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Zusammenfassung

Die héaufigste Ursache neuronaler Schadigung beigblearenen ist der frih-postnatale
hypoxisch-ischdmische Insult des Gehirns. Als Fagees Sauerstoffmangels im Gehirn
werden zellulare Mechanismen beschrieben, diealrgine gestérte Glutamat- und Calcium-
Homoostase sowie die Bildung reaktiver Sauerstdiimelungen (reactive oxygen species;
ROS) beinhalten. Diese reaktiven Sauerstoffverbigen, z.B. Superoxid-Anionen ;0
induzieren Lipid- und Proteinoxidationen sowie a@tide DNA-Schaden. Unter
physiologischen Bedingungen wird ROS wu.a. mit Hilfen Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (NADPH) eliminiert. Bei der Geierung von NADPH spielt wiederum
das Enzym Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenaset)dine wichtige Rolle. Ein zweiter
Aspekt der zellularen Reaktion auf eine Hypoxicitsnie ist die Anderung des
intrazellularen Adenosintriphosphates (ATP)- GedmltZu den Kanélen, die hauptséachlich
fur den Efflux von ATP verantwortlich sind, zahldre Pannexin 1 (Panxl)-Kandale. Ob und
in welcher Weise das Enzym Nnt und das Kanalproamx1l in der Pathogenese der
perinatalen hypoxisch-ischamischen Hirnlasion ligtesind, ist bislang nicht bekannt. In
dieser Dissertation liegt der Fokus daher auf detetduchung der Bedeutung dieser beiden
Proteine bei frih-postnataler hypoxisch-ischamis@®ehadigungn vivo — am Modell des
frih-postnatalen hypoxisch-ischamischen InsultedeinMaus — unah vitro — an kultivierten
primaren Astrozyten, die einer ,oxygen glucose depion” (OGD) ausgesetzt waren.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Hypothes&geastellt, dass es durch das Fehlen des
Nnt-Proteins zu einem Anstieg der ROS und somieiner starkeren Auspragung der frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasion ribnDie Analysen wurden in zweli
Mausstammen durchgefuhrt: einem Mausstamm mit undne ohne funktionelles Nnt-
Protein. Analysiert wurden die Parameter Apopto&ktivierung von Mikroglia sowie
strukturelle Veranderungen aufgrund des hypoxischdmischen Insultes. Wichtige
Parameter der ROS-Bildung und des ROS-Abbaus wuadehstrozyterin vitro nach OGD
analysiert. Die Ergebnisse konnten erstmalig zeigass es bei den Tieren mit Nnt in allen
untersuchten Parametern zu einer starkeren Auspgader frih-postnatalen hypoxisch-
ischamischen Gehirnlasion kam als bei den Tiereme dunktionelles Nnt. Hingegen war das
Ausmald der ROS-induzierten DNA-Schadigung in dereéli ohne funktionelles Nnt grof3er.
Die in vitro Analysen zeigten einen deutlichen Einfluss des-Roteins auf das Uberleben
und den ATP-Gehalt der hypoxierten Astrozyten. Bus@nfassend konnte in diesem Tell
der Arbeit gezeigt werden, dass die Deletion des-PMateins, entgegen der eingangs



formulierten Hypothese, die Auspragung einer friktpatalen hypoxisch-ischamischen

Gehirnlasion positiv beeinflusst.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Hypothesdgastellt, dass es durch Deletion von
Panxl zu einer verminderten Auspragung einer fragtratalen hypoxisch-ischamischen
Gehirnlasion kommt. Auch hier wurde zunéachst diesgxégung der frih-postnatalen
hypoxisch-ischdmischen Gehirnlasion untersucht.afdhvon Parametern des ROS-Gehaltes
und des ROS-Abbaus wurde analysiert, inwiefern Pairxe Rolle im ROS-Signalweg spielt.
In dieser Arbeit wurde erstmalig der Einfluss deanfl-Deletion auf eine hypoxisch-
iIschamische Gehirnlasion an friih-postnatalen Maus#rrsucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass die Deletion von Panx1 nur einen geringfugigefiuss auf die Auspragung einer frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasion Alérdings wurde eine Verédnderung
bei der Expression mehrerer Proteine, wie z.B. deap Junction Protein Connexin 43
(Cx43) in den Gehirnen der Panxl-transgenen Tiewbéchtet. Mittels der Analysen an
primaren Astrozytenkulturen, die einer OGD unteeogvurden, konnte ein Einfluss von
Panx1 auf die Generierung von ROS sowie den intrd@een ATP-Gehalt detektiert werden.
Zusammenfassend konnte im zweiten Teil der Arbsiigals gezeigt werden, dass Panx1 im
verwendeten Modell nur einen geringfigigen Einflagf die Auspragung einer frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasionvo hat, jedoch einen deutlichen Effekt

auf die beteiligten intrazellularen Funktionen zeig

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Emiynisowie das Kanalprotein Panxl eine
Rolle bei der Pathologie des perinatalen hypoxischédmischen Hirnschadens spielen. Die
Deletion von Nnt zeigt einen starkeren Einfluss dig Auspragung der friih-postnatalen
hypoxisch-ischdmischen Gehirnlasion als die Detetimn Panxl. Des Weiteren konnte
sowohl ein Einfluss von Nnt als auch von Panxl dah ROS- und ATP-Gehalt an

hypoxierten Astrozyten detektiert werden.



Summary

Neonate hypoxic-ischemic insult is one of the nmshmon causes of neuronal damage in
newborn. It is known that, as a consequence ofléeis of oxygen, cellular mechanisms are
activated which result in disturbed homeostasiglafamate and calcium and in the formation
of reactive oxygen species (ROS). These oxygen oangs, i.e. the superoxide anion,0O
induce oxidations in lipids and proteins as well asidative DNA-damage. Under
physiological conditions, the elimination of ROSaishieved for instance by nicotinamide -
adenine dinucleotide phosphate (NADPH). The enzymieotinamide nucleotide
transhydrogenase (Nnt) plays an important rol&éngeneration of NADPH. Another cellular
effect that occurs during hypoxia-ischemia is thenge of the intracellular content of
adenosine triphosphate (ATP). One of the chanmsigonsible for the efflux of ATP is the
Pannexin 1 (Panx1) channel. So far it is not knewkether and in which manner the enzyme
Nnt and the channel protein Panxl are involvedhm pathogenesis of perinatal hypoxic-
ischemic brain damage. The main focus of this diggen is therefore analyzing the role of
these two proteins in the early-postnatal hypogaiemic damagm vivo — using the model
of the early-postnatal hypoxic ischemic insult ircen— andn vitro — using cultured primary
astrocytes, which were exposed to an “oxygen gkideprivation” (OGD).

In the first part of this study, it was hypothesizbat the absence of Nnt protein leads to an
increase in ROS and thus to a more severe maritesta perinatal hypoxic-ischemic brain
damage. The analyses were performed in two mousénst one mouse strain with a
functional Nnt protein and one without. The pararepoptosis, activation of microglia as
well as structural modifications due to a hypoxachiemic insult were analyzed. Important
parameters for the formation and degradation of R¥@& analyzed on astrocytesvitro
after OGD. The results have shown for the firstetithat the extent of perinatal hypoxic-
ischemic brain damage is much greater in mice wifanctional Nnt protein than in those
without. However, the animals without a functiomdt protein showed a greater extent of
ROS-induced DNA-damagén vitro analyses showed a noticeable impact of the Nriejro
on the survival rate and on the content of ATPstiacytes with OGD. In summary, this part
of the study shows for the first time that the tele of Nnt protein, contrary to the
hypothesis, has a positive effect on the manifiestadf the early-postnatal hypoxic-ischemic

brain damage.



In the second part of this study, it was hypotheithat the deletion of Panxl leads to a
diminished manifestation of perinatal hypoxic-ische brain damage. Here, too, the
manifestation of early-postnatal hypoxic-ischemiaith damage was investigated. The
importance of Panxl in the ROS-pathway was analywitidl parameters for the formation
and degradation of ROS. In this study, the infleent Panx1 deletion on hypoxic-ischemic
brain damage in early postnatal mice was invesith&dr the first time. The results show that
the deletion of Panx1 only leads to a marginal glean the manifestation of early-postnatal
hypoxic-ischemic brain damage. However, changesadbus proteins, i.e. the gap junction
protein Connexin 43 (Cx43) have been detected enbtiains of the Panx1-transgenic mice.
By means of analysis on primary astrocytes thaeoment OGD, an influence of Panx1 on
the generation of ROS, as well as on the conteATd? was observed. In summary, this
section of the study demonstrates for the firsetilmat Panx1 merely has a marginal impact
on the manifestation of perinatal hypoxic-ischetmain damagen vivo, but a clear effect on

the implicated intracellular functions.

The results of this study show that the enzymeddnwell as the channel protein Panx1 play a
role in the pathology of the early-postnatal hygeisichemic brain damage. The deletion of
Nnt reveals a greater impact on the manifestatiothe early-postnatal hypoxic ischemic
brain lesion than the deletion of Panx1. Furtheeman influence of Nnt as well as of Panx1
could be detected on the content of ROS and ATdatirocytes after OGD.
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Einleitung

1 Einleitung

In dieser Arbeit werden spezifische Pathomechamseiger friih-postnatalen hypoxisch-
ischamischen Gehirnlasion untersucht. Im Fokug sliehAnalyse der Bedeutung a) reaktiver
Sauerstoffspezies und b) der Pannexin-Kanale aaf Adispragung Hypoxie-induzierter
Gehirnschadigungen. Die Analysen wurden in einenvivo-Modell der friih-postnatalen
hypoxisch-ischdmischen Gehirnlasion in neugeborévi@osen sowien vitro an primaren

Astrozytenkulturen durchgefuhrt.

1.1 Frih-postnatale hypoxisch-ischamische Gehirnlasion

Eine frih-postnatale Hypoxie-Ischdmie des Gehirsis die haufigste Ursache neuraler
Schadigungen bei Neugeborenen (Volpe, 2001). V6A0LNeugeborenen sind ein bis zwel
Kinder von einem hypoxisch-ischamischen Insultdfé¢n (Lai & Yang, 2011). Die Inzidenz
ist bei Frihgeborenen hdher; das Maximum liegtkiedern, die zwischen der 32. und 36.
Schwangerschaftswoche geboren werden (Logitharejadd., 2009; Cabajet al., 2012).
Gerade in diesem Reifestadium reagiert das Gehidern besonders sensibel auf Hypoxie
und Ischamie (Du Plessis, 2002; Cegical., 2013). Als Grunde dafir werden eine grol3ere
Anzahl von Blutgefal3en, héherer Wassergehalt, veenidyelin und ein nur schwach
entwickelter Kortex im unreifen Gehirn diskutielly Plessis, 2002; Cergt al., 2013).

Die Ursachen eines frih-postnatalen hypoxisch-istééhen Insultes kdnnen unterschiedlich
sein, und schlieRen fetale Fehlbildungen, vorzeififazentaablosung, miutterliche arterielle
Hypotonie oder angeborene Herzfehler ein (Volpe)120Die Auswirkungen eines frih-

postnatalen hypoxisch-ischdmischen Insults reichem relativ milden (Haltungsschéaden,
Storungen der Koordination und Bewegung oder vedsmi@ Intelligenz) bis zu sehr

schweren Auswirkungen: Bei ca. 25% der betroffeddeugeborenen fihrt ein frih-

postnataler hypoxisch-ischamischer Insult zu schweund irreversiblen kognitiven und

senso-motorischen Beeintrachtigungen des Kindasl®@0% fiuhrt er sogar zum Tod (Lai

& Yang, 2011).

Die kognitiven und senso-motorischen Beeintracimigan entstehen, da sich ein frih-
postnataler hypoxisch-ischamischer Insult primar kippocampus und im Kortex des
Gehirns manifestiert. Der Grund dafir ist, dasobders Zellen mit einem hohen Glukose-
und Sauerstoffverbrauch, wie z.B. Neurone des Hipgpgpus oder Pyramidenzellen des
Kortex, anfallig fur einen hypoxisch-ischamischasult sind (Sokoloffet al., 1977; Liuet
al., 2004a).
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Ausschlaggebend fur die Auspragung eines frih-poesiEn hypoxisch-ischamischen Insultes
ist — neben dem Entwicklungsstand des Gehirns) (s.alie Dauer des Sauerstoffmangels
(Vannucci & Vannucci, 1997; Waltost al., 1999; Ferriero, 2004; Cera al., 2013). Bereits
nach kurzzeitigem Sauerstoffmangel kommt es im iBerales Hippocampus und des
Neokortex zur Apoptose neuraler Zellen (Fatenal., 2009).

Im Patienten zeigen sich neurale Ausfalle abhamngig der Lokalisation der kortikalen
Schadigung. Ist ein Insult z.B. im motorischen E&rtokalisiert, wird der Patient Defizite in
seinen Bewegungsablaufen zeigen. Eine Schadigurngy Hi@pocampus resultiert —
entsprechend seiner physiologischen Funktion —idpanfGedachtnisdefiziten. Anatomisch
wird die Hippocampus-Formation in Gyrus dentatusyn@ ammonis (Ammonshorn) und
Subiculum unterteilt (Abb. 1). In vielen Studiennkde gezeigt werden, dass die Region des
Cornu ammonis (CA) bereits bei milden hypoxischéuischen Insulten geschadigt wird
(Matsuokaet al., 1997; Tajiriet al., 2004; Zhacet al., 2013). Diese Schadigung manifestiert
sich in neurale Apoptose, insbesondere im Beregh Stratum pyramidale (Tajigt al.,
2004; Zhuet al., 2006b). Die Neurone der Cornu ammonis-Areale Q&R CA3 (siehe Abb.
1) haben physiologisch einen hohen Glucose- underStifverbrauch und reagieren
entsprechend empfindlich auf einen hypoxisch-isahéimen Insult (Sokolofet al., 1977,
Strasser & Fischer, 1995). Funktionell ist die Hippmpus-Formation die zentrale Struktur
fur die Gedachtnisbildung (Treves & Rolls, 1992).

Ependym

Subiculum &
Entorhinaler
Cortex

Fiss. hippoc.
(mit darin verlaufenden
BlutgefaBen)

Abb. 1: Schema des Hippocampus und des Gyrus dentest Str. pyr. = Stratum pyramidale, Str. lac/mol =
Stratum lacunosum-moleculare, Fiss. Hippoc. = Esgssippocampi, CA = Cornu ammonis (Ammonshorn) (mit
freundlicher Genehmigung durch: J. Kacza, Veteriidatomisches Institut, Universitat Leipzig)
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Hippocampusimpulse werden — vereinfacht dargesteitim Gyrus dentatus tUber das Cornu
ammonis (von CA4 nach CA1l) in das Subiculum und Zomix geleitet (Amarakt al.,
1984). Diese Impulsweiterleitung ist Teil des sagerien Papez-Neuronenkreises, welcher
fur den Transport von Inhalten aus dem Kurzzeitgettds ins Langzeitgedachtnis
verantwortlich ist. Innerhalb dieses Papez-Neurkreeses wird der Impuls vom
Hippocampus uber den Fornix zu den Corpora mammillend dann Uber den Fasciculus
mammillothalamicus zum Thalamus dorsalis weiteliggtlevonach er tber den Gyrus cinguli
wieder zum Hippocampus gelangt (Bird & Burgess,80WDer Hippocampus spielt dabei
eine essentielle Rolle, denn er hat Verbindungefaguallen sensorischen Kortizes (Bird &
Burgess, 2008). Innerhalb des Hippocampus sindSdieffer Kollateralen der CA3-Region
fur die Gedachtnisbildung von grofRer Bedeutung.rlbdie handelt es sich um Axon-
Kollateralen, die von Pyramidenzellen der CA3-Ragio die CA1-Region projizieren (Levy
et al., 1998). Anhand von Tierversuchen konnte gezeigdere dass diese Hippocampus-
Region eine wichtige Funktion bei raumlichen Leund Gedachtnisprozessen spielt (Morris
et al., 1982; Aggletoret al., 1986; Duveet al., 1997).

Aufgrund ihrer zellularen Beschaffenheit spielt ap# die CA3-Region eine wichtige Rolle

bei der Verarbeitung von Erinnerungen (CherubinivBles, 2015). Kommt es zu einem

schweren Insult des Gehirns, wie dem hypoxischésgbchen Insult, oder zu einer
Neurodegeneration, ist meist die CA3-Region sadmkslavon betroffen (Cherubini & Miles,

2015). Bei einer Unterversorgung des Gehirns mue8soff sind bereits nach ca. 20
Sekunden die Sauerstoffreserven der neuralen Zalifgebraucht. Nach funf Minuten sind in
den Neuronen keine Reserven an Glukose und ATP mwrhanden (Volpe, 2001). Somit

treten bereits nach wenigen Minuten ohne Sauersteffersible Schaden in neuralen Zellen
auf (Dirnaglet al., 1999; Perlman, 2006b; Lai & Yang, 2011).

Pathomechanismus der hypoxisch-ischamischen Gehiédion

Auf zellularer Ebene wirkt sich die Hypoxie-lsch@msowohl auf neuronale Zellen (z.B.
Interneurone, Pyramidenzellen) als auch auf Gliezel(Astrozyten, Oligodendrozyten,
Mikroglia) aus. Die Pathomechanismen werden hieBampiel der Neuronen — Astrozyten —
Interaktion diskutiert: Astrozyten sind die am hgsfen auftretende Gliazellart im Gehirn.
Strukturell sind sie an der Ausbildung der BlutidBchranke beteiligt (Dehoucit al.,
1990), welche nur kleine Molekile wie Sauerstoffuk®se oder Hormone passieren lasst
(Ballabhet al., 2004; Abbottet al., 2006; Sofroniew & Vinters, 2010). Physiologisderin

Astrozyten als Glykogenspeicher (Brown & RansomQ7)0und sind bedeutsam fir die
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Aufrechterhaltung der Homoéostase des Gehirns (SindamMNedergaard, 2004). Aufgrund
ihrer Eigenschatft, aktiv Kalium-lonen und Glutanaattnehmen zu kdnnen, spielen sie eine
wichtige Rolle in der Regulierung des chemischerieMs im Extrazellularraum. Bei
Glutamat handelt es sich um einen wichtigen Neanstmitter. Ist Glutamat allerdings in zu
hohen Konzentrationen vorhanden, so wirkt es nexrsth (Choi, 1988; Chen & Swanson,
2003). Die Aufnahme von Glutamat in Astrozyten dpsist Gber Natrium-abhéngige
Transporter (Anderson & Swanson, 2000; Chen & Swan003). Dieser Prozess ist
hochenergetisch und verbraucht viel ATP (Sibataad., 1998; Chen & Swanson, 2003).

Wahrend eines hypoxisch-ischamischen Insultesd@ltAufnahme von Glutamat abrupt aus.
Dadurch steigt die extrazellulare Glutamatkonzéimma und kann neurotoxisch wirken
(Benvenisteet al., 1984; Choi, 1988; Swansahal., 1994; Chen & Swanson, 2003). Neben
der fehlenden Aufnahme von Glutamat tber Astrozyted vermutet, dass der Anstieg von
extrazellularem Glutamat auch durch das Ausstrommm Glutamat aus den Astrozyten
bedingt ist. Mogliche Mechanismen sollen dabei rezeGlutamat-Transporter (lat al.,
1999; Sekiet al., 1999; Chen & Swanson, 2003) und der P2X7-Rezeggar (Chen &
Swanson, 2003; Duaat al., 2003).

Eine weitere Aufgabe der Astrozyten ist der Abbaaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mittels
Glutathion. Glutathion ist eines der wichtigstenti@ridantien im Gehirn (Dringen, 2000;
Chen & Swanson, 2003). Zwar ist es auch in andetelfarten vorhanden, Astrozyten
besitzen aber die héchsten Konzentrationen vona@iliain (Slivkaet al., 1987; Wilson,
1997; Chen & Swanson, 2003). Wahrend eines hyplisshamischen Insultes kommt es zu
einem starken Anstieg von ROS (Chan, 1996; Chemwa&rSon, 2003). Um die ROS mittels
Reduktion unschadlich zu machen, wird viel Glutathgeneriert. Da die ROS-Konzentration
wahrend eines hypoxisch-ischamischen Insultesditigs sehr hoch ist, sinkt der Gehalt des
reduzierten Glutathions in den Astrozyten rapide Rbrch den verringerten Glutathion-
Gehalt sind die Astrozyten nicht mehr in der LaggSRabzubauen und somit die Neurone vor
einer ROS-bedingten Lasion zu schitzen (Drukatchd., 1997; McNaught & Jenner, 1999;
Chenet al., 2001; Chen & Swanson, 2003).

Die Analyse der zeitlichen Abfolge der zellularerreignisse bei einer hypoxisch-
ischdmischen Gehirnlasion lasst folgende Ereigresisennen: Kurzfristig kommt es zunéchst
zu Depolarisation und Exozytose der Zellen im deamtder Hypoxie-Ischdmie Zone. Diese
initialen Ereignisse resultieren in einem primaemergetischen Versagen der Zellen (primére

Phase). Die nachfolgenden Ereignisse der sekundrase sind langerfristig und beinhalten
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Inflammation und Apoptose in der Hypoxie-Ischammg sowie in den umgebenden
Bereichen des Gehirns. Die sekundare Phase wirdlureh Vorgdnge der Reperfusion und
Reoxygenierung eingeleitet. Diese beiden Vorgangeeh dazu, dass wieder Sauerstoff
sowie Glukose zu den Zellen gelangen kann. Zur Regien kann es auf unterschiedliche
Arten kommen, z.B. in dem die Verengung des Geféfleder geldst wird, wodurch wieder
gentugend Blut in die betroffenen Regionen gelanggann, oder durch vorhandene
Anastomosen der Gefal3e, die die betroffenen Regidaher Umgehungswege versorgen
konnen. Zwar wird die Reoxygenierung benétigt, urm dellen nach einem hypoxisch-
ischamischen Insult wieder zu versorgen, jedochigenau diese Reoxygenierung auch zum
Zelltod fuhren. Durch die Reoxygenierung geht digoohondriale Membranintegritat
verloren, wodurch eine mitochondriale Dysfunktiamtsteht. Dies wiederum ist der Grund
daflr, dass nicht mehr ausreichend ATP gebildetigrekann, wodurch mehr ROS generiert
wird (Ten & Starkov, 2012).

Somit spielen unter anderem die Aktivierung von RO$flammation, die
Membrandysfunktion, sowie aktivierte Mikroglia/Majghagen und Apoptose eine wichtige
Rolle wahrend der sekundaren Phase eines hypogskbhmischen Insultes (Inder & Huppi,
2000; Cerioet al., 2013). Die Aktivierung der Apoptose ist ein hocbrgetischer Prozess.
Fur die Aktivierung der Caspasen, die bei der Apsgteine essentielle Rolle spielen, wird
eine grofe Menge an Adenosintriphosphat (ATP) bgndiNorthington et al., 2001;
Blomgrenet al., 2007; Cerioet al., 2013). Somit spielen die Mitochondrien, in deerP
gebildet wird, hierfur eine wichtige Rolle. Aus dean Grund werden in den Analysen dieser
Arbeit zwei Aspekte ndher analysiert: a) der Eisdlwon ROS und b) der Einfluss von ATP

und Pannexin 1 (Panx1) Kanalen, auf die Auspragumes hypoxisch-ischamischen Insultes.
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Abb. 2: Pathophysiologischen Ereignisse nach einelnypoxisch-ischamischen Insult(Dirnaglet al., 1999)

Wahrend der Peri-Infarkt-Depolarisation kommt egctluden Mangel an Sauerstoff und
Glukose zu einer verringerten Gewinnung von Enengiden Zellen (Martinet al., 1994;
Dirnagl et al., 1999). Diese verringerte Energiegewinnung fihut einem Verlust des
Membranpotentials, welches zur Depolarisation deurldne und Gliazellen fiihrt (Katsugga
al., 1994; Dirnaglet al., 1999). Aufgrund der Depolarisation der Zellen koires zu einem
starken Einstrom von Calcium. Dieser verstarkte sEom von Calcium fihrt zu
unterschiedlichen intrazellularen Kaskaden, dietégtdlich zum Zelltod flihren (Kalogergs
al., 2012). So kommt es u.a. zu einem erhéhten Trangpa Calcium in die Mitochondrien
(Talukder et al., 2009; Contrerast al., 2010; Szydlowska & Tymianski, 2010), was
wiederum zu einer gesteigerten Aktivitat der mitmatirialen Permeabilitats-Transitions-
Poren (MPT) fuhrt, die letztendlich den Tod derl@ddedeutet (Yellon & Hausenloy, 2007;
Kalogeriset al., 2012). Ahnlich wie der verstarkte Einstrom vonlgitan, fiihrt auch eine
erhohte Bildung von ROS zu einer Zerstérung deetien Mitochondrienmembran. Sobald es
zu einer Zerstérung der Mitochondrien kommt, isthadie Oxidation von Proteinen sowie
die Bildung von ATP, welche beide einen aktivenkilenentransport innerhalb der Zelle
bendtigen, verhindert. Des Weiteren wird der Apeptéktivator Cytochrom C von den
Mitochondrien freigesetzt (Fujimuret al., 1998; Dirnaglet al., 1999). Neben der Peri-
Infarkt-Depolarisierung kommt es zur Exozytose, @ime um das Vielfache stérkere
Auswirkung auf das Ausmald der hypoxisch-ischamiscBehadigung hat. Wahrend dieses
Ereignisses werden Signalwege aktiviert, die zurbige fihren und sowohl die Apoptose als
auch die post-ischdmische Inflammation initiierddirfagl et al., 1999). Wahrend der
Inflammation werden mittels des erhohten CalciumsEbms in die Zelle ,second

messenger-Systeme aktiviert, die wiederum die R@®rhalb der Zelle ansteigen lassen.

6
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Sowohl der Anstieg der ROS als auch der hypoxischdmische Insult selbst kénnen die
Genregulation der proinflammatorischen Faktorene wiB. Nuclear FactaB, hypoxia
inducible factor 1 und Interleukinglsteigern (Rothwell & Hopkins, 1995; O'Neill &
Kaltschmidt, 1997; Ruscheat al., 1998; Dirnaglet al., 1999). Aufgrund der gesteigerten
Expression proinflammatorischer Faktoren sind enigllen in der Lage, zytotoxische
Substanzen (z.B. ROS) freizusetzen, welche zu ememehrten Schadigung der Zellen
sowie zu einer Zerstorung der Blut-Hirn-Schrankleréin konnen (Emsley & Tyrrell, 2002;
Danton & Dietrich, 2003; Wangt al., 2007). Zusammengefasst kommt es wenige Minuten
bis Stunden nach einem hypoxisch-ischamischen tirmuleinem primaren energetischen
Versagen der Zellen, wahrend sich die sekundaredPalber Stunden bis Tage nach einem
hypoxisch-ischamischen Insult erstrecken kann ()§Dirnaglet al., 1999).

In der primaren Phase nach hypoxisch-ischamisclésiobh kann es bereits nach einigen
Minuten zum Zelltod in den betroffenen Hirnarealkommen. Dieser Bereich wird als
zentrale Ischamie-Region bezeichnet. Um diese alentschamie-Region zeichnet sich die
sogenannte Penumbra ab, die in der Regel primdut si@ schwer betroffen ist, wie die
zentrale Ischamie-Region. In der Penumbra ist diechblutung ebenfalls vermindert,
allerdings sind die Zellen in dieser Region nooththinekrotisch. Erst durch die anhaltende
schlechte Durchblutung kommt es in den Zellen denumbra zu den Ereignissen der

Inflammation und der Apoptose.

Parallel zu den genannten Prozessen wird die Odéifigration im Gehirn gesteigert, um die
beschéadigten Zellen méglichst adaquat ersetzenbmadn. Insbesondere bei einem milden
hypoxisch-ischdmischen Insult werden neuronale Biaelien zur Proliferation angeregt
(Santilli et al., 2010).

Diese pathophysiologischen Faktoren eines hyposdtamischen Insultes konnten mittels
verschiedener Tiermodelle identifiziert werden (tHorgtonet al., 2011). Ein etabliertem
vivo Modell zur Untersuchung adulter hypoxisch-ischa@mes Gehirnlasionen am Nager ist
das sogenannte Levine-Modell (Levine, 1960). Allegd erfordert die Untersuchung einer
frih-postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirntéalach ein frih-postnatales Modell. Aus
diesem Grund wurde das Levine-Modell durch Rice€R1981) und Vannucci (Vannucci &
Vannucci, 1997) modifiziert. Im Modell der Ratterdiim Alter von 7 Tagen (P7) eine
einseitige Ligatur der Arteria carotis durchgefihiZu diesem Zeitpunkt ist die
Gehirnentwicklung in Nagern vergleichbar mit demes Menschen in der 34.-35.

Schwangerschaftswoche (Hagbezigal.,, 2002). Die induzierte Gehirnlasion bei diesem
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Modell kann somit mit dem perinatalen hypoxischi@gmischen Insult des Menschen
verglichen werden (Dobbing, 1974). Die einseitiged@isligatur fihrt zu einem Insult auf der
ipsilateralen Seite. Vergleicht man das klinischiel Bes friih-postnatalen Nagermodells mit
dem eines frih-postnatalen hypoxisch-ischamischeunltes beim Menschen, so sind diese
sich sehr &hnlich. Unter anderem zeigen beide hle@ahaden im Kortex, Thalamus und

Hippocampus auf.

Bei der Ratte findet das modifizierte Levine-Modetinen haufigen Einsatz, um
physiologische (Vannucet al., 1996; Aley & Levine, 2002), morphologische (Vaadrpts

& Borgers, 1984; Dambska & Gajkowska, 2002) undkfiomelle (Jansen & Low, 1996;
Pereira et al., 2007) Auswirkungen einer hypoxisch-ischamischerhi@lasion zu
untersuchen. Das Modell der Ratte wurde von She&taal. (Sheldoret al., 1998) auf die
Maus Ubertragen. Jedoch zeigte sich, dass versteedMausstamme anders auf die
Durchfiihrung des modifizierten Levine-Modells reagn (Sheldoet al., 1998). Somit muss
fur jeden Mausstamm individuell z.B. die Dauer dgstemischen Hypoxie etabliert werden,
damit sich eine frih-postnatale hypoxisch-ischahesGehirnlasion ausbildet (Sheldetral .,
1998).

1.2 Zellularer Pathomechanismus

1.1.1 Die Rolle der Reaktiven Sauerstoffspezies nach emehypoxisch-ischamischen
Insult
Bei der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) handetich um sogenannte Sauerstoffradikale.
Dies sind Formen des Sauerstoffs, die aufgrund ihoben Reaktivitat schadlich fir den
Organismus sind. Unter den ROS gibt es viele vézdeme Radikale, wie z.B. das
Superoxid-Anion (@), das Hydroxyl-Radikal (Ofl und Wasserstoffperoxid ¢@,). Die
ROS spielen bei pathophysiologischen Veranderumges wichtige Rolle. Beispiele hierzu
finden sich bei neurodegenerativen Erkrankungene wler Alzheimer Erkrankung,
hypoxisch-ischdmischen Insulten, sowie dem Altegtbs [reviewed in: (Chande#t al.,
2000; Cuiet al., 2012; Huangt al., 2016)].

Wird eine Zelle durch ROS beeintrachtigt, so komeg zu einer nuklearen oder
mitochondrialen Schéadigung der DNA. Bei dieser 8Sdaning wird in den meisten Fallen
Guanin oxidiert (Cooket al., 2002). Mittels Oxidation an der 8. Stelle des @nadviolekils
wird eine Hydroxyl-Gruppe angefiigt, wodurch 8-Hydraleoxy-guanosine (8-OHdG)
entsteht. Mittels einer Analyse von 8-OHdG kann is@im Rickschluss auf den oxidativen
DNA-Schaden gezogen werden (Shigenatga., 1989; Beckman & Ames, 1997).
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1.2.1 Die Rolle der Mitochondrien nach einem hypoxisch-ishamischen Insult

Es wird vermutet, dass die Quelle fir die postisugéhe Bildung von ROS in der
mitochondrialen Atmungskette liegt (Boveris & Cadsn 1975; Poderoset al., 1999;
Almeidaet al., 2002; Ten & Starkov, 2012). Die Rolle der Mitoddoien, des Krebszyklus,
des Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Hydrid (NADH) dnder Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) unter ischamischen Bedingungen wurden detailm Herzen untersucht (Giordano,
2005). Es wurde festgestellt, dass z.B. Arrhythmiewd apoptotischer sowie nekrotischer
Zelltod im Herzgewebe vor allem durch ROS negageibflusst werden (Halestrap, 2005;
Wagneret al., 2013; Nickelet al., 2015). Auch im Gehirn scheinen diese Mechanishen
der Pathogenese der Ischamie, besonders in dee Beasekundaren Zelltods, eine Rolle zu
spielen (Roussetet al., 2012). Die unter hypoxischen Bedingungen zuneli@&en
metabolischen Entgleisungen resultieren aus desdteeing exzitatorischer Aminosauren,
der Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren und StioKdvlonoxid-Synthase. Die
Pathomechanismen konvergieren auf Ebene der Mitmtrien (Rousseét al., 2012). Die
Konzentration zytosolischen Calciums in der Zel& um Mitochondrium steigt. Dies fuhrt
wiederum zur Bildung reaktiver Sauerstoff- und &itoff-Spezies, zur Peroxidation von
Lipiden und mitochondrialer Dysfunktion, die zusaemmm weiteren Verlauf zum Absterben
von Neuronen fihren (Dugan & Choi, 1994).

Dieser molekulare Mechanismus spielt insbesondeira friih-postnatalen Sauerstoffmangel
eine wichtige Rolle (Sandersoat al., 2013). Reduzierte Mengen an Antioxidantien
verursachen im friih-postnatalen Gehirn eine grofSmeddigung als im adulten Gehirn
(Roussett al., 2012).

In den Mitochondrien werden wahrend der ATP-Produkin der Atmungskette Superoxid-
Radikale (Q) gebildet (Balabaret al., 2005). Mitochondrien verfligen Uber verschiedene
Mechanismen, um ROS Moleklle unschéadlich zu macbBén.Beseitigung des LOerfolgt
z.B. durch die Superoxid Dismutase (Mn-SOD) zwO§l welches wiederum uber die
Glutathion Peroxidase (GPX) und Peroxiredoxin (PRX) HO weiterreagiert. Generell
bendtigen beide Prozesse reduziertes NADPH, welphiegipiell durch drei Enzyme aus
NADP" generiert werden kann: die Isocitrat Dehydrogeri3e,,), die Malat Decarboxylase
(MEP) sowie die Nicotinamid Nukleotid Transhydrogsa (Nnt). Metabolische Fluss-
Analysen in E. coli lieRen bereits friihzeitig veteny dass besonders dem Nnt-Protein eine
wichtige Rolle zukommt (Sauet al., 2004). Inzwischen rtickt das Nnt-Protein weitedan
Fokus der NAD Regeneration (Nickedt al., 2013).In vitro konnte an H295R-Zellen gezeigt
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werden, dass durch Deletion dést-Gens das mitochondriale ROS-Niveau angestiegen ist
und eine erhOohte Apoptose auftrat (Meimarigbal., 2012).

Als Folge einer ischdmischen Schadigung kommt eNénvensystem zu einer erhdhten ROS
Produktion (Roussetet al., 2012; Roussetet al., 2013). Verglichen mit dem
Pathomechanismus im adulten Nervensystem sind imm frostnatalen Gehirn nach einer
ischamischen Lasion andere Mechanismen von Bedgulimist das unreife Gehirn u.a. auch
anféalliger fir oxidativen Stress (Hagbewy al., 2004; Vannucci & Hagberg, 2004;
Rosenkranz & Meier, 2011). Interessanterweisenigteén Mitochondrien die Expression der
ROS-abbauenden GPX und der Catalase in der fribsimaialen Entwicklung sehr gering,
was maoglicherweise eine Ursache des reduzieriyp-Wbbaus im frih-postnatalen Gehirn
sein konnte (Rousset al., 2012; Roussett al., 2013). Auch die Exposition der ROS zu
freiem Eisen, das im frihkindlichen Gehirn in hd@reKonzentration vorkommt, kénnte zu
erhohter Zytotoxizitat fihren (Ferriero, 2001).

Beim Nnt-Protein handelt es sich um eine Protonemybe, die Uber die Translokation von
Protonen ins Mitochondrium und Einschleusung in d@mbs-Zyklus eine reversible
Reduktion von NADP zu NADPH férdert (Abb. 3). Die entsprechende Glaing lautet:

H" + NADH + NADP" < NAD" + NADPH + H

Die Bedeutung des Nnt-Proteins in der RegeneratenNADPH im Gehirn ist weitgehend
unklar. Obwohl das Nnt-Protein die starkste Expogssn Herzen aufweist, konnte das Nnt-
Protein auch in anderen Organen der Maus und desdfien nachgewiesen werden. Bei
Mausen wurde das Nnt-Protein in der Niere (64%kdgression im Herz (= 100%)), in der
Leber (35%) und der Lunge (25%), sowie im Gehirt 2%% detektiert (Arkbladet al.,
2002). Im humanen Gehirn wurde zudem eine Regieaiipche Expression nachgewiesen
(Arkblad et al., 2002). Insbesondere im Temporallappen, in denHgeocampus-Formation
lokalisiert ist, wurde Nnt-mRNA detektiert. Dies&essionsdaten lassen vermuten, dass die
NADPH-Regeneration tber Nnt auch im Nervensystamktfanell bedeutsam ist.

Um diesen Aspekt zu untersuchen, bieten sich zweerdtamme der C57BL/6 Maus an:
Méause des C57BL/6N Unterstammes und Mause des QbJBUnterstammes. In den
Arbeiten von Mekada et. al. (Mekad al., 2009) wurde gezeigt, dass den Mausen des
C57BL/6J Unterstammes Exon 7-11 dég-Gens fehlen und somit kein funktionelles Nnt-
Protein gebildet wird. Dasint-Gen kodiert im Menschen ein mitochondriales Enzyime,
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Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenase. Diese nut® Energie des mitochondrialen
Protonengradienten, um hohe Konzentrationen an NARR produzieren. NADPH spielt
eine tragende Rolle bei der Biosynthese und Entgiftvon freien Radikalen (Balabahal.,
2005; Gauthieet al., 2013; Nickelet al., 2014). Nur solange d&int-Gen aktiv ist, wird das
Nnt-Protein generiert und kann gentigend NADPH bijden die ROS zu entgiften und somit
einen Zellschaden, durch ROS zu vermeiden. Da le ®Mausen des C57BL/6J
Unterstammes Exon 7-11 deédnt-Gens fehlen, kann kein funktionierendes Nnt-Protei
gebildet werden. Als Folge wird kein NADPH zur Hfttghg von ROS hergestellt. Somit
wurde die Hypothese aufgestellt, dass es bei diggrrsen — aufgrund ihres Mangels an Nnt
— zu einer starkeren Auspragung einer frih-podratéypoxisch-ischamischen Lasion
kommt. Bereits Meimaridou et al. konnten an H295eh beweisen, dass durch einen
Knockdown desNnt-Gens der mitochondriale ROS-Level angestiegen wagdurch eine
erhohte Apoptose auftrat (Meimaridetual., 2012). Durch das Fehlen von von Exon 7-11 des
Nnt-Gens stellt der C57BL/6J Unterstamm ein Modell utersuchung der Folgen einer

endogenen Deletion des Nnt-Proteins dar.

H* -
T .02_’H20
£
R\ /1
- ‘o ATP ADP
H,0 INADPH  INADH NAD+ ©O2 °
GSH«_

GPX I‘cssc‘)@ @CMalalo - Kr;bs 1
H,0,

Mfcn;J od Mfn2 J r tNa*-ceemeee-- ot Na‘W’

SR Mfn2 : » |Ca2t CHR —» 0g2+ e --mmmmmmmmhornnna il Ca2+ tex

e \}
t| Changes in Mitochondrial
+ Heart Fallure Ca?* microdomain

Abb. 3: Mitochondriale Calcium-Ubermittlungund seiBedeutung fiir den mitochondrialen Redox-Status in

Herz-Myozyten. Der Krebs-Zyklus regeneriert NADHJuNADPH; beteiligt sind drei Enzyme einschliel3lich
Nnt. aus: (Nickekt al., 2013).
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1.3 Die Rolle von ATP und Pannexin 1 nach einem hypoxik-ischamischen Insult
Unter den pathophysiologischen Bedingungen eingsoigch-ischamischen Insultes des
Gehirns spielt die Regulation von ATP eine wichtRRygle. Bereits nach funf Minuten ohne
Sauerstoff sind in den neuralen Zellen keine Resemmehr an ATP vorhanden (Volpe,
2001). Dies liegt unter anderem daran, dass dur@meéypoxisch-ischamischen Insult eine
mitochondriale Dysfunktion entsteht, wodurch niai¢hr ausreichend ATP gebildet werden
kann (Ten & Starkov, 2012). Eine weitere Ursaclegtlivermutlich in der Aktivierung
apoptotischer Prozesse nach einem hypoxisch-isssem Insult. Bei diesem Prozess
spielen vor allem Caspasen eine wichtige Rolle. Zkiivierung der Caspasen bendtigt die
Zelle viel ATP, welches uUber spezielle Transpoft€anéle) zur Verfugung gestellt wird
(Northingtonet al., 2001; Blomgreret al., 2007; Cericet al., 2013). Einer dieser Kanéle, der
hauptséachlich ATP transportiert, ist der Panx1-KéBaoet al., 2004).

Ein Panxl-Kanal, auch als Pannexon bezeichnet, ausl sechs Panx1-Proteinen gebildet
(Boassaet al., 2007). Panxl gehort zu den Pannexinen, welchedem integralen
Membranproteinen z&hlen (Panchenal., 2000). Bei der Familie der Pannexine sind drei
Isoformen bekannt: Panx1, Panx2, welche in dentereiSeweben auftreten, und Panx3, das
bisher nur in wenigen Gewebetypen, wie z.B. in Krescund in der Haut detektiert wurde
(Panchinet al., 2000; Goodenough & Paul, 2009). Panchin et ainten 2000 zeigen, dass
Pannexine sowohl in Vertebraten als auch in Inbeaten zu finden sind (Panchab al.,
2000). Des Weiteren konnten Panchin et al. nackengidass sie Sequenzhomologien zu
Innexinen, sowie Strukturhomologien zu Connexinesbem. Innexine und Connexine
gehéren zur Familie der Gap Junction-bildenden ditret wobei Innexine lediglich in
Invertebraten und Connexine lediglich in Vertebmarel finden sind (Panchiet al., 2000;
Baranovaet al., 2004; Panchin, 2005). Grundsétzlich besitzerPdienexine, Connexine und
Innexine einen A&hnlichen Aufbau: 4 Transmembrand@ma verbunden durch zwei
Extrazellularschleifen und eine Intrazellularsctdeisowie einen intrazellularen N- und C-
Terminus (Panchiet al., 2000; Baranovat al., 2004; Panchin, 2005).

Panxl mRNA konnte in neuralem Gewebe im Bereich ldedex, des Striatums, des
Hippocampus, des Thalamus und des Zerebellums sanvbleuronen als auch in Astrozyten
detektiert werden (Bruzzoret al., 2003). Die Offnung von neuralem Panx1 ist abhgingin
der Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) unB2X-Rezeptoren (Davidsaat al.,
2015). Wird z.B. ein P2X-Rezeptor durch ATP aktiyjiso steigt das intrazellulare Calcium

an, was wiederum zum Offnen von Panx1-Kanalen fibigser Vorgang wird auch als eine
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ATP-induzierte ATP Freisetzung bezeichnet (Yanhagl., 1994; Cotrinaet al., 1998a; Stouét
al., 2002; Iglesiast al., 2008; Baroja-Mazcet al., 2013). Der purinerge Rezeptor P2X7
interagiert mit Panx1 (lacobasal., 2007; Mayoet al., 2008; Pelegriret al., 2008; Scemest
al., 2009). Mittels dieser Interaktion wird ein Sigk@nplex gebildet, welcher zu einer
verlangerten Aktivierung der Panx1-Kanale fuhrt¢beeiet al., 2007).

Pannexin Innexin Connexin

Cytosol Cytosol Cytosol

Abb. 4: Membrantopographie von Pannexinen, Innexinen und Coenexinen Bei diesen Proteinen handelt es
sich um integrale Membranproteine. Sie besitzem 4llTransmembrandoméanen mit 2 extrazellularen imet e

intrazellularen Schleife, sowie einen intrazellataiN- bzw. C-Terminus. Aus: (Bosebal., 2011).

Panxl mRNA konnte in neuralem Gewebe im Bereich ldedgex, des Striatums, des
Hippocampus, des Thalamus und des Zerebellums s$anvbleuronen als auch in Astrozyten
detektiert werden (Bruzzoret al., 2003). Die Offnung von neuralem Panx1 ist abhgingin
der Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) unB2X-Rezeptoren (Davidsaat al.,
2015). Wird z.B. ein P2X-Rezeptor durch ATP aktiyjiso steigt das intrazellulare Calcium
an, was wiederum zum Offnen von Panx1-Kanalen fibigser Vorgang wird auch als eine
ATP-induzierte ATP Freisetzung bezeichnet (Yanhagl., 1994; Cotrinaet al., 1998a; Stouét
al., 2002; Iglesiaset al., 2008; Baroja-Mazcet al., 2013). Der purinerge Rezeptor P2X7
interagiert mit Panx1 (lacobasal., 2007; Mayoet al., 2008; Pelegriret al., 2008; Scemest
al., 2009). Mittels dieser Interaktion wird ein Sigk@nplex gebildet, welcher zu einer
verlangerten Aktivierung der Panx1-Kanale fuhrtdbeeiet al., 2007).

Durch seine Aktivitat als ATP-Kanal (Locowetial., 2006a; Locoveet al., 2006b; Locoveet
al., 2007) ist Panx1 an vielen interzellularen Progedseteiligt. Eine wichtige Rolle nimmt
Panxl im Immunsystem und bei der Apoptose ein. iimlinsystem aktiviert Panx1l z.B.

Leukozyten. Durch diese Aktivierung kommt es zueeiautokrinen Regulation der P2X7-
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Signalkaskade und somit zu einer parakrinen Aktinig anderer immunologisch aktiver
Zellen (Biancoet al., 2005). Des Weiteren wird durch die Interaktiomv@anxl und dem
P2X7-Rezeptor der Signalweg des Inflammasoms a&ktjwwodurch Interleukinfl (IL-18)

aus Makrophagen und T-Lymphozyten freigesetzt wireglegrin & Surprenant, 2006;
Locoveiet al., 2007; Schenkt al., 2008; Pelegrin & Surprenant, 2009).

Elliott et al. konnten zeigen, dass Panx1 konsde/i€aspase-3 und Caspase-7 Schnittstellen
besitzt (Elliottet al., 2009). Werden diese Caspase-Schnittstellen gespalo fuhrt dies zu
einer Offnung des Panx1-Kanals, wodurch es zu eusschiittung von ATP kommt. Dies
dient dann als sogenanntes ,Find-me*“-Signal, dutab Phagozyten rekrutiert werden, um

apoptotische Zellen und Zellfragmente aufzunehn@rekeniet al., 2010).

Die Rolle von Panx1 wahrend eines hypoxisch-iscké@h@n Insultes ist umstritten. So wurde
an Neuronenkulturen gezeigt, dass die Panxl-Kam@#érend einer Oxygen-Glukose
Deprivation (OGD) fir einen langeren Zeitraum geétfwurden. Somit wurde unter anderem
mehr ATP aus der Zelle transportiert, wodurch &gdeadlich zum Zelltod kam (Thompsenh
al., 2006). Jian et al. konnten anhand von Astrozyitaken, die einer OGD ausgesetzt
wurden zeigen, dass es durch die Blockierung vaxPanittels Probenecid (PBN) zu einem
verringerten Zelltod kam (Jiag al., 2016). In adulten Panx1-defizienten Mausen konnte
nach Verschluss der mittleren Zerebralarterie (teidwerebral artery occlusion = MCAO)
eine Reduktion der Infarktgrof3e im Vergleich zumdlypp nachgewiesen werden (Cisneros-
Mejoradoet al., 2015). Auf der anderen Seite konnten Madry etal.Slice-Kulturen und
Orellana et al. anhand von isolierten Astroyztemdelirekte Auswirkung von Panx1 auf die
Bildung eines hypoxisch-ischamischen Zellschadestsfellen (Madrgt al., 2010; Orellana
etal., 2010).

Um die Wirkweise eines Proteins spezifizieren zunrigén, kann das Protein bzw. seine
Funktion durch den Einsatz eines Inhibitors gehewaetr verhindert werden. Dies kann z.B.
mittels pharmakologischer Inhibition durch sperifis Blocker geschehen. Eine weitere
Moglichkeit zur Uberpriifung der Wirkweise eines teins bietet das Ausschalten bzw. die
Uberexpression des Proteins im Tiermodell.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Analyse desflEsses von Panxl auf eine frih-
postnatale hypoxisch-ischdmische Gehirnlasion Pamxkgene Mause verwendet. Bei
diesen Mausen wird die Expression von Panxl duesh Idsertion einetacZ-Gens sowie

einer Phosphoglycerat Neomycin-Kassette verhin@énselmi et al., 2008). Durch den
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Vergleich dieser Tiere mit dem Wildtyp, in dem Panxeiterhin exprimiert wird, ist es somit
maoglich, den Einfluss von Panxl auf eine frih-patle hypoxisch-ischdmische

Gehirnlasion zu untersuchen.

1.3.1 Connexin 43 bei Gehirnlasionen

Neben Panxl spielen bei einem hypoxisch-ischammsaigult die Connexine eine wichtige
Rolle (Orellanaet al., 2010; Davidsoret al., 2012; Davidsoret al., 2013; Davidsoret al.,
2014). Zur Familie der Connexine zahlen 20 Conrexdie in murinem Gewebe, und 21
Connexine, die in humanem Gewebe bekannt sind (SohWillecke, 2003; 2004).
Untereinander zeigen sie ahnliche Membrantopologiginund unterschieden sich in ihrer
molekularen Masse. So besitzt z.B. Connexin 43 8»ine molekulare Masse von ca. 43
kDa. Des Weiteren ist bekannt, dass aus sechs &iork@®nomeren ein Hemikanal gebildet
wird. Dieser Hemikanal wird als Connexon bezeichiMakowski et al., 1977; Unwin &
Zampighi, 1980). Verbinden sich nun zwei Connexoweier Zellen miteinander, so entsteht
ein Gap Junction Kanal. Diskutiert wird, dass eini@pnnexine auch als Non-Junction Kanéle
agieren konnen. In diesem Fall agieren sie als Kamal und erlauben den Austausch von
lonen und Molekilen zwischen dem Zytoplasma und dEmtrazellularraum. Ein
prominentes Beispiel hierflr ist Cx43, welches awa. Ausschittung von ATP aus der Zelle
in den Extrazellularraum dient. Dies konnte durabtriDa et al. gezeigt werden (Cotrieg
al., 1998b; Cotrinaet al., 2000; Sprayet al., 2006). Bei ihren Versuchen konnten sie bei
Cx43-transfizierten Astrozyten und Gliomazellen mektrazellulares ATP detektieren als in

den nicht-transfizierten Zellen.

Cx43 ist ein Gap-Junction Protein, welches hauptgdcin Astrozyten im Gehirn vorhanden
ist (Dermietzekt al., 1991; Meier & Rosenkranz, 2014). Es wird untedleaem benotigt, um
die Homoostase der neuralen Umgebung aufrecht lrailten (Davidsoret al., 2015). Bei
Verletzungen des zentralen Nervensystems scheih @mnen wichtigen Einfluss zu haben.
So konnten Wasielewski et al. an der Ratte naclemeigdass es nach einer hypoxisch-
ischamischen Lasion zu einer vermehrten Expresgmn Connexin 43 im Gehirn kommt
(Wasielewskiet al., 2012). Des Weiteren konnte Davidson et al. dutat Blockieren von
Cx43 mit einem mimetischen Peptid (z.B. Peptid e @leuroprotektion der hypoxisch-
ischamischen Lasion im fetalen Schaf zeigen (Davidsal., 2014). Allerdings gibt es auch
Arbeiten, die gezeigt haben, dass durch das Felden Cx43 eine grofRere hypoxisch-
ischamische Lasion detektiert wurde, als bei demeh mit funktionsfahigem Cx43 (Nakase
et al., 2004).
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2 Zielsetzungen

Wirkt sich das Fehlen des Nnt-Proteins auf die Ausgigung einer frih-postnatalen
hypoxisch-ischamischen Gehirnlasion aus?

Ein Mangel an Sauerstoff und Glukose hat zur Foligess in neuralen Zellen ein primares
Versagen im Energiehaushalt entsteht, welches emidthe Kaskaden aktiviert und somit
zur Zelldysfunktion und zum Zelltod durch Nekrosért (Perlman, 2006b; Lai & Yang,
2011). Einige Stunden bis Tage spater kommt es daneinem sekundaren Versagen im
Energiehaushalt der Zelle, welches zum Zelltod urdflammation und Apoptose fuhrt
(Dirnaglet al., 1999).

Bei der Pathogenese eines hypoxisch-ischamischeultds scheinen Mitochondrien, der
Krebszyklus, NADH und die reaktive Sauerstoffspgzaine wichtige Rolle zu spielen
(Roussetet al., 2012). Vor allem durch den erhéhten Einstrom v@alcium und den
verstarkten Ausstrom von ATP steigt die ROS-Konzgmn innerhalb der Zelle an (Dirnagl
et al., 1999). Fur den Abbau der ROS ist ein Mechaniswauantwortlich, der abhangig ist
von NADPH. NADPH wiederum wird in den Mitochondriema. mit Hilfe des Nnt-Proteins
durch die Reduktion von NADRyeneriert.

Aus diesem Grund wird die Hypothese aufgestelbsdias Fehlen des Nnt-Proteins in einem
Anstieg der ROS und somit in einer starkeren Aupmg der frih-postnatalen hypoxisch-
ischamischen Gehirnlasion resultiert.

Dazu wurde zunéchst das Modell des frih-postnatajgroxisch-ischamischen Insultes in
den verwendeten Mausstdmmen etabliert. Die Auspgigler frih-postnatalen hypoxisch-
ischAmischen Gehirnldsion konnte anhand von bekanMarkern fur einen hypoxisch-
ischamischen Insult (CC3 und CD68) sowie einer &&onteilung klassifiziert werden.
Wichtige Parameter der ROS-Bildung und des ROS-Abbaurden nachfolgend analysiert,
um den Einfluss des Nnt-Proteins wéahrend eines-fiaginatalen hypoxisch-ischamischen

Insultes charakterisieren zu koénnen.
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Hat die Abwesenheit von Panxl eine Auswirkung aufid Auspragung einer frih-

postnatalenhypoxisch-ischdmischen Gehirnlasion?

ATP ist der Energielieferant der Zelle. Es wirddi@n Mitochondrien gebildet. Wahrend der
Produktion von ATP entsteht in der Atmungskette R@8Iches jedoch unter normalen
Bedingungen wieder unschédlich gemacht werden Kaalabanet al., 2005). Kommt es zu
einem frih-postnatalen hypoxisch-ischamischen tnsd spielt ATP in unterschiedlichen
Prozessen eine wichtige Rolle. Durch einen frihtnmdalen hypoxisch-ischamischen Insult
kommt es u.a. zur Apoptose. Die Aktivierung der pyose ist ein hochenergetischer Prozess,
der z.B. fUr die Aktivierung der Caspasen eine grfénge an ATP bendtigt (Northingten
al., 2001; Blomgreret al., 2007; Ceriocet al., 2013). Des Weiteren wird mittels des Panx1-
Kanals wahrend eines hypoxisch-ischamischen Irsultermehrt ATP aus der Zelle
transportiert. Aufgrund dieses ATP-Transportes kdéramzu einer verlangerten Aktivierung
des Panxl-Kanals, was wiederum zum Zelltod flihrannk(Locoveiet al., 2007). Aus
diesem Grund ging es bei der zweiten Fragesteltiger Arbeit um den Einfluss von Panx1
wahrend eines friih-postnatalen hypoxisch-ischarais¢hsultes. Dabei wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Deletion von Panx1 zu eieeminderten Auspragung eines hypoxisch-
ischamischen Insultes fuhrt.

Auch hier wurde zunéchst die Auspréagung der fridhpatalen hypoxisch-ischamischen
Gehirnlasion anhand von bekannten Markern fur emgyoxisch-ischamischen Insult (CC3
und CD68) sowie einer Score-Einteilung klassifizieNeben Panx1 ist auch Cx43 in
Astrozyten fir den Transport von ATP verantwortlid&tus diesem Grund wurde untersucht,
ob es bei Panxl-transgenen Mausen zu einer erhdDi#3 Expression sowie einer
verringerten intrazellularen ATP-Konzentration kommnhand von Parametern des ROS-
Gehaltes und des ROS-Abbaus wurde analysiert, famiePanx1l eine Rolle im ROS-
Signalweg spielt. Mittels Calcium-Imaging wurde ijréft, ob die Deletion von Panx1 zu
einer Veranderung der intrazellularen Calcium-Kanzion von Astrozyten fihrt.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Chemikalie

Firma

10x Reaction Buffer (fir PCR)

10x Thermo Pol.Buffer (fiir PCR)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

8% Sauerstoff in Stickstoff

Aceton

B27 supplement (50x), serum free

Calciumchlorid (CaG)

DAPI-Fluoromount-G Eindeckmedium

Deoxyribonuklease | (DNase 1)

New England BioLabs,Frankfurt, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Praxair, Vo6lklingen, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Life  Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Southern Biotech, Eching, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP)Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Mix 10mM
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na;HPO,*2H,0)

DNase | Stock Lésung

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM; wenig Glukose)
Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM; ohne Glukose)

Eisessig (Essigsaure)

Eosin G

Ethanol

Ethylen glykol-bis(2-aminoethylether)-
tetra-Essigsaure (EGTA)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Evans Blue

Fetales Kalberserum (FCS)

VWR

Deutschland

International GmbH, Darmstadt,

Thermo Scientific, Dreieicleuischland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Gibco®BRL, Karlsruhe, Deutschland

VWR

Deutschland

International GmbH, Darmstadt,
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Gibco®BRL, Karlsruhe, Deutschland
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GelRed

Biotium, Kalifornien, USA

GeneRuler 1kb Plus DNA LadderThermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Langenstandard

GeneRuler 50bp DNA Ladder,Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Langenstandard

Glukose

Hamatoxilin (nach Ehrlich)
Heparin-Natrium 5.000 i.E./ml

Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KiIRO,)
Ketavet (100mg/ml)

Kresylviolett

Lithium-Carbonat
Luxol-Fast-Blue (LFB)
Magnesiumchlorid (MgG)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

B. Braun Melsungen ,AGMelsungen,
Deutschland
Baxter, Unterschleil3heim, Deutschland
Grussing, Filsum, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager

Pfizer, Berlin, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
ARCOS Organics, Nidderau, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Methylenblau AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Microfil © Flow Tech Inc., Carver, MA, USA
Moloney-Mausleukamievirus Revers&lew England BioLabs,Frankfurt, Deutschland

Transkriptase (M-MULV-RT)
Narcoren

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumchlorid (NaCl, 0,9%)

Natrium-Zitrat

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat-Losung 100mM
Nichtessentielle Aminosauren (NEAA)
(100x)

Merial, Hallbergmoos, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt

B. Braun Melsungen AGMelsungen,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenas8igma-Aldrich,Taufkirchen, Deutschland

(Nnt) Primer fur PCR

Nonyl Phenoxypolyethoxylethanol (NP40) Calbioch&armstadt, Deutschland
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Alternative

Normales Ziegenserum (NGS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Oligo dT (Desoxythymidine) Primer Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Paraformaldehyd Zentrales Chemikalienlager
Penicillin-Streptomycin (100x) Gibco®BRL, Karlsruhe, Deutschland
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
RiboLock Ribonuklease (RNase) InhibitorThermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Ribonuklease (RNase) Inhibitor Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Rinderserumalbumin (BSA) PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

Rinderserumalbumin-L6sung (10% irsigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
DPBS)

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Rompun (2%) Bayer, Leverkusen, Deutschland
Roti-Histokitt Eindeckmedium Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotihistol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roti-Plast (Paraffin) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Taq (Thermus aquaticus) Polymerase  New England BioLabs,Frankfurt, Deutschland
Tissue-TeR O.C.T™ Compound Sakura Finetek Europe, Staufen, Deutschland
Tris Base Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Triton x 100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Truglue Gewebekleber Trusetal Verbandstoffwerk GmbH, SchloR3

Holte-Stukenbrock, Deutschland
Trypsin  EDTA  (Ethylendiamintetra-GE Healthcare, Minchen, Deutschland

essigsaure)

Trypsin EDTA (Ethylendiamintetra- PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
essigsaung(10x)
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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3.2 Antikérper

Antikorper Firma

Kaninchen-anti-Cleaved Caspase-3 Cell signaling, Cambridge, UK
(Aspl75)

Kaninchen-anti-Connexin 43 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Kaninchen-anti-Ki67 Chemicon International, Darmstadt,

Deutschland
Maus-anti-Glial fibrillary acidic protein ~ Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Ratte-anti-CD68 Abcam, Cambridge, UK
Ziege-anti-8-Hydroxy-deoxy-guanosine Abcam, Cambridge, UK
Alexa-Fluor® 488 Ziege-anti-Maus Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Alexa-Fluor® 564 Ziege-anti-Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Alexa-Fluor® 564 Ziege-anti-Ratte Invitrogen, Kaudke, Deutschland
Esel-anti Ziege IgG -TRITC Dianova, Hamburg, Deutschland

3.3 Kits

Name Firma

.GSH/GSSG Ratio Detection Assay” Kit Abcam, Cambridge, UK

.Live/Dead cell staining” Kit Il Promokine, Heidelberg, Deutschland

.Luminescent ATP Detection Assay” Kit Abcam, Cambridge, UK
,ROS/SO Assay” (Total ROS/Superoxid&nzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
detection kit)

3.4 Geréate und Materialien

Gerate Firma
Bench: Hera Safe KS Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
DAKO Pen DAKO, Hamburg, Deutschland

Fluoreszenz Platten Lesegeréat, Ultra384 Tecan, Mannedorf, Schweiz

Fluoreszenzmikroskop Observer Z.1 Carl Zeiss, Jena, Deutschland

FluoVac Harvard Instruments, Massachusetts, USA
Fusion Peglab, Erlangen, Deutschland
Halogenlampe (HXP 120C) Carl Zeiss, Jena, Deutschland
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Hypoxiekammer

iIMark Microplate Absorbance Reader
Inkubator: HERAcell 150i
Isofluran Verdampfer
Kamera (ORCA-D2)
Kauter

Kryostat Leica CM1950
Life Touch Thermal Cycler
Lupe: Stemi DV4 Spot
Mikroskop: PrimoVert
Nanodrop ND-1.000

COY Lab Products, Michigan, USA
BioRad, Munchen, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Harvard Instruments, Massachusetts, USA
Visitron Systems, Puchheim

EFF, Olfen, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Biozym, Hessisch-Oldendorf, Deutschland
Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Netzgerat: Power Supply PeqPower 250 Peglab, Erlangen, Deutschland

Netzgerat: Power Supply PeqPower 300 Peglab, Erlangen, Deutschland

pH-Meter Seven Easy
Semikonfokale Einheit (X-Light)
Thermocycler Life Touch
ULTRA-TURRAX

Mettler Toledo, Zwingenberg, Deutschland
Visitron Systems, Puchheim, Deutschland
Biozym, Hessisch Oldenburg, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Universal Microplate Analyzer, FusionPackard BioScience, Connecticut, USA

Alpha, Modell A153601
Warmedecke

Wasserbad

Wasserbad
Xenon-Gasentladungslampe (DG-4)
Zentrifuge Biofuge Primo R
Zentrifuge Fresco 17

Zentrifuge: himac CT15RE
Zentrifuge: Megafuge 16R

Harvard Instruments, Massachusetts, USA
Lauda, Lauda-Konigshofen, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland

Sutter Instruments, Novato, Kalifornien, USA
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Hitachi, Dusseldorf, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

3.5 Verbrauchsmaterial

Material

Firma

Cryomold
Deckglase®d 12mm

FluoVac-Filter

Polysciences, Inc., Eppelheim, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Harvard Instruments, Massachusetts, USA
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Mikrotomklinge
Objekttrager
Streckblattchen

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

3.6 Software

Software

Firma

AxioVision SE64 Rel. 4.8
FusionCapt Advance

GIMP 2
GraphPad Prism 6

ImageJ

VisiView

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Vilber Lourmat Deutschland GmbH,

Eberhardzell, Deutschland

GraphPad Software, Inc., Kalifornien, USA
National Institutes of Health (NIH), Bethesda,
Maryland, USA

Visitron Systems GmbH, Puchheim,

Deutschland

3.7 Losungen

10x Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Chemikalie Menge
NacCl 100 g
KCI 25¢g
NaoHPO, @ 2 H,O 7,12 g
KH2POy 259

in 800 ml d.d.HO lésen, pH auf 7,2 einstellen, auf 1 | auffullen

0,2% Kalberserum (BSA)
Chemikalie

Menge

Rinderserumalbumin (BSA), | 0,57 ml

35% Ldsung (34.4 g/dL)
1x PBS

100 ml
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Protease Inhibitor Cocktail

Chemikalie ‘ Menge
~,complete" Tabletten 2 Tabletten
d.d.H.O 2ml
Luxol-Fast-Blue (LFB) (0,2%)
Chemikalie Menge
LFB-Pulver 0,8¢g
Ethanol 400 ml
Eisessig 2 mi
Lithium-Carbonat-Lsg. (1%)
Chemikalie ‘ Menge
Li-Carbonat 0,19
d.d.H.O 200 ml
Kresylviolett (0,1%)
Chemikalie Menge
Kresylviolett 0,19
d.d.H.O 100 mi
Essigséaure 1 mi
10x Tris-Acetat-Elektrophoresepuffer (TAE)
Chemikalie Menge
0,5 M EDTA (pH 8,0) 10 ml
Tris Base 2429
Eisessig 5,7 ml
d.d.HO ad 500 ml
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Astrozytenmedium
Chemikalie Menge
DMEM (wenig Glukose) 500 ml
Penicillin-Streptomycin (100x) 5 ml
NEAA (Nicht-essentielle 5 ml
Aminosauren)
Fetales Kalberserum (FCS) 50 ml

Calcium-haltige Ringerlésung (pH 7,4)

Chemikalie Konzentration
NaCl 140 mM

KCI 4 mM

MgCl, 1 mM

CaCb 1 mM

HEPES 10 mM
Glukose 10 mM
ind.d.HO

Nominal Calcium-freie Ringerlésung (pH 7,4)

Chemikalie Konzentration
NaCl 140 mM

KCI 4 mM

MgCl, 1mM

HEPES 10 mM
Glukose 10 mM
ind.d.RO
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Calcium-freie Ringerlésung (pH 7,4)

Chemikalie Konzentration
NaCl 140 mM

KCI 4 mM

MgCl, 1 mM

EGTA 5 mM

HEPES 10 mM
Glukose 10 mM

in d.d.®O
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4 Methoden

4.1 Tiere

Die Versuche wurden an Mausen durchgefuhrt. Digudglund Zucht der Mause erfolgte in
der Versuchstierhaltung des Instituts fur Klinigekperimentelle Chirurgie (IKEC) der
Medizinischen Fakultat der Universitat des SaamandHaltung und Zucht der Tiere wurden

durch das Landesamt fur Verbraucherschutz deseBai@s genehmigt.

Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bediggn in einem vollklimatisierten Raum
bei einer Umgebungstemperatur von 22°C +2°C unereielativen Luftfeuchtigkeit von
50%. Durch ein Lichtprogramm wurde fur einen zwgiifindigen Tag-Nacht-Rhythmus

gesorgt. Standardfutter und Leitungswasser standvidisered libitum zur Verfiigung.

In der Arbeit wurden zwei Unterstamme von C57BL/@GuUden sowie eine transgene
Mauslinie (Panx1) verwendet.

- C57BL/6N Mause (Charles River Laboratories, Sutf€eutschland)

- C57BL/6J Méause (Charles River Laboratories, Suiizf€eutschland) besitzen eine
Deletion von Exon 7-11 desint-Gens, wodurch kein funktionelles Nnt-Protein
gebildet werden kann (Mekaégal., 2009). Somit bot der C57BL/6J Unterstamm ein
Modell zur Untersuchung der Folgen einer endogéfr@rDeletion.

- Panxl-transgene Mause wurden auf einem C57BL/6Nekjrund generiert. Die
transgenen Tiere wurden freundlicherweise von Piof. Hannah Monyer (Abt.
Klinische Neurobiologie des Universitatsklinikums&Bz/ A230 in Heidelberg) zur
Verfigung gestellt. Bei den Panxl-transgenen Mawsaren einlacZ-Gen sowie
eine Phosphoglycerat Kinase-Neomycin Kassette onBxdedPanx1-Gens insertiert
(Anselmiet al., 2008). Entsprechend bilden homozygote Panx1-geares Tiere kein
Panx1-Protein. Die Genotypisierung erfolgte mitfe3R (Bargiotast al., 2011).

Die Operation und die experimentellen Durchfihrungsurden ebenfalls durch das
Landesamt fur Verbraucherschutz des Saarlandesigegie(TVV 56/2010).

Bei der Durchfuhrung aller Versuche wurde die Anzgr Tiere auf ein fir die Auswertung
der experimentellen Daten notwendiges Minimum besudti. Alle Versuche wurden unter
Einhaltung der Vorschriften des deutschen Tiersatjegetzes in der Fassung vom 18.05.2006
durchgeflhrt.
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4.2 Das Modell der friih-postnatalen hypoxischen Ischéanai

In Anlehnung an das Tiermodell der Ratte (Levin®6Q Meier et al., 2006) und
Beschreibungen an der Maus (Sheld@bal., 1998) wurde eine einseitige Durchtrennung der
Arteria carotis communis an sieben Tage alten (Ma)sen durchgefiihrt. Dazu wurden die
Mause mit einer Isofluran-Sauerstoff-Inhalationknae anasthesiert (5% Isofluran in
Sauerstoff). Unter Schonung des Nervus vagus wdielé\rteria carotis communis sinistra
freiprapariert und mittels eines elektrischen Keatdurchtrennt. Nach der Kontrolle auf
Blutungen wurde der Hautschnitt mit Gewebeklebauglue; Trusetal Verbandstoffwerk
GmbH, Schlo3 Holte-Stukenbrock, Deutschland) vdossen. Die gesamte Operation,
inklusive Einleitung der Narkose, dauerte pro Tmeaximal zehn Minuten. Postoperativ
wurde den Jungtieren eine zweistindige Erholungsbeim Muttertier eingeraumt.
Anschlie3end erfolgte eine systemische Hypoxie inera befeuchteten hypoxischen
Gasgemisch (8% £ 92% N, Praxair, Dusseldorf) bei einem Durchfluss von'r8in. Die
systemische Hypoxie erfolgte dann in einer Gasdlustkammer (Biospherix Animal
Chamber NY, USA). Nach der Hypoxiephase wurdenMtieise bis zur Organentnahme, im
Alter von 9 Tagen (P9), wieder in die Haltungskéfay den Muttertieren gesetzt.

4.2.1 Etablierung der frih-postnatalen hypoxisch-ischamishen Gehirnldsion am

Mausmodell

In dieser Arbeit wurde zunadchst das Modell der {pdlstnatalen hypoxisch-ischamischen
Gehirnlasion in der Maus etabliert. Entscheidenaladten fir das Uberleben der Tiere sowie
die Auspragung der L&sion lagen insbesondere inPd@ametern der systemischen Hypoxie
und beinhalteten a) die Kammertemperatur wahrendHglpoxie b) den Sauerstoffgehalt und

c) die Dauer der systemischen Hypoxie.

Die Kdorpertemperatur wurde konstant bei 36°C gehaltla niedrigere Temperaturen zu einer
Neuroprotektion (Truttmann, 2012) und hohere Temjpeen zu einer exzessiven
Schadigung des neuralen Gewebes (ethal., 2006a) fuhren. Der Sauerstoffgehalt wahrend
der Hypoxie wurde — in Anlehnung an das ProtokeB ¥ersuches in der Ratte (Vannueici
al., 1988) — konstant bei 8% gehalten. In der vorinelgm Arbeit wurde eine Hypoxie-Dauer
von 15 min festgelegt.
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Kauterisation Erholung Hypoxie Morphologische
Linke Arteria Analysen
Carotis communis

!

20 min 15 min

1

>
0 2 Tage VERFAHREN
P7 P9 ALTER (Tage postnatal)

Abb. 5: Schema des Versuchsablaufs fziih-postnatalen hypoxisch-ischdmischen Gehirntiésio

4.2.2 Experimentelles Protokoll

Vor der Durchfihrung der Operation wurden die Madse C57BL/6 Unterstamme und des
Panxl-transgenen Stammes beider Geschlechter ien ¥din sieben Tagen in jeweils eine

Sham- und in eine Lasions-Gruppe randomisiert egige

1) Sham (C57BL/6N Unterstamm) (n = 11)
2) Lasion (C57BL/6N Unterstamm) (n = 45)
3) Sham (C57BL/6J Unterstamm) (n = 7)
4) Lasion (C57BL/6J Unterstamm) (n = 30)
5)  Sham (Panx{") (n = 3)

6)  Lasion (Panx®"9) (n = 13)

Bei den Tieren der Lasionsgruppen wurde eine Dteohtung der Arteria carotis communis
sinistra durchgefuhrt, wohingegen in den Sham-Geapgine Scheinoperation durchgefuhrt
wurde, bei der die Arteria carotis communis siaisthne Durchtrennung aufgesucht wurde.
Durch das Aufsuchen der Arteria carotis communissgia ohne Durchtrennung konnten
maogliche Effekte, die durch die Operation selbdsteimen konnten, ausgeschlossen werden.
Somit konnte der spezifische Effekt der Durchtramgnder Arteria carotis communis sinistra

nachgewiesen werden. In beiden Gruppen wurde eiclefolgende Hypoxie durchgefihrt.
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Gewebeentnahme

Im Alter von neun Tagen, also an P9, folgte dieufigtder Tiere durch Dekapitation. Die
Gehirne der Tiere wurden entnommen und fur Unténsagen mittels Immunfluoreszenz an
Gefrierschnitten in OCT Tissue Tek Freezing Medi(fakura Finetek Europe, Staufen,
Deutschland), in der Gasphase von Flissigsticksiofjefroren und bei -80°C gelagert. Fur
molekularbiologische Untersuchungen wurden die Hephéren voneinander getrennt, in
Flissigstickstoff eingefroren und bei -80°C gelager

Perfusion mit Microfil ®

Um zu untersuchen, ob das Nnt-Protein einen Eisflasf die Stabilitdt der zerebralen
Blutgefal3e hat, wurden sieben Tiere des C57BL/68lsaths Tiere des C57BL/6J Stammes
im Alter von 9 Tagen (P9) mit Microfil (Flow Tech Inc., Carver, MA, USA) perfundiert.
Dabei handelt es sich um ein farbiges Silikongummit,dem die Tiere perfundiert wurden,
um die Gefal3struktur untersuchen zu kénnen. Weldiigeiten nach der Injektion verhartet
die Microfil® — Lésung in den GefaRen woraufhin das Gewebe emtem und fiir die
Analyse vorbereitet werden kann.

Fur die Perfusion wurden die Tiere zunachst mitaket-Rompun (Ketavet: 1:10; Rompun:
1:20 in NaCl 0,9%; 0,1 ml/10 g Kdrpergewicht (K@nasthesiert. Erst, wenn die Tiere in
tiefer Narkose lagen, wurde der Brustkorb ertffriety linke Ventrikel mit einer Kanule

punktiert und mit einer NaCl (0,9%)-Heparin-Losuigl00) gespiilt, bis die Leber sich hell
verfarbte. Danach folgte die Infusion mit Micr6filPro Maus wurden zunéchst 1.000 pl
Farbe, 1.000 pl Diluent und 200 pl Kleber gemisdddch 20 min wurden die Gehirne
entnommen und in Ethanol fixiert (24h 50%, 24h 8@4h 90%, 24h 100%). Zur Analyse
wurden Bilder der Gehirnbasis aufgenommen und dasdh-ahnlichen Formationen pro
Quadrant gezahlt.

Perfusion mit Evans Blue

Zur Analyse der Barrierefunktion der zerebralen&Bef wurden Mause des C57BL/6N und
des C57BL/6J Stammes mit Evans Blue perfundierzuDaurden die Mause zunéchst mit
Ketavet-Rompun (Ketavet: 1:10; Rompun: 1:20 in Na@pPso, 0,1 ml/10 g KG) anésthesiert.
Nachdem die Tiere in tiefer Narkose lagen, wurdeBtestkorb erdffnet, und es wurden 20
pl Evans Blue (2% in 0,9% NaCl) in den linken Vél injiziert. FUnf Minuten spéater

wurden die Tiere dekapiert und die Gehirne fur digiteren Analysen entnommen. Die
Gehirne wurden in OCT Tissue Tek Freezing Mediurak(ffa Finetek Europe, Staufen,

Deutschland), in der Gasphase von Flussigsticksiafjefroren und bei -80°C gelagert. Von
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diesen Gehirnen wurden Gefrierschnitte angefertigt,welchen das injizierte Evans Blue

mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert werdennke.
4.3 Histochemische Methoden

4.3.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Von den in OCT Tissue Tek Freezing Medium (Sakunaeték Europe) eingebetteten
Gehirnen wurden Gefrierschnitte am Kryostaten Le@®1950 (Leica Microsystems,

Wetzlar, Deutschland) bei -20°C mit einer Dicke vidh um angefertigt. Bei 26 Tieren des
C57BL/6N Unterstammes, 19 Tieren des C57BL/6J Wrermes und 12 Tieren der Panx1-
transgenen Tiere wurden die Schnitte der Regiogesmaimmen, die im adulten Tier der
Bregmaregion von -1.22 mm bis -2.30 mm entsprii. Orientierung diente hierbei der

Gehirnatlas ,The Mouse Brain“ von Keith B.J. Frankund George Paxinos von 2008
(Franklin & Paxinos, 2008). Die angefertigten Sdtteniwurden auf Superfrost Plus
Objekttrager aufgenommen und fir 30 min auf einérméplatte bei 45°C und danach Uber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet, wonach eingefumg bei -80°C erfolgte. Fur

histologische Farbungen sowie Farbungen mittels unflaoreszenz, wurden die Schnitte
sowohl nach der Trocknung bei Raumtemperatur ath aus der Lagerung bei -80°C

verwendet.

4.3.2 Histologie
Hamatoxilin-Eosin (HE)

Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung nach Ehrlich wurder zallgemeinen histologischen
Darstellung des Gewebes durchgefuhrt. Bei diesdyur@ werden die Zellkerne mittels des
Farbstoffes Hamatoxilin blau angefarbt, wohingeg#as Zytoplasma durch Eosin rot
dargestellt wurde. Zur Durchfihrung der HE-Farbumgch Ehrlich wurden die
Gefrierschnitte zunachst fir 5 min in -20°C kaltdfthanol (100%) fixiert. Nach der
Fixierung folgte ein zweiminutiger Waschschritt nditd.HO, welchem eine Inkubation in
Hamatoxilin (nach Ehrlich) fir 5 min angeschlossande. Um lberschissiges Hamatoxilin
abzuspulen, folgte ein kurzer Waschschritt in d.@HzZur Bildung des Farbumschlages des
Hamatoxilins wurden die Schnitte fur zehn Minutenten flieBendem Leitungswasser
geblaut. Bevor und nachdem das Zytoplasma mittelsnEfiir zehn sec angefarbt wurde,
folgte jeweils ein kurzer Waschschritt mit d.dd4 Um den Schnitten vor dem Eindecken mit
dem wasserfreien Roti Histokit Eindeckmedium (CRdth, Karlsruhe, Deutschland) das
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Wasser zu entziehen, wurden sie fur 3 min in 80#afl, 6 min in 90% Ethanol, 2x 3 min
in 100% Ethanol und fur 3x 3 min in Rotihistol (CRoth) inkubiert.

Luxol-Fast-Blue (LFB)

Zur Darstellung von Myelin wurde die Luxol-Fast-Bl&arbung angewandt. Aufgrund dieser

Farbung erscheint das Myelin tirkis und die Neuriongolett.

Zu Beginn der LFB-Farbung wurden die Gefriersclenitir finf Minuten in 100% Ethanol
bei -20°C fixiert. Danach wurden die Schnitie 16 Stunden in einer 0,2% LFB-LOsung
bei 56°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 8ehnitte zunachst auf Raumtemperatur
abgekuhlt, wonach sie fiir zwei Minuten in 96% Etilaimd anschlielRend fir zwei Minuten
in 70% Ethanol inkubiert wurden. Einem Waschscliittzwei Minuten in d.d.kD, folgte
die Differenzierung der Schnitte in einer 0,05%iudtcarbonat-Lésung fur 45 sec. Zum
Abschluss wurden die Schnitte kurz in 70% Etharespgilt, woraufhin die Zellkerne mit
Kresylviolett (0,1%) fur 15 min angefarbt wurdenmUdie Uberschiissige Féarbelésung
abzuspulen, wurden die Schnitte fir 1 min in d@Hyewaschen. Der Dehydrierung der
Schnitte (1 min in 96% Ethanol, 1 min in 96% Ethandessigsaure, 1 min 96% Ethanol, 1
min 100% Ethanol und 3x 2 min Rotihistol (Carl RjtHolgte das Eindecken mit

wasserfreien Roti Histokit Eindeckmedium (Carl Roth

4.3.3 Score Einteilung

An HE- bzw. LFB-gefarbten Schnitten der Gehirnebsre Tage alter M&use waren im
Bereich der Bregmaregion von -1.22 mm bis -2.30 demHippocampus und Gyrus dentatus,
das Corpus callosum und der angrenzende Kortexkanmen. In hypoxisch-ischamischen
Gehirnen waren im Bereich dieser Strukturen Lasidnaden linken Hemispharen erkennbar
(Abb. 6). Da die Auspragung der Lasion nach hypmhes Ischamie starke Unterschiede
aufwies, wurden die Tiere zur weiteren Analyse agenannte Score-Gruppen eingeteilt, in
denen jeweils Tiere mit vergleichbar stark ausgedn Schéaden eingruppiert wurden. Die
Einteilung basierte auf den Ergebnissen der LFBxdgy, die Kriterien der Einteilung

wurden in Tab. 1 dargestellt.
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Tab. 1: Kriterien zur Einteilung der Tiere in urgehiedliche Scores:

Score Merkmal

0 - Keine Veranderung zur Kontrolle zu erkennen

I - Deutliches Fehlen von Myelin im Hippocampusbereich
- Hippocampus: kleine Areale, die keine neuralenetethehr
enthalten

I - Deutliches Fehlen von Myelin in der gesamten Helrisp
- Hippocampus: stark ausgepragte Areale in deneraleetiellen
fehlen (Hippocampusformation kaum erkennbar)

Score 0 Score | Score ll

Abb. 6: Score-Einteilung beziglich Schaden im Hippocampusbeich. LFB-Farbung des Hippocampus-
Bereichs der hypoxisch-ischamischen Tiere (rechateS intakte Hemisphéare; linke Seite: lasionierte

Hemisphare). * Demyelinisierung, fehlende Neurone in der Hippocampusformation.

4.3.4 Flachenmessung

Anhand der angefertigten LFB-Farbung wurde nebenSaere-Einteilung auch die Flache
der linken und der rechten Hemisphéren ermittelt. dtfese Auswertung wurde zunéchst eine
Ubersichtsaufnahme der Hemispharen aufgenommendewnit Programm Image J (National
Institutes of Health (NIH)Bethesda, Maryland, USA) wurden mittels des ,Freehd ools
beide Hemispharen einzeln umrandet und die umfahréféichen gemessen.
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4.3.5 Relative Lasionsgrolie

Zur Ermittlung der relativen Lasionsgrof3e wurdee Wwei der Flachenmessung beschrieben,
zunachst die Flache der linken Hemisphare gemedsennachsten Schritt wurde die
geschadigte Flache innerhalb der linken Hemisphéneessen. Als geschadigte Flache wurde
hierbei der Bereich definiert, welcher in der LFBHBung keine Myelinfarbung zeigt. Zur
Ermittlung der relativen Grof3e der L&sionsareale Prozent wurde folgende Formel

angewandt:

100%
Flache (linke Hemisphare)

relative Schadensgrofie (%) = * Flache (Schaden)

4.4 Immunhistologie

4.4.1 Gefrierschnitte

Die angefertigten Schnitte wurden fir die indirektemunfluoreszenz zunéchst fir zehn
Minuten in 100% Aceton bei -20°C fixiert. Danacligfe ein dreimaliger Waschschritt mit 1x
PBS fur jeweils zehn Minuten. Um eine unspezifis&iedung des Primarantikérpers zu
verhindern, wurden die Schnitte fur eine Stund&d® Normal Goat Serum (NGS) mit 0.1%
Triton in 1x PBS inkubiert. Im Anschluss folgte dr&kubation mit Primarantikérpern (Tab.
2), die in der Blockierungslésung verdinnt wurdén 16 Stunden und bei 4°C.

Nach 16 Stunden folgte, nach dreimaligem WaschenSdéanitte in 1x PBS flir je zehn
Minuten, ein 30-mindtiger Blockierungsschritt mi2® Rinderalbumin (BSA) in 1x PBS um
ein unspezifisches Binden des SekundarantikorperBrateine zu verhindern. Im néchsten
Schritt wurden die Schnitte fir 60 min im Dunkelndubei Raumtemperatur mit dem
jeweiligen Sekundarantikérper, welcher in der 0.B&A-Blockierungslosung verdiinnt
wurde (Tab. 2), inkubiert. AbschlieBend wurden 8ahnitte zwei Mal fur zehn Minuten in
1x PBS gewaschen und mit DAPI-Fluoromount-G (Sauthgiotech,Eching, Deutschland)
Eindeckmedium eingedeckt, wodurch eine Kernfarbmittels des Farbstoffs DAPI stattfand
und die Schnitte versiegelt wurden. Nachdem dienfehgetrocknet waren, wurde mit Hilfe
des Fluoreszenzmikroskopes Observer Z.1 (Carl Zéessa, Deutschland), ausgestattet mit
einer Digitalkamera AxioCam MRm (Carl Zeiss), undt sem Programm AxioVision 4.8
(Carl Zeiss) Fotografien der Gewebeschnitte anggferDas Fluoreszenzmikroskop war
dabei mit einer Halogenlampe (HXP 120C, Carl Zems)ie den Filtersets 43HE fur rot,
38HE fur griin und 49 fur blau (Carls Zeiss) ausgjéstt Bei den verwendeten Objektiven
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handelte es sich um das EC Plan-Neofluar 10x (Zaiss), Plan-Apochromat 20x (Carl
Zeiss) und das Plan-APO 40x/1,3 Oil (Carl Zeiss).

Tab. 2: Antikérper, die fur die Immunfluoreszenzwendet wurden:

Primarantikorper Hersteller Quelle Verdinnung
Cleaved Caspase-3 | Cell polyklonal 1:100
(CC3) Signaling Kaninchen-
anti-Human
CD68 Abcam monoklonal 1:1.000
Ratte-anti-
Maus
8-Hydroxyguanosine | Abcam polyklonal 1:300
(8-OHdG) Ziege
Ki67 Chemicon polyklonal 1:300
International Kaninchen-
anti-Human
Connexin 43 (Cx43) Invitrogen polyklonal 1:800
Kaninchen-
anti-Ratte
Sekundarantikorper | Hersteller Quelle Verdinnung
Alexa-Fluor® 564 Invitrogen  Ziege-anti-  1:3.000
Kaninchen
Alexa-Fluor® 564 Invitrogen  Ziege-anti- 1:3.000
Ratte
lgG-TRITC Dianova Esel-anti- 1:30
Ziege

4.4.2 Quantitative Bildanalyse der Immunfluoreszenz

Das Areal der geschadigten Gehirnstrukturen wurdée Hife der ImageJ Software

quantifiziert. Dazu wurden mittels Fluoreszenzmdkapie (Observer Z.1; Carl Zeiss) die
CAZ2- und CA3-Region des Hippocampus der ipsi- uodttalateralen Hemisphéare der Tiere
fotografiert. Fur die Auswertung wurden diese z\WBereiche gewaéhlt, da sie die gréfite

Schadigung zeigten.

35



Methoden

Die Auswertung der immunhistologischen Farbung@id68 und Cx43 erfolgte mittels einer

Flachenmessung lber das Programm ImageJ (NIH). Razde das farbige Bild mittels

ImageJ zunéachst in ein 8bit-Bild umgewandelt. Imhséen Schritt wurde an einem Bild mit
definiertem Signal ein fester Schwellenwert festgelder dann bei allen Bildern angewandt
wurde. Durch diesen Schwellenwert wurden alle Fapenz-markierten Stellen schwarz
dargestellt, wohingegen sich die nicht-markiertézll&n des Bildes weil3 darstellten (Abb. 7).
Um eine Quantifizierung der Bilddaten zu erhaltesrfolgte eine Berechnung des

prozentualen Anteils der markierten Areale (schyverBezug auf die gesamte Bildflache.

Die Analyse der Cleaved Caspase-3 (CC3) sowie Himbmunfarbung erfolgte durch das
Auszahlen der CC3-immunpositiven Zellen pro Fosale$ Bild besald eine Gesamtflache von
147.050 prh

A

C . ’L = W
Abb. 7: Originalbild und bearbeitetes Bild mittels ImageJ fir die Auswertung. A) Am Mikroskop erstelltes
Bild der CD68-Immunfarbung (Immunfluoreszenz in)réh B) wurde das Bild in ImageJ zunachst in diit-8

Bild umgewandelt und dann ein Schwellenwert fesgel
4.5 Zellkultur

4.5.1 Praparation und Kultivierung primarer Astrozytenkul turen

Primare Astrozytenkulturen wurden von neugeboredéasen im Alter von 4 Tagen (P4)
angelegt. Verwendet wurden C57BL/6 Méause des N- ixighterstammes sowie Panxl1-

transgene Mausen.

Fur die Praparation der primaren Astrozyten wurdke Mause dekapitiert und die
entnommenen Gehirne in eiskaltes PBS Uberfuhrthdac Entfernung der Hirnhdaute wurden
die Gehirne in eine Trypsin/PBS-Losung (10 ml PB&56 ul Trypsin (10x)) uberfuhrt und
fur 30 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nacheer Zentrifugationsschritt (Biofuge

Primo R; Thermo Scientific, Dreieich, Deutschlandn 500 x g fur 7 min wurde der
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Uberstand vorsichtig abgenommen und 1 ml DNase5! ffly/ml in 1x PBS) (Malgranget
al., 1998) hinzugegeben, welche durch ResuspensiofPelésts verteilt wurde. Nach einer
Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur folgte eweimaliger Waschschritt, bei dem
zunachst jeweils mit Astrozytenmedium auf 20 migadllt wurde und eine Zentrifugation
von 300 x g fur 5 min folgte. Nach jedem Zentriftigasschritt erfolgte die Entnahme des
Uberstandes unter Schonung des Zellpellets. Intelet3chritt wurde das Pellet mit je 1 ml
Astrozytenmedium pro Gehirn resuspendiert und dizssebe-L6sung durch ein Nylon-Netz
(70 um PorengrofRe) gefiltert. Die gefilterte Zedisgansion wurde mit einer Pipette in eine
Zellkulturflasche tUberfuhrt, mit Astrozytenmediumfgefillt und bei 37°C und 5% GOm
Brutschrank inkubiert.

Nach 24 Stunden hatten sich die Astrozyten am Ba@erZellkulturflasche abgesetzt. Somit
konnte das alte Medium komplett entfernt und naekimaligem Spiilen der Kulturflasche
mit Medium sowie starkem Abklopfen der MikrogliaedKulturflasche wieder mit frischem
Astrozytenmedium gefullt werden. Danach folgte Wiachstum der Zellen im Inkubator bei
37°C und 5% Coflr zwei Wochen. Innerhalb dieses Zeitraumes wudie Zellen drei bis
vier Mal passagiert. Dazu wurde die Kulturflaschegils vor dem Entfernen des Mediums
gut geklopft, um restliche Mikroglia zu entferné&ach der Entfernung des Mediums wurden
die Astrozyten mittels 1,5 ml 1x Trypsin/EDTA (GEeélthcare) in 1x PBS von der
Zellkulturflasche geldst und in neue Zellkulturithen aufgeteilt. Durch dieses Vorgehen
konnte eine Reinheit der Astrozytenkultur von 95%gieht werden. Die Reinheit der Kultur
wurde dabei durch eine immunzytochemische Farbunigelsn saurem Gliafaserprotein
(GFAP; Astrozyten) und CD68 (Mikroglia) Uberprift.

4.5.2 Oxygen-Glucose-Deprivation

Nach zwei Wochen wurde das Medium entfernt undAdigFozyten wurden mit 1,5 ml 1x
Trypsin/EDTA (GE Healthcare) in 1x PBS von der Kelturflasche gel6st. Die Wirkung von
Trypsin konnte durch Zugabe von Astrozytenmediure|ches fetales Kéalberserum (FCS)
enthalt, gestoppt werden. Danach wurden die Zgeg@hlt und je 30.000 Zellen auf frisch
beschichteten Poly-L-Lysin (PLL; Sigma, MinchenuBehland) Deckglasern ausgesat. Fur
die Beschichtung der Deckglaser wurde das PLL in1@.d.HO verdiunnt. Die Deckglaser
wurden zunéchst mit 100% Ethanol gewaschen. Nachaine des Ethanols wurde die
verdinnte PLL-L6ésung auf die Deckglaser gegeberes®iwurden dann fir 5 min unter

leichtem Schwenken und bei RT inkubiert. Nach aéubation wurde das PLL entfernt und
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die Deckglaser konnten mit d.¢® gewaschen werden, um (berschissiges PLL zu

entfernen. Danach wurden die Deckglaser zum Trockuoé Filterpapier transferiert.

48 Stunden spaéter erfolgte die Durchfliihrung der @@Bsuchsreihe. Die Oxygen-Glucose-
Deprivation (OGD; Sauerstoff-Glukose-Entzug) stelih in vitro Modell der hypoxischen
Ischamie dar. Bei diesem Modell wurde den Zellendiinen bestimmten Zeitraum sowohl

Glukose als auch Sauerstoff entzogen.

Tab. 3:Gruppeneinteilung und Bedingungen der OGD

Gruppe Medium wéhrend Hypoxie Dauer
Hypoxie
K+ DMEM mit Glukose (1.000 mg/ml 0
K- DMEM ohne Glukose 0
2h DMEM ohne Glukose 2h
4h DMEM ohne Glukose 4h
6h DMEM ohne Glukose 6h
8h DMEM ohne Glukose 8h
UN DMEM ohne Glukose 16h

Die Auswahl der Zeitpunkte fur die OGD erfolgte &4sis der bisherigen Literatur. Huang
et. al (Huanget al., 2013) zeigten dabei, dass es bei den Astrozyesitb nach 2h OGD zu
ersten Zellschaden kommt. In anderen Arbeiten wdedgegen beschrieben, dass Zellschaden
bei einer OGD-Dauer von 4-8h auftreten (Cleeml., 2012; Wanggt al., 2012; Neuhaust

al., 2014). Des Weiteren wurde eine OGD uiber Nacht)(giwahlt, da spatestens nach einer
OGD uber Nacht Zellschaden auftreten sollten.

OGD-Versuchsreihe

Bei allen Gruppen wurde zu Beginn der OGD Versushsrdas Medium komplett entfernt.
Danach folgte bei ,K+* ein zweimaliges Spilen mistfozytenmedium, wonach 500 pl
frisches Astrozytenmedium dazu gegeben wurden. ,B¢i ,2h“ ,4h" ,6h“ ,8h" und

-UN" hingegen wurde je zweimal mit DMEM ohne Glulkogespult und 500 pl frisches
DMEM ohne Glukose dazu gegeben.
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Danach wurden die Gruppen ,K+* und ,K-“ Uber Nadmi 37°C; 5% CQ 20% Q
inkubiert. Die Inkubation der restlichen Gruppefokgte fur die jeweils in Tab. 3 angegebene
Dauer in einer Hypoxiekammer (COY Lab Products,iMjan, USA) bei 37°C; 5% CQund
1% O. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurdas Medium verworfen, 500 pl
frisches Astrozytenmedium auf die Zellen gegebed die Zellen wurden fur 2h unter
.Normoxie“-Bedingungen (37°C; 5% GD20% Q) inkubiert. AnschlieRend wurden die

Zellen weiter analysiert.

4.5.2.1 Life/Dead-Assay

Zur Bestimmung der Uberlebensrate nach OGD wurnde_iée/Dead Assay angewandt. Fir
die Durchfihrung des Assays wurde das Live/Dead Selining Kit Il von PromoKine
(Heidelberg, Deutschland) verwendet und nach Angaties Herstellers gearbeitet. Dazu
wurde die Farbelésung zu Beginn des Assays imnsahflangesetzt. Die Losung setzte sich
zusammen aus 2 UM Calcein-AM (gruin), welches dieneen Zellen markiert, und 4 uM
Ethidium-Homodimer 1ll (rot) zur Markierung der &t Zellen, in 1x PBS. Bei der
Durchfihrung des Assays wurde zunachst das MedamZellen enthommen, woraufhin ein
Waschschritt mit 1x PBS erfolgte. Nun wurde die édsk6sung auf die Zellen gegeben und
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach detubation erfolgte die Entnahme der
Deckglaser aus der Losung, welche zum Mikroskopiengf Objekttréager gelegt und direkt

mit Klarlack versiegelt wurden.

Je Deckglas wurden sechs Bilder am Fluoreszenzskkm (Observer Z.1; Carl Zeiss)
aufgenommen, welche danach mit Hilfe von Image fiwaoe (NIH) ausgewertet wurden.
Zunéchst wurden die Calcein-AM positiven Zellenigrgezahlt, welche die lebenden Zellen
darstellten; dann die Ethidium-Homodimer Il -pognh Zellen (rot) zur Quantifizierung der
toten Zellen. Als Ergebnis wurde dann der prozdatAateil der lebenden Zellen angegeben.

Anzahl lebender Zellen

Lebende Zellen (%) = cosamizellpahl x 100

4.5.2.2 ROS/SO Assay (Total ROS/Superoxide detection kit)

Der ROS/SO Assay (Enzo Life Sciences, Loérrach, 8suand) wurde angewandt, um die
Menge der in den Zellen enthaltenen Reaktiven Stoféspezies (ROS) bzw. des
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Superoxides (SO) zu detektieren. Fir die Untersugbin des ROS/SO Assays wurden die
OGD-Zeitpunkte von 2h und UN weggelassen. Aufgraes durchgefiihrten Life/Dead-
Assays waren erste Veranderungen des ROS-Signaveegieab 4h OGD zu erwarten (siehe
Ergebnisse). Bei der OGD UN hingegen war aufgrued stark erhdhten Zelltods keine
Regulierung in den Zellen mehr zu erwarten. DieKinenthaltenen Losungen wurden laut
Protokoll angesetzt. Vor jeder Benutzung wurdeRI&S/SO-LOsung frisch angesetzt. Diese
setzte sich aus 1 uM ROS-Reagenz und 1 puM SupeReadenz in Astrozytenmedium
zusammen. Bei der Negativkontrolle wurde zunachshri,5 h Normoxie 5 mM N-acetyl-L-
cysteine (NAC) auf die Zellen gegeben, welchesAalsoxidans wirkt und somit die Bildung
von ROS verringert. Nach insgesamt 2 h Normoxielgté ein Entfernen des Mediums und
eine Zugabe der ROS/SO-L6sung, welche fir 30 mirBH¥C und 5% C@inkubiert wurde.
Danach wurde die ROS/SO-L6sung entfernt. Die Dexseagl wurden vor dem Ubertragen auf
die Objekttrager einmal mit dem mitgelieferten Whgsdfer gespilt. Vor dem
Mikroskopieren erfolgte zunachst eine VersiegeldegDeckglaser mit Klarlack.

Je Deckglas wurden 6 Bilder am Fluoreszenzmikrosk@bserver Z.1; Carl Zeiss)
aufgenommen, welche danach mit Hilfe von Imagedw&oé (NIH) ausgewertet wurden.
Nun wurde das jeweilige farbige Bild (roter FilteiSO; griner Filter = ROS) in ein 8bit-Bild
umgewandelt. Im n&chsten Schritt erfolgte die Egsthg eines festen Schwellenwertes
anhand der Negativkontrolle, welcher dann GberBilider gelegt wurde (siehe 4.4.2). Durch
diesen Schwellenwert, wurden alle Fluoreszenz-reetdn Stellen in schwarz dargestellt,
wohingegen die nicht-markierten Stellen des Bildgsh weil3 darstellten. Um eine
Quantifizierung zu erhalten, erfolgte eine Berecighudes prozentualen Anteils der

markierten Areale (schwarz) in Bezug auf die gesadgildflache.

4.5.2.3 GSH/GSSG-Assay

Ein wichtiger Bestandteil beim Abbau der ROS spi@iitathion. Es existiert dabei in einer
reduzierten (GSH) und in einer oxidierten Form (G3Beim Abbau von ROS bildet sich
zwischen zwei GSH-Molekulen eine Disulfidbricke, duech GSSG entsteht. Bei
zunehmendem oxidativen Stress akkumuliert GSSG wbdich das GSH/GSSG-Verhaltnis
verringert. Um das Verhdltnis von GSH zu GSSG in delle zu ermitteln, wurde das
GSH/GSSG Ratio Detection Assay Kit von Abcam (Cadgw, UK) verwendet. Alle
Lésungen wurden nach Angaben des Herstellers v@tbeund auch die Messungen wurden
diesen Angaben durchgefihrt.
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Fur diese Messung wurden die Astrozyten aus C57MBLMA8nterstamm, C57BL/6J
Unterstamm und Panxl-transgenen Tieren in 96-waltdn (25.000 Zellen/well) ausgesat
und Uber Nacht inkubiert (37°C, 5% Q0% Q). Danach folgte die OGD fur die Kontrolle
K+ und den Zeitpunkt OGD 6h (Tab. 3) mit anschlefe Messung. Der GSH/GSSG-Assay
wurde fur diesen Zeitpunkt durchgefiihrt, da die hengehenden Assays bei 6h OGD
ersichtliche Veranderungen auf zellularer Basigtesi. Fur die Messung wurde zunachst eine
Verdinnungsreihe des GSH Standards und des GS&@agia hergestellt:

Tab. 4:Verdinnungsreihe der GSH- und des GSSG-Standauthbos

200l 10puM GSH Standard Lésung 200ul 10uM GSSG Stdard Loésung

10 uM S uM
5 uM 2,5 UM
2,5 UM 1,25 uM
1,25 uM 0,625 uM
0,625 uM 0,3125 pM
0,3125 pM 0,1563 pM
0,1563 pM 0,0781 pM
OuM OuM

Die Verdunnungsreihe der Standardldsungen fur iedes Glutathion (GSH) und oxidiertes Glutathion

(GSSG) wurde in Mikromolar (uM) angegeben.

Die Zellen wurden mit 100 pl 0,5% NP40 (in 1x PBS&l 6.0; Calbiochem) fir 15 min bei
RT lysiert. Danach wurden je 50 ul des Zelllysates Messung von GSH und je 50 ul des
Zelllysates zur Messung von GSSG verwendet. Zurshigg von GSH wurden 50 pl des
GSH Assay-Ansatzes zur Standardreihe von GSH urdeawProben fur GSH dazu gegeben.
Der GSH Assay-Ansatz setzte sich zusammen aus ¥&saly Puffer und 100 pl 100x Thiol
Grine Stock Losung (beides im Kit enthalten). UmSGSzu messen, wurde zunachst ein
GSSG Assay-Ansatz gemischt. Dazu wurden 5 ml debl @Ssay-Ansatzes zur GSSG
Messsonde gegeben (im Kit enthalten). Danach wubs@epl des GSSG Assay Ansatzes zur
Standardreihe von GSSG und zu den Proben fur G&g@bgn, wonach die Zellen fir 30
min bei RT, ohne Einfall von Licht inkubiert wurdelDie Messung erfolgte am Fluoreszenz
Plattenlesegerat, Ultra384 (Tecd@nnedorf, Schweiz) mit einem Filter der Anregungsd
Emissionswerte EX/Em = 490nm/520nm.
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4.5.2.4 ATP-Assay

ATP ist ein wichtiger Faktor bei der Generierung B®S. Uberschiissige Elektronen, die bei
der Produktion von ATP entstehen kdnnen, fihrenallem zur Bildung von ROS (Turrens,

2003; Murphy, 2009). Zur Messung des ATP-Gehalts Zkllen wurde das Luminescent
ATP Detection Assay Kit von Abcam verwendet. Diesuigen wurden nach Angaben des

Herstellers vorbereitet und die Messung wurde mdesen Angaben durchgefihrt.

Fur die Messung von ATP in den Zellen wurden digrégten aus dem C57BL/6N
Unterstamm, dem C57BL/6J Unterstamm und aus Paaxsdgenen Tieren in 96-well Platten
(25.000 Zellen/well) ausgesat und tUber Nacht indk(37°C, 5% CQ@ 20% Q). Danach
folgte die OGD fur die Zeitpunkte K+, K-, 4h, 6hdi8h mit anschlieliender Messung von
ATP. Dazu wurden je well 100 pl Medium und 50 ph3ie hinzugeftigt. Um die Zellen zu
lysieren und das ATP zu stabilisieren wurden dikedAenun 5 min bei 700 rpm geschuttelt.
Nach diesem Schritt erfolgte eine Zugabe von 50Substratldsung (im Kit enthalten),
wonach die Zellen wieder fir 5 min bei 700 rpm dglt wurden. Nun wurden die Zellen
fur zehn Minuten unter Vermeidung von Lichteinstuay bei RT inkubiert. Danach fand die
Detektion mittels des Detektionsgerates Universaktrdplate Analyzer, Fusion-Alpha
(Packard BioScience, Connecticut, USA) statt.

4.6 Immunzytochemie

Die Zellen auf den Deckglasern wurden fir die ieklie Immunfluoreszenz zunachst fir 20
min in 100% Ethanol bei -20°C fixiert. Danach fagein dreimaliger Waschschritt mit 1x
PBS. Um ein unspezifisches Binden des Primarargédran Proteine zu verhindern, wurden
die Zellen fur eine Stunde mit 10% normalem Ziegem® (NGS) und 0.1% Triton in 1x
PBS blockiert. Im nachsten Schritt erfolgte ein&ulmation der Deckglaser mit dem
jeweiligen Primarantikdrper (verdinnt in 10% NG&) 2h bei Raumtemperatur (Tab. 5).

Nach dreimaligem Waschen der Zellen in 1x PBS &#&gh 30-minutiger Blockierungsschritt
mit 0,2% bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS, um einspezifisches Binden des
Sekundarantikérpers an Proteine zu verhindern.daohsten Schritt wurden die Zellen fur 60
min im Dunkeln und bei Raumtemperatur mit dem jéigen Sekundarantikdrper inkubiert,
welcher in der 0,2% BSA in PBS-Blockierungslosuegdiinnt wurde (Tab. 5). Abschliel3end
wurden die Zellen dreimal in 1x PBS gewaschen umdDAPI-Fluoromount-G (Southern
Biotech) Eindeckmedium eingedeckt. Ein Tropfen DARIoromount-G wurde dazu auf
einen Objekttrager gegeben und das Deckglas miSdée, auf der die Zellen gewachsen
waren, auf diesen Tropfen gelegt.
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Nachdem die Deckglaser getrocknet waren, wurderzgigichst mit Klarlack versiegelt.
Daraufhin wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskdpbserver Z.1 (Carl Zeiss) und mit
dem Programm AxioVision 4.8 (Carl Zeiss) Bilder dallen angefertigt (Ausstattung siehe
4.4.1)

Tab. 5: Antikorper, die fur die Immunzytochemie bt wurden

Primarantikorper Hersteller Quelle Verdlnnung
GFAP Millipore Monoklonal 1:100
Maus-anti-
Schwein
CD68 Abcam Monoklonal  1:1.000
Ratte-anti-
Maus
Cx43 Invitrogen  Polyklonal 1:800
Kaninchen-
anti-Ratte
Sekundarantikorper | Hersteller Quelle Verdinnung
Alexa-Fluor® 488 Invitrogen  Ziege-anti- 1:3.000
Maus
Alexa-Fluor® 564 Invitrogen  Ziege-anti- 1:3.000
Ratte
Alexa-Fluor® 564 Invitrogen  Ziege-anti- 1:3.000
Kaninchen

4.6.1 Calcium-Imaging

Die astrozytare CaKonzentration wurde in Astrozytenkulturen des CHB/BBI-
Unterstammes und der Panxl-transgenen Tiere mifi#simaging detektiert. Durch das
Ca*-Imaging-Verfahren war es moglich, €&luktuationen und C&Konzentrationen
bildlich darzustellen. Mit Hilfe dieses Systems ktem a) die Cd-Konzentration des
Endoplasmatischen Retikulums (ER), b) die Gesanzéoination an Ca in der Zelle und c)
der Einfluss von extrazellularem ATP auf die?Gonzentration bestimmt werden sowie d)
die Verteilung der Ca-Konzentration zwischen ER oder andererf*Gpeichern, wie z.B.

Mitochondrien.
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a) Zur Bestimmung des €aGehalts im ER wurde 1 pM Thapsigargin (TG) auf Aalen
gegeben. TG blockiert die Sarcoplasmische/endopdatiem Retikulum Calcium ATPase
(SERCA)-Pumpen des ERs. Dadurch kann keifi" @zehr in das ER transportiert werden,
wodurch sich die G&Konzentration im Zytoplasma erhoht. Um diesen Gmagn wieder zu
beseitigen, werden nach kurzer Zeit anderé’®ampen, wie die Plasmamembran®Ca
ATPase (PMCA) und die Natrium-Calcium-Austauschidia’(C&#* exchanger = NCX)
aktiviert, die das C& aus dem Zytoplasma transportieren. b) Um die Gesange des Ga

in der Zelle zu bestimmen, wurde den Zellen 10 jadomycin hinzugegeben. lonomycin
ermoglicht durch seine Einlagerung in biologischeenMbranen den transmembranaren
Transport von Cd-lonen (Abramov & Duchen, 2003). ¢) Damit der His# von
extrazellularem ATP auf die intrazellulare “G&onzentration bestimmt werden konnte,
wurde den Zellen zunachst 100 uM ATP zugefigt, whreane Gabe von 1 uM TG folgte. d)
Um zu bestimmen ob die €aKonzentration im ER oder in den restlichen’E8peicher
groRer ist, wurde zunachst 1 pM TG auf die Zellegyapen. Nach Absinken der ‘Ga
Konzentration auf den Basalwert wurde den Zellep#Dlonomycin appliziert.

Zur Durchfiihrung der G&Imaging-Experimente wurden je 60.000 Astrozyte# Thgein
vitro, Passage 3-4) (siehe Kapitel 4.5.1) des jeweilig@ammes auf Poly-L-Lysin (Sigma,
Deutschland) -beschichtete Deckglaser ausges&tutdtien spater erfolgte die Durchfihrung
der C&"-Imaging-Experimente. Dazu wurde das Medium kompetfernt und die Zellen
zweimal mit C&™-haltiger Ringerlésung gewaschen. Danach wurderZdlen fir 20 min
mit Fura-2 Acetomethylester (AM) (4 uM, Thermo Stiéic, Dreieich, Deutschland) in
Ca*-haltiger Ringerldsung bei Raumtemperatur belae.Fura-2 AM handelt es sich um
eine chemische G&Indikatorsubstanz. Mittels des AM ist das Fura2ler Lage, durch die
Zellmembran transportiert zu werden. Ist das FurevRin die Zelle gelangt, so werden die
AM mittels Esterasen gespalten, wodurch Fura-Zimzelle verbleibt.

Die Besonderheit von Fura-2 liegt in seiner Eigaa$tals ratiometrischer &aSensor.
Durch seine spektralen Eigenschaften erfahrt sdirorészenzanregungsmaximum, nach
Bindung eines C&-lons, eine Verschiebung von 367 nm {Gangebunden) zu 340 nm
(C&*-gebunden). Die Fluoreszenzemission hingegen érfitddpei weiterhin bei 510 nm.
Somit steigt bei einer Erhohung der ?GKonzentration die Intensitdt bei 510 nm nach
Anregung mit 340 nm an, wohingegen sich die Flumezintensitat bei Anregung durch 387
nm verringert. Nach Beladung der Zellen mit Fur@&® wurde das Deckglas in eine
Messkammer (bertragen, wo die Zellen zweimal miminal C&'-freier Ringerlésung

gespult wurden, um Uberschussiges Fura-2 AM zweergh. Fir die Messung wurde dann
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300 pl nominal C&-freie Ringerldsung auf die Zellen gegeben. Am Fésaenzmikroskop
(Observer 2.1, Carl Zeiss) wurden mittels der SafewVisiView (Visitron System GmbH,
Puchheim, Deutschlandlei ,Region of Interest” (ROI) fur den Hintergrusdwie ein ROI
pro Zelle festgelegt. Zu Beginn wurde eine Messuag drei Minuten ohne Zugabe von
Zuséatzen durchgefiihrt, um den Basalwert déf-anzentration in den Astrozyten ermitteln
zu kénnen. Nach diesen drei Minuten wurde den #el)e300 pl TG (1 pM, in nominal €a
freier Ringerlésung, Life Technologies) oder c) &etmst 100 uM ATP (in nominal €a
freier Ringerlésung, Sigma-Aldrich) und nach 9 nlinuM TG (in nominal C&-freier
Ringerldsung, Life Technologies) gegeben. In eingeiteren Versuch wurden die Zellen,
nach Ubertragung des Deckglases in die Messkammarichst mit einer Gafreien
Ringerldsung gespult. Zur Messung wurden dann 3D@ligser Losung auf die Zellen
gegeben. Auch in diesem Versuchsaufbau wurden hahd@iie ROI definiert, wonach eine
dreiminitige Messung zur Bestimmung des Basalwelteshgefihrt wurde. Danach wurde
den Zellen b) 300 pl lonomycin (10 uM in Cdreier Ringerlésung, Life Technologies) oder
d) zunachst 1 uM TG (in Ghfreier Ringerlésung, Life Technologies) und na¢hnin 10

1M lonomycin (in C&'-freier Ringerlésung, Life Technologies) gegeben.

Die Messung erfolgte in Kooperation mit der Arbgitgppe von Prof. Dr. Adolfo Cavalié
(Institut far Experimentelle und Klinische Pharmbdgie und Toxikologie, Universitat des
Saarlandes). Das verwendete *Glmaging-System bestand aus einem inversen
Fluoreszenzmikroskop (Carl-Zeiss, Jena), einer XeBasentladungslampe (DG-4, Sutter
Instruments, Novato, Kalifornien, USA), einer seamfokalen Einheit (X-Light, Visitron
Systems, Puchheim, Deutschland) und einer KamerRCED2, Visitron Systems,
Puchheim). Das gleichzeitige Messen der beidefi-Kanzentrationen ist dadurch moglich,
dass der DG-4 (Sutter Instruments, USA) in der Lageinnerhalb von nur 1,2 ms die
Wellenlange zu verandern. Mittels eines dichroltest Spiegels im Mikroskop wird das aus
dem DG-4 kommende Licht auf die Probe gelenkt. Deffektierte Licht passiert den
dichroitischen Spiegel und den Emissionsfilter inkidskop, wonach es ungehindert den X-
Light durchlauft, da sich alle Komponenten aul3dridgs Strahlengangs befinden. Danach
trifft das reflektierte Licht im ORCA-D2 ein weites Mal auf einen dichroitischen Spiegel
und einen Emissionsfilter, wonach es von der Kammafgenommen wird.

Im angegebenen Zeitraum wurde alle drei Sekundeweil® eine Aufnahme einer
Anregungswellenlange (DG-4) von 340 nm und 387 remacht. Mit Hilfe der Software
VisiView (Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutscid) wurde die Intensitat der
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Fluoreszenz innerhalb der ROIs gemessen. Durchr&kiion der zeitgleich gemessenen
Hintergrundwerte bei jeweils 340 nm und 387 nm wardie gemessenen Werte der Zellen
korrigiert. Durch die Bildung des Quotienten derig&sronswerte der Anregung mit 340 nm
und 387 nm war es mdglich, eine “G&onzentration-abhangige MessgroRe (Ratio
F340/F387) darzustellen. Durch dieses Verfahren demr Faktoren, die die

Fluoreszenzintensitat oder die Fluoreszenzemidseminflussen, beriicksichtigt. Die in den
Ergebnissen dargestellten Kurven zeigten die Mittele der Einzelmessungen mit
Standardfehler. In den Diagrammen wurde die Verdmde der C&-Konzentration nach

Gabe der jeweiligen Substanz bezogen auf den Baedabargestellt.
4.7 Molekularbiologische Methoden

4.7.1 Genotypisierung der transgenen Mause

Die  Genotypisierung der  Panxl-transgenen  M&ause avurdanhand von
Schwanzspitzenbiopsien durchgefuhrt. Dazu wurdeSdievanzspitze der Maus zunachst in
Genotypisierungs-Lysepuffer nach Beifligung von élnatse K verdaut (Roche). Dazu wurde
die Probe fur 24h bei 55°C und bei einer Umdrehmalgisvon 60 rpm im Thermoshaker
Inkubator (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) inkubiettir Inaktivierung der Proteinase K
folgte eine 20-mindtige Inkubation bei 95°C. Im hsien Schritt wurden 2 pl des
Gewebeextraktes zu dem PCR Reaktionsansatz gegebeCR Reaktionsansatz bestand
aus 1x PCR Reaktionspuffer (New England Biolabschit, UK), 0,2 uM Primer (Tab. 7)
(Sigma-Aldrich), 0,2 mM dNTPs (New England Biolalsswie 0,3 U Tag DNA Polymerase
(New England Biolabs). Der PCR Reaktionsansatz wurdt Diethyldicarbonat Wasser
(DEPC-H0) auf 25 pl aufgefillt.

Die Inkubation des Ansatzes erfolgte im Thermoaydlde Touch (Biozym, Hessisch
Oldendorf, Deutschland) mit beheiztem Deckel (1)06@d folgendem Temperaturprofil,
welches 35-mal wiederholt wurde:
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Tab. 6: Temperaturprofile der PCR

Initiale Denaturierung 5 min 95°C
Denaturierung 30s 95°C
Hybridisierung 30s 60°C
Polymerisation 40 s 72°C

Finale Polymerisation 5 min 72°C

© 10°C

Die Auftrennung und Darstellung des generierten #E&tuktes erfolgte durch eine
Gelelektrophorese mit einem Agarosegel (siehe Pdrki6). Uber die GroRe des PCR-
Produktes konnte der Genotyp der Maus bestimmt emerBie Durchfiihrung und Analyse

der Genotypisierung wurde von Frau Andrea Rabumghdyefuhrt.

Tab. 7: Basensequenzen der Genotypisierungsprimer

Primer  Produkt- Sequenz Genotyp
grofe

Panx1 fwd 5 GGAAAGTCAACAGAGGTACCC 3™
330bp rev 5 CTTGGCCACGGAGTATGTGTT 3 Partk1

630bp rev 5 GTCCCTCTCACCACTTTTCTTACC 3 Panxi®

(lacZ region)

DNA-
ladder wt tg/wt tg/tg

1000 b s

500bp s

Abb. 8: Genotypisierung der transgenen MauseZur Bestimmung des Genotyps der Panx1-transgklierse
wurde eine spezifische Region der genomischen DNtfels PCR amplifiziert und durch Gelelektrophorese
analysiert. Uber die GroRe der PCR-Produkte kodeteGenotyp der Tiere bestimmt werden: Das traresgen
Allel resultierte in einer Grof3e des Amplifikatigmeduktes von 630 bp, wohingegen das Amplifikatpyodukt
des Wildtyp-Alles bei einer Gré3e von 330 bp zwelléeéren war.
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4.7.2 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wurde das in flissigem Sticksteiifigefrorene und bei -80°C aufbewahrte
Gewebe auf Eis aufgetaut. Fur die Isolation wurds &Neasy Lipid Tissue Mini Kit

(Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet und nachaben des Herstellers gearbeitet.

Die Homogenisierung des Gewebes erfolgte durch @eigan 2 ml des RLT (RNeasy Lipid
Tissue) Puffers und der Bearbeitung mit Hilfe déSRBA-TURRAX (IKA). Das Homogenat
wurde nun fir zehn Minuten bei 5.000 x g zentriéugiund der Uberstand in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen bertragen. Der Uberstand wumitedem gleichen Volumen an 70%
Ethanol versetzt. Es folgte eine gute DurchmischdeigSubstanzen, bevor sie auf die Saule
gegeben und fur zehn Minuten bei 5.000 x g zemit wurden. Der Durchfluss wurde
verworfen und die membrangebundene RNA wurde zwgtgoteimal mit dem mitgelieferten
RW1 (RNeasy Wash 1) Puffer gewaschen, ehe ein DMas#au mit einer Lésung aus 140
ul des mitgelieferten RDD (RNeasy DNA Digestion)ffets und 20 pl DNase | Stock
Losung (Thermo) stattfand. Diese DNase I-Losungdeuauf die membrangebundene RNA
pipettiert und fur 15 min bei RT inkubiert. Nach ewwveiteren Waschschritten, mit dem

mitgelieferten RPE Puffer, wurde die Séaule mit ih®RNase freiem Wasser eluiert.

4.7.3 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentration der gewonnenen RNA wurde mittBlanodrop ND-1.000 (Thermo)
gemessen. Die Bestimmung der Konzentration erfalgteh die Absorptionsmessung bei der
Wellenlange 260 nm. Dazu wurde zunachst ein Led¢rarenittelt, indem 1 pul RNase-freies
Wasser gemessen wurde, worauf die Messung vornujedér jeweiligen Probe erfolgte. Die
Reinheit der Probe wurde durch den Absorptionsgqutdn AsdA2so festgestellt, welcher flr

eine RNA zwischen 1,9 und 2,1 liegen sollte.

4.7.4 Komplementare DNA-Synthese

Zur Synthese der komplementaren DNA (cDNA) wurdedalst ein Ansatz aus 2 pl Oligo
(dT)1s (New England Biolabs), 1 pl dNTP-Mix (10 mM, Thesjrund 2 pg RNA hergestellt,
welcher bis auf 16 pl mit DEPC-B aufgefillt wurde. Der Ansatz wurde fur 3-5 mirf 66-
80°C erhitzt, danach kurz zentrifugiert und farrdh auf Eis gelagert. Anschliel3end wurden
2 ul 10x Reaction Buffer (New England Biolabs),|lRINase Inhibitor (Thermo) und 1 pl M-
MULV RT (New England Biolabs) zugefiigt. EntsprectierKontrollen wurden angesetzt.
Der erste Ansatz der Kontrolle beinhaltete dabein&keMatritze, somit sollte keine

Transkription stattfinden. Im zweiten Kontrollansdtingegeben wurde keine M-MULV RT
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hinzugefiigt. Bei der M-MULV RT handelt es sich unnes RNA-gerichtete DNA
Polymerase. Fehlt diese, so kann keine Synthese&alaplementaren Stranges der DNA
gebildet werden und eine Verunreinigung durch eededdNA kann ausgeschlossen werden.
Zur Bildung der komplementdren DNA wurden die Prolfér eine Stunde bei 42°C

inkubiert. Darauf erfolgte eine Enzyminaktivieruogj 90°C fir zehn Minuten.

4.7.5 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RIPCR)

Eine RT-PCR mit spezifischen Primern fur Nnt (Ex@rSigma Aldrich) wurde an Gehirnen
der Tiere des C57BL/6N und des C57BL/6J Unterstasnoherchgefuhrt. Des Weiteren
wurden zur qualitativen und quantitativen Kontrader Proben eine 18S-PCR durchgefihrt,
da es sich bel8S um ein Gen handelt, welches in den meisten Zahygtark exprimiert ist

und nur selten bei experimentellen Behandlungea Regulation aufzeigt.

Ein Reaktionsansatz hatte ein Gesamtvolumen vopl2bestehend aus 18,875 ul DEPC-
H.O; 2,5 pl 10x ThermoPol Puffer (New England Biokbg 0,5 dNTP-Mix (10mM)
(Fermentas); fwd Primer; rev Primer; 0,125 pl TagwW England Biolabs) und 2 pl cDNA.

Die Inkubation der Ansétze erfolgte im Thermocycldfe Touch (Biozym, Hessisch
Oldendorf, Deutschland) mit folgendem Temperatuipr¢Tab. 8); die Schritte der
Denaturierung, Hybridisierung und Polymerisationrdan fir Nnt (Exon 8) 28-mal, und fur
18S 20-mal wiederholt.

Tab. 8: Temperaturprofile der PCR

Nnt 18S
Schritt Dauer Temperatur Temperatur
Initiale Denaturierung 30s 95°C 95°C
Denaturierung 30s 95°C 95°C
Hybridisierung 30s 60°C 56°C
Polymerisation 2 min 68°C 68°C
Finale Polymerisation 5 min 68°C 68°C
© 10°C 10°C
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Tab. 9: Basensequenzen der Primer

Gen Produktgrofie Primer Sequenzen

Nnt Exon 8 492 bp fwd 5-GAAACGACTAAGCCGGGAGA-3’
rev 5-TCCCCAAACAGTGTGGTAGC-3’

18S 155 bp fwd 5-AAACGGCTACCACATCCAAG-3
rev 5-CCTCCAATGGATCCTCGTTA-3

Die ProduktgréRe wurde in Basenpaaren (bp) angegétie jedes Gen wurden jeweils die forward (fwdylu

die reverse (rev) Sequenzen des Primers angegeben.

4.7.6 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Zur Analyse der PCR-Produkte erfolgte eine Elekimpse im 1,5%igen Agarose-Gel,
welches den Interkalator GelRed (1:10.000; Biotufalifornien, USA) enthielt. Dazu

wurden zunachst 25 pl der Probe mit 5 pl Ladepufé) gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Beim Beladen des Gels mit dem Amgpliidnsprodukt der Nnt Primer wurde
eine Spur mit dem Langenstandard GeneRuler 50bp Dadler (Thermo) und bei 18S mit
dem Langenstandard GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thebwtaden. Die Durchfiihrung der
Elektrophorese erfolgte in 1x TAE-Puffer bei 120f 45 min. Die Ergebnisse wurden
mittels UV-Licht (302 nm) am FUSION-FX7/SL Advan&stem (PEQLAB) visualisiert

und mit der Fusion-Software fotografiert.

4.8 Statistik

Zur statistischen Auswertung der histologischen mmehunhistologischen Daten wurden die
Werte der einzelnen gemessenen Regionen miteinaedgiichen. Bei dein vitro Analysen
wurden die Werte der einzelnen Messungen in degl¥ieh gestellt. Die Daten wurden als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellt. Rimtistische Analyse erfolgte mittels des
Programms GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,olla, JSA). Dabei wurden die
Proben mittels des d Agostino-Pearson Omnibus-Tastsichst auf eine Normalverteilung
untersucht. Danach erfolgte die Durchfiihrung eigeeigneten parametrischen (One-way
ANOVA) oder nicht-parametrischen (Kruskal-Wallis)n&lyse mit post-hoc Tests. Um
Unterschiede zwischen zwei Gruppen beurteilen zun&t wurde entweder der zweiseitige t-
Test (bei normalverteilten Werten) oder der Manninwdy-U-Test (bei nicht-
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normalverteilten Werten) bzw. Kolmogorov-Smirnovste (bei nicht-normalverteilten
Werten) angewandt. Zur Analyse statistisch sigaiiter Unterschiede in einer
Probenverteilung wurde der Chi-Quadrat-Test verwerfélr die Signifikanzwerte galt dabei:
* 0,01 < p< 0,05 signifikant; ** 0,001 < p< 0,01 hoch signifikant; *** 0,0001 < g 0,001

sehr hoch signifikant.
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5 Ergebnisse

5.1 Auswirkungen des fehlenden Nnt-Proteins auf die Aysagung einer hypoxisch-
ischdmischen Gehirnlasion
Bei der Entstehung eines hypoxisch-ischamischenltess spielen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), Inflammation und Apoptose eine wichtige B@Dirnaglet al., 1999; Inder & Huppi,
2000; Cericet al., 2013). Die Aktivierung der Apoptose ist ein hockrgetischer Prozess und
bendétigt viel ATP (Northingtoret al., 2001; Blomgrenet al., 2007; Cerioet al., 2013).
Wahrend der ATP-Produktion werden in der AtmungskeROS gebildet, wie z.B.
Superoxid-Radikale () (Balabanet al., 2005). Die Beseitigung des,thingegen bendtigt
reduziertes NADPH, welches u.a. durch das Enzynotiviamid Nukleotid Transhydrogenase
(Nnt) aus NADP generiert werden kann. Somit ist Nnt ein Proteims fiir den Abbau von
ROS in Mitochondrien bendtigt wird. Um den Einfludss Nnt-Proteins auf die Auspragung
einer frih-postnatalen hypoxischen-ischmischen ir@lékion in vivo untersuchen zu
konnen, wurden in dieser Arbeit zwei Unterstamme @8&7BL/6 Maus verwendet: Mause
des C57BL/6N (besitzen ein funktionelles Nnt-Pnoteind des C57BL/6J Unterstammes
(besitzen kein funktionelles Nnt-Protein).

In dieser Arbeit wurde die Hypothese untersuchgssdzsine Nnt-Deletion zu einer starkeren
Auspragung einer frih-postnatalen hypoxisch-isceéh@n Gehirnlasion fuhrt. Dazu musste
zunachst das Modell der frih-postnatalen hypoxischdmischen Gehirnlasion fur den

C57BL/6 Mausstamm etabliert werden.

5.2 Bestimmung der Lasionsgrolie

Zur Analyse der Gehirne wurden diese zunachst aakroskopische Veranderungen
untersucht. Dabei wurde inspiziert, ob es bei demiGen der operierten Tiere zu einer
Bildung von Zysten oder opaquen Stellen in dendmidemisphéren kam. Mittels dieser
Analyse konnte kein Unterschied zwischen den Gehiwher operierten Tiere und denen der

Kontrollgruppe festgestellt werden.

Score-Einteilung

Nachdem die Gehirne auf makroskopische Veranderungéersucht wurden, erfolgte eine
Untersuchung auf mikroskopischer Ebene. Dazu wur@sirierschnitte der in OCT
eingebetteten Gehirne angefertigt und mittels LiRBed&rbt. Anhand der Ergebnisse dieser
LFB-Farbung wurde eine Score Einteilung vorgenomnige einem nicht geschéadigten
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Gehirn waren Neurone (blau) und Myelin (tlrkis) atien Arealen der Hippocampus-
formation und des angrenzenden Kortex gleichméafigefirbt (Abb. 9, Score 0). In einem
geschadigten Gehirn hingegen konnte man ein dbeatlidcehlen des Myelins erkennen.
Zudem fanden sich kleine Areale im Hippocampuskéiaee neuralen Zellen mehr enthielten
(Abb. 9, Score I). In Score 1l (Abb. 9) waren dieAesale sehr viel ausgepragter; die
Hippocampusformation war in der geschadigten linkemisphére kaum noch zu erkennen.
Die rechten Hemispharen waren in allen Scores,ranfyder unilateralen Schadigung durch
die Durchtrennung der A. carotis communis sinistrajerandert. Aus diesem Grund wurden
diese als Kontrolle zu den lasionierten Hemispharedie Ergebnisse aufgenommen. Des
Weiteren wurde das Gewebe von Tieren der Sham-@rupmtersucht. Diese Gehirne

zeigten keine Veranderungen.
Score 0 Score | Score ll
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Abb. 9: Score-Einteilung anhand der Lasionen im Hipocampusbereich LFB-Farbung des Hippocampus-
Bereichs der hypoxisch-ischamischen Tiere (recldigeSm Bild: intakte Hemisphére; linke Seite imIdBi

lasionierte Hemisphare). * Demyelinisierurg,fehlende Neurone in der Hippocampusformation.

5.3 Analyse des Effektes des Nnt-Proteins auf die Ausgung einer frih-postnatalen
hypoxisch-ischamischen Gehirnlasiom vivo
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, as dnitochondriale Protein Nnt eine
Bedeutung fur die Auspragung des frih-postnatalgroxisch-ischamischen Hirnschadens
hat. Dazu wurde die unilaterale hypoxisch-ischahestlirnlasion an sieben Tage alten
Mausen induziert. Analysiert wurden C57BL/6 Mauseier Unterstamme: C57BL/6N Tiere
enthalten ein intaktent Gen in ihrem Genom, wahrend Tiere des C57BL/6Ekdtdammes
eine Deletion der Exone 7-11 dBst Gens aufweisen. Entsprechend bilden die C57BL/6J
Tiere kein funktionales Nnt-Protein.

Um zu analysieren, ob im Grol3hirn der C57BL/6N &iéint-mRNA zu detektieren ist und
im Grof3hirn der C57BL/6J Tiere nicht, wurde zun&@ise RT-PCR-Analyse mit in Exon 8
gelegenen Primern durchgefihrt. Somit sollte in d&b67BL/6J Tieren Kkein
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Amplifikationsprodukt erscheinen, da Exon 8 durae #orhandene Deletion bei diesen
Tieren fehlt. Als Positivkontrolle wurde Nierengdveeder C57BL/6N Mause eingesetzt, da
bekannt ist, dass dieses eine sehr hohe Nnt-Expneasfweist (Arkbladet al., 2002). Im
Grof3hirn der C57BL/6N Mause konnte die Expressian Exon 8 desNnt Gens
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde ifSh@roder C57BL/6J Mause keine
Nnt-mRNA (Exon 8) detektiert (Abb. 10). Somit konntezgigt werden, dass a) das Grol3hirn
Nnt-mRNA exprimiert, und b) dass die Tiere des C57BLUhterstammes keine Expression
derNnt-mRNA (Exon 8) aufweisen.

J-GH N-GH N-Niere
500bp
200bb -_— e

Abb. 10: Nnt-Detektion mittels RT-PCR. Mittels RT-PCR wurde die mRNA Expression von Exon 8) im
Grof3hirn (GH) der C57BL/6J (J) sowie der C57BL/6NilMe analysiert. Als Kontrolle diente die Niere der
C57BL/6N Mause (N-Niere). Die erste Spur zeigt dA-Marker.

Lasionsauspragung zwischen den Unterstammen C57BLY&nd C57BL/6N

Bei der Analyse der Anzahl von Tieren eines Unémshes, die eine L&sion nach einem
hypoxisch-ischamischen Insult zeigten, konnte festglt werden, dass es im C57BL/6N
Unterstamm signifikant mehr Tiere mit einer hypakisschamischen Léasion gab, als im
C57BL/6J Unterstamm. Im C57BL/6N Unterstamm ubddab26 von 45 Tieren die

hypoxische Ischamie, bei den Tieren des C57BL/6&idtammes hingegen waren es 19 von
30 Tieren. Somit wurden fur die Analysen 26 Tiees €57BL/6N Unterstammes sowie 19

Tiere des C57BL/6J Unterstammes untersucht.

Durch die Einteilung der Tiere in die unterschiedén Scores konnten Unterschiede
zwischen den C57BL/6N und den C57BL/6J Méausen é&ssgijit werden (Abb. 11). Bei den
Mausen des C57BL/6N Unterstammes wurden 5 Tier@8%8) in Score 0O; 8 Tiere (30,77%)
in Score | und 13 Tiere (50%) in Score |l eingetdlie Einteilung der Mause des C57BL/6J
Unterstammes zeigte hingegen ein gegensatzlicHds WBier wurden 10 Tiere (52,63%) in
Score 0; 5 Tiere (26,32%) in Score | und 4 Tiete@3%) in Score |l eingeteilt (Abb. 12).
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Abb. 11: Prozentualer Anteil der Tiere, die eine L&ion nach einem hypoxisch-ischamischen Insult zeige
Der Vergleich des prozentualen Anteils der Tielie, @ne L&sion nach einem hypoxisch-ischdmischsnlin
zeigen (Scorel) zeigt einen signifikanten Unterschied in der tédung der Tiere mit Lasion zwischen dem
C57BL/6N- und dem C57BL/6J Unterstamm auf (Chi-Qa&d est: p<0,05).
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Abb. 12: Anzahl der Tiere je Score nach Auswertung der Histlogie Die Tiere wurden nach Grof3e der

Lasionsflache in Scores eingeteilt. Darstellung 8Seore-Verteilung fir die C57BL/6N sowie den C57&L/
Mause. Die Verteilung der Tiere, zu den drei Scoveserschied sich signifikant zwischen dem C57BL{hd
dem C57BL/6J Unterstamm (Chi-Quadrat-Test; p<0,05).
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Flache der Hemispharen

Im Folgenden wurde untersucht, ob es aufgrund degoxisch-ischamischen
Gewebeschadens zu einer Verringerung der Flacldennlasionierten linken Hemispharen,
verglichen zu den rechten intakten Hemisphéaren,. kans diesem Grund wurden an den
LFB-gefarbten Schnitten die Flachen der linken dedrechten Hemisphare vermessen. Die
Flache der Hemispharen war in beiden Stammen uatlen Scoregruppen unverandert. Alle

linken Hemisphéaren zeigten die gleiche FlachengwiBealie rechten Hemispharen (Abb. 13)

25-
) C57BL/6N li Hemi

@@ C57BL/6J li Hemi
C57BL/6N re Hemi
C57BL/6J re Hemi

Flache der Hemisphare

Abb. 13: Flache der HemisphéarenDie Abbildung zeigt die Flache der lasioniertarkén (= li Hemi) und der
intakten rechten Hemisphéare (= re Hemi) der C57RLU@&d der C57BL/6J Mause.

Grolie der Lasionsareale

Obwohl die Gesamtflachen der Hemispharen keinenerdahied zwischen den beiden
Unterstammen zeigten, wiesen die Lasionsarealen éBréRenunterschied auf. Die Gehirne
der C57BL/6N Mause zeigten eine signifikant groReésionsflache als die Gehirne der
C57BL/6J Mause (Abb. 14A).

Bei der Analyse der Score-Gruppen konnten sigmtikdnterschiede zwischen den Scores
innerhalb eines Unterstammes detektiert werden. Abetieg der Grol3e der Lasionsflache
von Score 0 zu Score | bzw. von Score | zu Scorgall innerhalb eines Stammes jewells
signifikant. Die Differenz zwischen Score 0 und fgcdl zeigte innerhalb eines Stammes
sogar eine sehr hohe Signifikanz (Abb. 14B). Inr8cd wurden per Definition die Tiere

eingruppiert, die keine L&sion aufwiesen. Aus desé&rund liegt die GroRRe der
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Lasionsareale bei diesen Tieren bei 0%. Bei eineateSvon Il zeigte sich, dass die Gehirne
der C57BL/6N Mause ein groReres Lasionsareal ailetbih als die der C57BL/6J Mause
(Abb. 14B). Die Tiere des C57BL/6N Unterstammegtai eine durchschnittliche GréRe des
Lasionsareals von 22,9% * 4,29% und die C57BL/6Jugdéavon nur 9,7% + 0,69%.
Statistisch konnte bei diesem Ergebnis keine Sigmi nachgewiesen werden. Die Grol3e
des Lasionsareals in Score | lag bei den C57BL/&en durchschnittlich bei 1,5% + 0,23%
und bei den Mausen des C57BL/6J Unterstammes &% 8,0,32%.
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Abb. 14: Darstellung der GroRe der L&sionsareale Die Flache der Lasion in der lasionierten linken
Hemisphéare wurde in Bezug auf die Gesamtflachdinlezn Hemisphéare (in %) genommen. A) Darstellueg d
Lasionsflache zwischen den beiden UnterstammerB)Invurde die Grol3e der Lasionsareale innerhalb der

Scores dargestellt. Dargestellt wurden die Mittetevee SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

5.3.1 Analyse des Einflusses des Nnt-Proteins auf die slrale Gefal3stabilitat

Im néchsten Schritt sollte analysiert werden, ob Hahlen des Nnt-Proteins bereits einen
Einfluss auf die Stabilitat und die Barrierefunktider zerebralen Gefal3e bei unbehandelten
Tieren hat. Aus diesem Grund wurden Mause des CH®MBLund des C57BL/6J
Unterstammes ohne hypoxisch-ischamischen InsulAlier von P9 mit dem Silikongummi
Microfil® oder mit Evans Blue perfundiert. Bei der Perfusiain Microfil® zeigte sich, dass
der Gefallverlauf oft unterbrochen war und sichevlasen-ahnliche Formationen bildeten
(Abb. 15). Die Anzahl dieser Blasen-ahnlichen Fdromen, bezogen auf die gesamte basale
Flache, war allerdings in den Gehirnen der C57BLI6&te (Mittelwert/SEM: 32 + 7 Blasen-
ahnliche Formationen pro Quadrant, Abb. 16AB) gggmals in den Gehirnen der C57BL/6J
Tiere (Mittelwert/SEM: 87 * 4 Blasen-&hnliche Fotroaen pro Quadrant, Abb. 16CD).
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Mittels der Evans Blue - Perfusion sollte analytsveerden, ob es aufgrund des Fehlens von
Nnt, und des somit hypothetisierten Anstieges VO®OSR zu einer verringerten
Barrierefunktion der zerebralen GefalRe kommt. Wedeen Gehirnen der C57BL/6N Tiere,
noch in denen der C57BL/6J Tiere konnte eine Hmfdg von Evans Blue im Gewebe des
Gehirns detektiert werden (Abb. 17A). Auch auf ms&opischer Ebene konnte bei den
angefertigten Gehirnschnitten kein Eindringen vowars Blue in das umliegende

Gehirngewebe gefunden werden (Abb. 17B).

A : B £® -9 ‘
. .,' » J.‘.‘ .
. e o . / P&
- \ﬁ : ¢}
1 \ . > ¥
" ! ).3 ’ |
‘ - & - ‘{fs‘

Abb. 15: Repréasentative Darstellung der Microfif*-Perfusion. Repréasentative Darstellung der Basis eines mit

Microfil ® perfundierten Gehirns einer neun Tage alten MBies.Gefal3e sind mit Microff geflllt (blau) (A).

Bei einer hoheren VergroRerung kénnen Blasen-dmmlieormationen detektiert werden (B). Die Mafstabe

stellen 100 pm dar.
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Abb. 16: Reprasentative Darstellung von Gehirnen vo Tieren des C57BL/6N und des C57BL/6J
Unterstammes. Die Gehirne wurden mit Microffl perfundiert (blau) und transparent gemacht. A) &)d

zeigen ein Gehirn des C57BL/6N Unterstammes. C) Dndhingegen zeigen ein Gehirn des C57BL/6J

Unterstammes. Im C57BL/6J Unterstamm konnten melir grof3ere Blasen-ahnliche Formationen detektiert

werden als in Gehirnen des C57BL/6N UnterstammasMaRstdbe zeigen 100 pm.

Abb. 17: Evans Blue Perfusion der GehirneA) zeigt die Basis des Gehirns einer sieben Tdigs Maus
(C57BL/6J Unterstamm), die mit Evans Blue perfurtdieurde. Die Perfusion zeigt intakte und dichtefdaBe
(MaB3stab reprasentiert 100 um). Dies kann ebendallsand eines Kryoschnittes mit Hilfe von Fluoregze

gesehen werden (B, rot = Evans Blue, blau = DARIEZmfarbung, Malstab zeigt 20 um).

59



Ergebnisse

5.3.2 Analyse des Zellschadens nach einem hypoxisch-isamachen Insult

Durch das Eintreten eines frih-postnatalen hypbxischamischen Insultes sind auf
zellularer Ebene eine vermehrte Aktivierung der tddtia/Makrophagen und eine verstarkte
Apoptose zu erwarten. Um diese Prozesse zu untasuyovurden immunhistologische
Farbungen durchgefuhrt: Apoptose wurde Uber CleaGaspase-3 (CC3) detektiert.
Aktivierte Mikroglia/Makrophagen wurden tber CD@Rentifiziert.

Bei der Analyse der immunhistologisch angefarbtehiéschnitte wurden die rechten und
linken Hemispharen vergleichend ausgewertet. Dadigete aller rechten Hemisphéaren bei
der CC3-Immunfarbung bei 0 und bei der CD68-Immtmiag unter 0,01% lagen, wurden
im Folgenden nur die Werte der linken Hemispharageistellt.

Apoptose-Detektion mittels Cleaved Caspase-3 (CCBhmunfluoreszenz

Der Vergleich zwischen linken lasionierten und denhten intakten Hemispharen zeigte,
dass in den rechten intakten Hemisphéren keine i@@8:npositiven Zellen zu detektieren

waren. In den linken l&asionierten Hemispharen kenmllerdings CC3-immunpositive Zellen

detektieren werden. Aus diesem Grund konnte dieuninistologische Farbung mittels CC3
als lasionsspezifischer Marker der hypoxisch-isaeéhen Gehirnlasion verwendet werden.
Fasst man alle Scores zusammen, so war im Beredéhdih geringer Unterschied in der

Anzahl der CC3-immunpositiven Zellen zwischen dé&vYBL/6N und den C57BL/6J Tieren

zu erkennen (Abb. 18). Mittels CC3 wurde nachgeenesdass wahrend eines frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Insultes Apepsattfindet. Die Tiere des C57BL/6N

Unterstammes zeigten dabei mit durchschnittlichZz&den pro Bildausschnitt mehr CC3-

immunpositive Zellen als die Tiere des C57BL/6J dgsiammes, mit durchschnittlich 28
Zellen (nicht signifikant; Abb. 18F). Im Bereichrd€A2/3-Region hingegen waren bei den
C57BL/6N Tieren signifikant mehr CC3-immunpositiZellen zu sehen (durchschnittlich 36
Zellen pro Bildausschnitt) als bei den C57BL/6Jr@&ie (durchschnittlich 20 Zellen) (Abb.

19B). Score O-Tiere beider Stamme wiesen nur s@mige CC3-immunpositive Zellen auf

(Abb. 18G). In Score | stieg die Anzahl der CC3-iompositiven Zellen stark an, wobei kein
Unterschied zwischen den Tieren des C57BL/6N umeédeles C57BL/6J Unterstammes zu
erkennen war. In Score Il konnte festgestellt werddass es bei Tieren des C57BL/6N
Unterstammes keinen weiteren Anstieg an CC3-immsitigen Zellen gab. Dagegen stieg
die Zahl der CC3-immunpositiven Zellen bei den CBE/E Mausen an (durchschnittlich 13
Zellen mehr, nicht signifikant). Die CA2/3 Regiondudie CA3-Region fur Score 0 und Score

| waren vergleichbar. Hier waren jedoch in Scorséhr CC3-immunpositive Zellen bei den
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C57BL/6N Tieren zu finden als im C57BL/6J Unterstar{durchschnittlich 9 Zellen mehr,
nicht signifikant) (Abb. 19C).
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Abb. 18: Apoptosemarker: Cleaved Caspase-3 (CC3) deCA3-Region in vivo. Anzahl der CC3-
immunpositiven Zellen in den lasionierten linkennilspharen. A) zeigt einen reprasentativen LFB-deéir
Schnitt, der die untersuchten hippocampalen Ardalelésionierten linken und intakten rechten Heimisp
zeigt. Die umrandeten Areale zeigen, in welchemeBérdes Hippocampus die Analyse durchgefiihrt wurde
(CA3-Region). B bis E) zeigen Fluoreszenzaufnahrden CC3-Immunhistologischen Farbung (rot) in der
lasionierten linken (B, D) und der intakten rechiéemisphéare (C, E) der C57BL/6N (B, C) und der CH/EB

(D, E) Tiere. Zellkerne wurden mittels DAPI (bladargestellt. F) Quantifizierung der CC3-immunpaositi
Zellen der linken Hemisphdren des C57BL/6N- und d&s7BL/6J Unterstammes. In G) wurde die
Quantifizierung der CC3-immunpositiven Zellen diekén Hemispharen der beiden Unterstimme nach $core

dargestellt. Gezeigt wurden die Mittelwerte + SE\MW (< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

61



Ergebnisse

rechts

o

2 C57BL/EN C
@ C57BL/6J

=]
o
1

H
o
1
2]
o
1

N
<

Anzahl der CC3-
immunpositiven Zellen
N
<

Anzahl der CC3
immunpositiven Zellen
H
o

i

o

Q A 3
< & &

& o Py

Abb. 19: Apoptosemarker: Cleaved Caspase-3 (CC3) der CA2-3dgion in vivo. Anzahl der CC3-
immunpositiven Zellen in den lasionierten linkennilspharen. A) zeigt einen reprasentativen LFB-deéir
Schnitt, mit den untersuchten hippocampalen Areaden lasionierten linken und der intakten rechten
Hemisphéare. Die umrandeten Areale zeigen, in welcBereich des Hippocampus die Analyse durchgefihrt
wurde (CA2-3-Region). B) Quantifizierung der CC3pmmnpositiven Zellen der linken Hemispharen der
C57BL/6N- und der C57BL/6J Méause. In C) wurde diga@tifizierung der CC3-immunpositiven Zellen der
linken Hemispharen der beiden Unterstamme nacheSatargestellt. Gezeigt wurden die Mittelwerte A5

p <0,05; * p <0,01; ** p <0,001).

Einfluss der Nnt-Deletion auf die Proliferation

Zur Uberprifung, ob es nach einer friih-postnatalgipoxisch-ischamisch bedingten
Zellschadigung im umliegenden Gewebe zu einer ¢éemdBellproliferation kommt, wurde an
den Gefrierschnitten der Gehirne eine Ki67-Immuodi#ig durchgefihrt. Nach einer frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasion ésimu keiner erhdhten Proliferation der
Zellen (Abb. 20). Weder in Gehirnen der C57BL/6Nr€ noch in denen der C57BL/6J Tiere
konnten Unterschiede bezlglich der Zellprolifenatewischen den lasionierten linken und
den intakten rechten Hemisphéaren festgestellt werdlsdoch war zu erkennen, dass die Tiere
des C57BL/6J Unterstammes eine signifikant h6hereahAl Ki67-immunpositiver Zellen im
Bereich der molekularen Schicht des Gyrus dentzgigien (links durchschnittlich 18 + 5,6
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Zellen, rechts 21,8 + 6,3 Zellen) als die Tiere d&éS7BL/6N Unterstammes (links
durchschnittlich 4,9 + 1,2 Zellen, rechts 4,3 = Zglen).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Proliferatimit in Zusammenhang mit der frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasiont.si&llerdings zeigen die Ergebnisse
auch, dass die erhohte Proliferation in den beldemispharen des C57BL/6J Unterstammes,
im Vergleich zu den Hemispharen des C57BL/6N Umndéensnes, moglicherweise direkt oder

indirekt mit der Deletion von Nnt zusammenhangenrikén.

40+

Anzahl Ki67-
immunpositiver Zellen

Abb. 20: Zellproliferation. Analyse der Zellproliferation mittels des Proldgonsmarkers Ki67 an
Gehirnschnitten der Tiere vom C57BL/6N Unterstammd uom C57BL/6J Unterstamm. Dargestellt wurden die
Mittelwerte £+ SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p €0,001).

Aktivierte Mikroglia/Makrophagen: Detektion mittels CD68-Immunfluoreszenz

CD68 wurde als Marker fur aktivierte Mikroglia undakrophagen eingesetzt, welche
wahrend eines frih-postnatalen hypoxisch-ischarersdhsultes verstarkt auftreten. In den
intakten rechten Hemispharen konnte durch dieseuinfwistologische Féarbung kein Signal
nachgewiesen werden. Die linken lasionierten Hehdéiggn hingegen zeigten ein Signal.
Somit stellte CD68 einen Marker fur die hypoxisshkhamische Gehirnlasion dar. In der
Score-unabhangigen Betrachtung zeigte sich, dagshéan der CA3- als auch in der CA2/3-

Region eine signifikant groRere CD68-immunpositivéiche in Tieren des C57BL/6N

Unterstammes als in denen des C57BL/6J Unterstarmmeghen war (Abb. 21F und Abb.
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22B). Bei der Analyse der CD68-immunpositiven FEat den unterschiedlichen Scores war
in den C57BL/6J Tieren in der CA3-Region ein Angtaer CD68-immunpositiven Flache
zwischen Score 0 und Scores | / 1l zu erkennen (R und Abb. 22C). Dieser Anstieg war
in der CA2/3 Region weniger ausgepragt. Ein &hebcBild zeigte sich bei den Gehirnen der
Tiere des C57BL/6N Stammes: In der CA2/3-Region @varCD68-immunpositive Flache in
allen Scores vergleichbar. In der CA3-Region koreitegeringer, jedoch nicht signifikanter
Anstieg der CD68-immunpositiven Flache von Scoraud die Scores | und Il detektiert
werden (Abb. 21G). In der CA3-Region konnte keintddschied zwischen den beiden
Unterstammen innerhalb der Scores detektiert welddb. 21G). Bei Betrachtung der
CAZ2/3-Region war hingegen eine signifikant grofeB68-immunpositive Flache in Score 0
und Score | der C57BL/6N Mause zu erkennen alsi®eiC57BL/6J Mausen (Abb. 22C). In

Score Il konnte kein Unterschied zwischen den Stdmdetektiert werden.
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Abb. 21: Aktivierte Mikroglia/Makrophagen (CD68) der CA3-Region in vivo. Darstellung der prozentualen
Flache des CD68-immunpositiven Signals in den fHisiten linken Hemisphéren. A) zeigt einen
reprasentativen LFB-geféarbten Schnitt mit den wuteinten hippocampalen Arealen der lasionierterelinknd
der intakten rechten Hemisphére. Die umrandeteral&reeigen, in welchem Bereich des Hippocampus die
Analyse durchgefuhrt wurde (CA3-Region). B bis Ekpigen Fluoreszenzaufnahmen der CD68-
immunhistologischen Farbung (rot) in der lasiomertinken (B, D) und der intakten rechten Hemisph@&, E)
der C57BL/6N (B, C) und der C57BL/6J (D, E) Maugellkerne wurden mittels DAPI (blau) dargestell). F
Quantifizierung der CD68-immunpositiven Flache tieken Hemispharen der C57BL/6N- und der C57BL/6J
Mause. In G) wurde die Quantifizierung der CD68-inmpositiven Flache der linken Hemispharen der breide
Unterstamme nach Scores dargestellt. Gezeigt wuldeMittelwerte + SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *p <
0,001).
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Abb. 22: Aktivierte Mikroglia/Makrophagen (CD68) der CA2-3-Region in vivo. Darstellung der
prozentualen Flache des CD68-immunpositiven Sigimatken Iasionierten linken Hemisphéren. A) zeigea
reprasentativen LFB-geféarbten Schnitt mit den wuteinten hippocampalen Arealen der lasionierterelinknd

der intakten rechten Hemisphére. Die umrandeteral&reeigen, in welchem Bereich des Hippocampus die
Analyse durchgefiihrt wurde (CA2-3-Region). B) zdiig Quantifizierung der CD68-immunpositiven Flache
der linken Hemispharen des C57BL/6N- und des C58BLWnterstammes. C) Quantifizierung der CD68-
immunpositiven Flache der linken Hemispharen deddye Unterstdmme nach Scores. Gezeigt wurden die
Mittelwerte £+ SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p 0,001).

5.3.3 Analyse von Reaktiver Sauerstoffspezies mittels 8+@IG

An den angefertigten Gefrierschnitten wurde ein imhistologischer Nachweis von ROS-
induzierter DNA/RNA-Schadigung mittels Antikérpegegen 8-OHdG erbracht. 8-OHdG st
ein oxidatives Derivat von Guanosin und entstelgnmvdie DNA und RNA durch ROS
geschadigt wird. In beiden Hemispharen wurden 8-Gitdmunpositive Zellen detektiert
(Abb. 23B-F). 40% der Zellen in den intakten reahtdemisphéren waren 8-OHdG-
immunpositiv, so dass von einer prinzipiellen Ogrding von Guanosin ausgegangen werden
kann. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischem dnterstammen. In beiden Stammen
stieg die Anzahl der 8-OHdG-immunpositiven Zellenden lasionierten Hemispharen an.
Allerdings zeigten die Gehirne der C57BL/6J Mausemhypoxisch-ischamischer L&sion

signifikant mehr 8-OHdG-immunpositive Zellen al® dbehirne der C57BL/6N Tiere (Abb.
23B).
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Abb. 23: Detektion von 8-OHdGin vivo. Prozentualer Anteil der 8-OHdG-immunpositiven 2gll bezogen
auf die Gesamtzahl der Zellen (bestimmt Uber dibl ger Zellkerne). A) zeigt einen reprasentativerBL
gefarbten Schnitt, mit den untersuchten hippocaempairealen der lasionierten linken und der intakirhten
Hemisphare. Die umrandeten Areale zeigen, den &eder molekularen Schicht des Gyrus dentatusiim die
Analyse durchgefihrt wurde. B) Quantifizierung @®OHdG-immunpositiven Zellen der linken Hemispharen
der C57BL/6N- und der C57BL/6J Mause. Dargestelltden die Mittelwerte + SEM (* p < 0,05; * p < @,0
*** n < 0,001). C bis F) 8-OHdG-Immunhistologisclié&rbung (rot) in der Iasionierten linken (C, E) whet
intakten rechten Hemisphéare (D, F) der C57BL/6N DT,und der C57BL/6J (E, F) Tiere. Zellkerne wurden
mittels DAPI (blau) dargestellt.
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Anhand derin vivo Untersuchungen am Tiermodell des frih-postnatdigpoxisch-
ischamischen Insultes konnte gezeigt werden, das§&ehlen des Nnt-Proteins einen Einfluss
auf die Auspragung einer friih-postnatalen hypoxischamischen Gehirnlasion hat. Jedoch
zeigte sich entgegen der Ursprungshypothese, daskiete des C57BL/6N Unterstammes,
welche das Protein Nnt besitzen, eine starkere >igpo-ischamische Gehirnlasion
ausbildeten, als die Tiere des C57BL/6J UnterstasnnB®=i allen Parametern, die zur
Bestimmung des Lasionsausmalies verwendet wurdentekdies beobachtet werden: In den
Gehirnen von Tieren des C57BL/6N Unterstammes vear ldisionsareal gréRRer, wurden
vermehrt aktivierte Mikroglia/Makrophagen (CD68)chgewiesen und eine hdhere Zahl
apoptotischer Zellen (CC3) detektiert als in Tierdes C57BL/6J Unterstammes. Die
Betrachtung der ROS-induzierten DNA / RNA Schadgumttels 8-OHdG zeigte allerdings,
dass mehr 8-OHdG im Gehirn der C57BL/6J Tiere vodea war als bei den C57BL/6N

Tieren.

5.4 Analyse des Effektes des Nnt-Proteins auf die Zetlsddigung nach OGDin vitro

In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werdass es in den Gehirnen des C57BL/6J
Unterstammes — entgegen der Ursprungshypotheseeeu geringeren Auspragung einer
frih-postnatalen hypoxisch-ischdmischen Gehirntdsiam als in den Gehirnen des
C57BL/6N Unterstammes. Dagegen entsprach die Hé&ifigROS-induzierter DNA-
Schaden, dargestellt mittels 8-OHdG Immunfluorezzeden erwarteten Ergebnissen:
C57BL/6J Tiere zeigten ein héheres Ausmald an ax@ire Guanosin als C57BL/6N Tiere.
Das Protein Nnt ist an der Produktion von NADPHebgjt, welches wiederum eine Rolle
bei der Synthese und Entgiftung von freien Radikalaielt (Balabamt al., 2005; Gauthieet
al., 2013; Nickelet al., 2014). Da ROS an der Zellschadigung im Rahmeeseypoxisch-
ischamischen Insultes beteiligt ist (Inder & Hug000; Cericet al., 2013), wurden wichtige
Parameter der ROS-Bildung und des ROS-Abbaus aedlyEs wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Astrozyten der C57BL/6J Tiexefgrund ihrer Nnt-Deletion, nach
Hypoxie mehr ROS produzieren.

5.4.1 Die reaktive Sauerstoffspezies ist hauptsachlich iAstrozyten zu finden

Mittels einer Doppelmarkierung von 8-OHdG und GFARinem astroglialen
Intermediarfilament, das als Marker fur Astrozytearwendet wurde, konnte eine Co-
Lokalisation der beiden Immunfluoreszenz-Signalehgawiesen werden (Abb. 24). Dies
deutete auf eine astrozytare Lokalisation des 8-®@IHuh. Aus diesem Grund wurden fir die

folgendenin vitro Untersuchungen primare Astrozyten verwendet.
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Abb. 24: Co-Lokalisation von GFAP (griin) und 8-OHdG (rot). Der optische Eindruck zeigt, dass der grof3te
Teil der 8-OHdG-immunpositiven Zellen auch eine GFKarkierung besitzt (gelbes Signal im fusionierten

rechten Bild (merged).

Fur diese Analysen wurde das Modell der ,,oxygercgde-deprivation® (OGD) an primaren
Astrozyten der Tiere des C57BL/6N und des C57BlUGfrstammes etabliert. Dabei wurde
den Zellen fur eine definierte Zeit (2h, 4h, 6h,, 80N) Glukose entzogen und der
Umgebungssauerstoff von 20% auf 1% reduziert. Imschtuss an diese Phase der
Sauerstoff-Glukose-Deprivation wurde den Zellendiinen Zeitraum von 2h wieder Glukose
zugefuhrt und der Umgebungssauerstoff wieder awfo 2@guliert. Als physiologische
Kontrolle dienten primare Astrozyten des jeweiligéinterstammes ohne OGD. Um
auszuschliel3en, dass schon allein der Entzug ddwo&# einen Effekt auf die Zellschadigung
hat, wurden als weitere Kontrolle primare Astronytkes jeweiligen Unterstammes bei 20%
Sauerstoff, jedoch ohne Glukose inkubiert. Analgsieurden die Parameter Zellvitalitat,
ATP-Gehalt, ROS-Gehalt sowie verschiedene Kompameder NADPH-Regeneration und
somit des ROS Abbaus.

5.4.2 Die Nnt-Deletion beeinflusst die Zellvitalitat wahend der OGD

Zur Bestimmung der Uberlebensrate nach OGD wurdd_ié&/Dead Assay angewandt. Die
Ergebnisse des Life/Dead Assays der priméaren Agieozoeider Stimme zeigten, dass bis zu
einer OGD-Dauer von 4h keine Zellen durch die OGben. Ab einer OGD-Dauer von 6h
nahm die Anzahl der lebenden Zellen im C57BL/6Ndgstamm ab, wobei nach einer OGD
Uber Nacht keine Zellen lebenden Zellen mehr dietektverden konnten (Abb. 25). Die
C57BL/6J Zellen hingegen uberlebten eine OGD vanzoi 8h; im Vergleich zur Kontrolle
(K + Glukose) starben bis zu diesem Zeitpunkt kedeien. Wurde eine OGD jedoch uber
Nacht durchgefuhrt, gab es auch in C57BL/6J Asteragulturen nur noch wenige lebende
Zellen (Abb. 25). Bei dem Vergleich der unterschign Zeitpunkte der Uberlebensraten
der Astrozyten innerhalb eines Stammes, konnt&ktietewerden, dass es bei den Astrozyten

des C57BL/6N Unterstammes keinen Unterschied zwiscten Kontrollen (K+, K-) und den
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Zeitpunkten 2h und 4h OGD gab. Die OGD-Dauer vonghund UN hingegen zeigte eine
signifikante Verringerung der Uberlebensrate vergtn zur Kontrolle (K+) (p < 0,05; im
Diagramm Abb. 2A). Die Analyse der Astrozyten des C57BL/6J Unterstees zeigte
lediglich eine signifikante Verringerung der Ubéeasrate der OGD iiber Nacht (UN) zur
Kontrolle ohne Glukose (K-) (p < 0,05; im Diagramhb. 250).
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Abb. 25: Bestimmung der Zellvitalitat in vitro. Mittels eines Life/Dead-Assays wurde die Zelhitt#tl der
Astrozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten abeigen-glucose-deprivation (OGD) untersucht. Der prozentuale
Anteil der lebenden Zellen wurde bezogen auf disa@@zahl der Astrozyten angegeben. Gezeigt wurden d
Mittelwerte + SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001). Signifikante Unterschiede zur Kontrollgoepmit
Glukose wurden mittel& markiert. Wurde ein signifikanter Unterschied Xwontrollgruppe ohne Glukose

ermittelt, so wurde dies durcl®; gekennzeichnet.

5.4.3 Die Nnt-Deletion erh6ht den zellularen ATP-Gehaltm Astrozyten

ATP ist ein wichtiger Faktor bei der Generierung 89S. Uberschussige Elektronen, die
nicht fur die Produktion von ATP benétigt werdefihfen dabei zur Bildung von ROS
(Turrens, 2003; Murphy, 2009). Unter pathologiscHg&edingungen kommt es zu einer
Verringerung der mitochondrialen ATP-Generierungl nu einer verstarkten Bildung von
ROS (Murphy, 2009). Die Deletion des Nnt-Proteiifirt ebenfalls zu einer verstarkten
Bildung von ROS (Meimaridoset al., 2012), wodurch die Hypothese aufgestellt wurdessd
es auch hier zu einer verringerten Synthese von Korfmt.

Um zu Uberprifen, a) ob sich der ATP-Gehalt in Q5BBl und C57BL/6J Astrozyten
unterscheidet, und b) ob eine OGD zu einer Veramgdgedes ATP-Gehalts in den Astrozyten
fuhrt, wurde ein ATP-Assay angewandt. Bei den Asaty wurde das ATP der gesamten
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Zelle gemessen. Bereits unter physiologischen Kaodtingungen (K + Glukose) wurde ein
signifikanter Unterschied der zellularen ATP-Konzation zwischen den C57BL6/N und
C57BL/6J Astrozyten beobachtet (p<0.001).

Mit zunehmender OGD-Dauer nahm der ATP-Gehalt iddre Stammen signifikant ab (Abb.
26). Innerhalb des jeweiligen Unterstammes zeigierUnterschiede von K+ und K- zu den
jeweiligen OGD-Zeiten (4h, 6h, 8h) einen Signifikarert kleiner als 0,05 auf (Abb. 26). Ab
einer OGD-Dauer von 4h blieb der ATP-Gehalt in de&7BL/6N Astrozyten gleich,
wohingegen er in den C57BL/6J Astrozyten bis zuntpZi@kt 8h OGD weiter absank, jedoch
auch zu diesem Zeitpunkt noch signifikant tber d&ert der C57BL/6N Astrozyten lag.
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Abb. 26: ATP-Detektion. Darstellung des ATP-Gehaltes anhand der Leudhitditt (LU) der Luciferase in
Astrozyten der C57BL/6N und C57BL/6J Tiere zu ustliedlichen OGD-Zeitpunkten. Gezeigt wurden die
Mittelwerte + SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001). Signifikante Unterschiede zur Kontrollgoepmit
Glukose wurden mittelas markiert. Wurde ein signifikanter Unterschied Zwntrollgruppe ohne Glukose

ermittelt, so wurde dies durcld; gekennzeichnet.
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5.4.4 Der Einfluss des Nnt-Proteins auf den intrazellulaen ROS-Gehalt in Astrozyten

Intrazellulares ROS

Zur Analyse des intrazellularen ROS-Gehaltes wuete ROS-Assay angewandt. Dieser
Assay beruht auf der Fluoreszenz-Detektion des RQ@®n Astrozyten. Das zu detektierende
Fluoreszenzsignal entsteht dabei durch die Oxidatikes im Kit enthaltenen, nicht
fluoreszierenden, Substrates durch ROS. In beidaterstdmmen war sowohl in der
physiologischen Kontrolle (K+) als auch in der niphysiologischen Kontrolle (K-) nur eine
sehr geringe ROS-positive Flache vorhanden (Abh. Pér Sauerstoff-Glukose-Entzug
resultierte in einem signifikanten Anstieg der R@&&itiven Flache (p < 0.05), wie uber das
ImageJ Programm ausgewertet wurde. Ab einer ODGDawon 4h gab es in beiden
Stammen einen Anstieg der ROS-positiven Flache,bderiner OGD-Zeit von 8h jedoch
kaum noch zu beobachten war. Diese zeitabhangigetieqje in der ROS-positiven Flache
waren innerhalb des jeweiligen Unterstammes skpmfi (p < 0,05). Zwischen den
Astrozyten der C57BL/6N Tiere und der C57BL/6J &iekonnte bei 8h OGD ein
signifikanter Unterschied detektiert werden.
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Abb. 27: Reaktive Sauerstoffspezies (ROS).Prozentuale Flache des ROS-positiven Signals zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der OGD. Eine Zunaltee Flache ist bei einer OGD von 4h festzustellen.
Dargestellt wurden die Mittelwerte + SEM (* p < B;0* p < 0,01; *** p < 0,001). Signifikante Untechiede

zur Kontrollgruppe mit Glukose wurden mittels markiert. Wurde ein signifikanter Unterschied zur

Kontrollgruppe ohne Glukose ermittelt, so wurdesdierch O gekennzeichnet.
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Intrazellularer SO-Gehalt

Superoxid (SO) ist eine Form der ROS. Um den iellaliren SO-Gehalt wahrend der OGD
zu bestimmen, wurde ein SO-Assay angewandt, der dmrf Oxidation des nicht
fluoreszierenden Substrates (im Kit enthalten) dB© beruht, wodurch ein fluoreszierendes
Signal entsteht. Die SO-positive Flache war zunalkonditionen und Zeitpunkten, mit
Ausnahme der Astrozyten in Glukose-freiem (K- Glsd&oMedium, in den Astrozyten des
C57BL/6N Unterstammes vergleichbar der Flache destrokyten des C57BL/6J
Unterstammes. Ein Anstieg der SO-positiven Flaclae w beiden Stammen erst ab einer
OGD Dauer von 6h zu sehen, und setzte sich zunputéit 8h OGD fort (Abb. 28). Wie
bereits beim ROS-Assay beobachtet, konnte auch BérAssay ein zeitabhangiger Anstieg
der SO-positiven Flache festgestellt werden. Didetsthiede innerhalb des jeweiligen
Unterstammes zeigten zwischen den Kontrollen (Kd #r) und 6h OGD bzw. 8h OGD
einen Signifikanzwert kleiner als 0,05.

C57BL/6N, 4h OGD C57BL/6J, 4h OGD
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Abb. 28: Superoxid (SO) Detektion A) Die SO-Fluoreszenz ist beispielhaft an Asttemyder C57BL/6N
(links) und C57BL/6J (rechts) Tiere nach 4h OGDgeéstellt. B) Die quantitative Auswertung des SOipeen
Signals in Astrozyten wurde zu den verschiedenem 8itpunkten Uber die Berechnung der SO-positiven
Flache durchgefuhrt (ImageJ) und in Prozent angageBezeigt wurden die Mittelwerte £+ SEM (* p <®,06*

p < 0,01; ** p < 0,001). Die Werte der Zeitpunk#dh, 6h und 8h unterscheiden sich signifikant von de
jeweiligen Kontrolle; signifikante Unterschiede zKontrollgruppe mit Glukose wurden mittels markiert.

Wurde ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgpe ohne Glukose ermittelt, so wurde dies durehi ,,
gekennzeichnet.
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5.4.5 Der Einfluss der Nnt-Deletion auf Glutathion

Ein wichtiger Bestandteil beim Abbau der ROS sp@iitathion. Es existiert dabei in einer
reduzierten (Glutathion; GSH) und in einer oxickert~orm, bei der zwei Peptide Uber eine
Disulphidbriicke zu einem Dimer verbunden werderui@hion-Disulphid; GSSG). Da sich
der Gehalt reaktiver Sauerstoffarten zwischen Astem der C57BL/6N und der C57BL/6J
Tiere unterschied, wurde in diesem Assay auf Rretdes Glutathion-Abbaus fokussiert, das
GSH/GSSG System. Entscheidend ist in diesem Zusahmng das Verhaltnis des
Monomers GSH zum Dimer GSSG, da GSSG bei zunehmendedativem Stress
akkumuliert und sich dadurch das GSH/GSSG-Verlsiitarringert.

In C57BL/6N Astrozyten wurde unter Kontrollbedingggm mehr GSH detektiert als in
C57BL/6J Astrozyten (Abb. 29A). Nach 6h OGD sank G&H-Gehalt in beiden Stammen
signifikant ab. Die GSSG-Werte waren hingegen ziesc C57BL/6N und C57BL/6J
Astrozyten vergleichbar. Auch das GSH/GSSG-Verlgiteigte unter Kontrollbedingungen
(K+ Glukose) keinen Unterschied zwischen den Undermen. Ein Zeitraum von 6h OGD
resultierte in einem geringfugigen, jedoch nichgn#fikanten Anstieg des GSH/GSSG-

Verhaltnisses in beiden Unterstammen (Abb. 29C).
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Abb. 29: Verhaltnis von GSH zu GSSGAuswertung des GSH/GSSG-Verhéltnisses bei Kdredialtnissen
(K+ Glukose) und 6h OGD. Dabei zeigt A) den GSH &@ehnd B) den GSSG Gehalt der Zellen. In C) is da
GSH/GSSG Verhdltnis dargestellt. Gezeigt wurdenMiigelwerte £ SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p<
0,001).

74



Ergebnisse

Aufgrund des drastischen Unterschiedes zwischenAd&zyten der C57BL/6N Méause und
denen der C57BL/6J Tiere bezlglich der Zellvitalitdch einer OGD wurde erwartet, dass es
ebenfalls Differenzen bezlglich der Produktion, déehalt und dem Abbau von ROS gibt.
Anhand der untersuchten Parameter zur Produktiom Gehalt und zum Abbau der ROS
nach einer OGD konnten geringe Unterschiede zwisdea Astrozyten der C57BL/6N Tiere
und den Astrozyten des C57BL/6J Unterstammes deteigterden.

75



Ergebnisse

5.5 Analyse des Effektes von Panxl auf die Auspragunginer friih-postnatalen
hypoxisch-ischamischen Gehirnlasiom vivo
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, Banx1-Kanale eine Bedeutung fur die
Auspragung des frih-postnatalen hypoxisch-ischdmisdirnschadens haben. Dazu wurde
— wie auch im ersten Teil der Arbeit — die unilaterhypoxisch-ischamische Hirnlasion an
sieben Tage alten Mausen induziert. Analysiert waréblgende Mauslinien: Homozygote
Panxl1-transgene Mé&ause exprimieren, bedingt durehlmBertion einer [3-Gal-Kassette in
Exon 1 desPanxl-Gens, kein Panxl-Protein (Paif¥%9. Im Vergleich dazu wurden
C57BL/6N Mause verwendet, da die Panxl-transgeneéwshkl auf diesem Mausstamm
beruhen (Anselmgt al., 2008).

Die Panxl-Kanale verbinden das Zytoplasma mit dextragellularraum (MacVicar &
Thompson, 2010) und sind primar Kanéle fur ATP. Rahmen eines hypoxisch-
ischamischen Insultes wird durch ATP-Efflux u.ar dgelltod induziert. Daher ist die
Hypothese, dass eine Panxl1-Defizienz zu einer welenien Auspragung einer frih-

postnatalen hypoxisch-ischdmischen Lasion fuhrt.
GroRRe der Lasionsareale

In den durchgefihrten Analysen wurden 26 Tiere @&8BL/6N Untestammes und 12 Tiere
des Panxl-transgenen Stammes verwendet. Insgesaggmim C57BL/6N Unterstamm 45
Tiere und im Panx1-transgenen Stamm 13 Tiere @éiygoxischen Ischamie unterzogen. Zur
Analyse des Effektes einer Panxl1-Deletion auf diespkdgung einer frih-postnatalen
hypoxisch-ischdmische Gehirnlasion, wurde bei dgpokierten Tieren des C57BL/6N
Unterstammes und den Tieren des Panxl-transgeaemtts die GroRe der Lasionsareale
bestimmt. Die Tiere des C57BL/6N Unterstammes eeigtine nicht signifikant grof3ere

Lasionsflache als die Tiere des Panx1-transgeremr8és (Abb. 30).
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Abb. 30: Darstellung der GroRe der Lasionsareale Die Flache der Lasion in der lasionierten linken
Hemisphare der Tiere des C57BL/6N Unterstammes derdPanx1-transgenen Tiere (= Pdf%L wurde in
Bezug auf die Gesamtflache der linken Hemisphare?{) angegeben. Darstellung der Lasionsflache beide

Unterstamme. Dargestellt wurden die MittelwerteEVB

Analyse des Zellschadens nach einem frih-postnatal@ypoxisch-ischamischen Insult

Um die Auswirkungen des friih-postnatalen hypoxischémischen Insult zu untersuchen,
wurden mittels immunhistologischer Farbung zwei hiigge Prozesse analysiert: die
Apoptose uber den Nachweis der Cleaved Caspase-83)(Cund aktivierte
Mikroglia/Makrophagen mittels CD68. Die Quantifimig der Immunfluoreszenzen erfolgte
Uber eine Auszéhlung der immunpositiven Zellen inerdich der CA3-Region der
Hippocampusformation (fir CC3) bzw. Uber Auswertutgy immunpositiven Flache der
CA3-Region mittels Imaged (fur CD68). Ausgewertetrden sowohl die lasionierten linken
Hemispharen als auch die intakten rechten Hemisphaba die Werte aller rechten
Hemispharen bei der CC3-Immunfarbung bei 0 und de¥i CD68-Immunfarbung unter
0,043% lagen, wurden im Folgenden nur die Wertelideen Hemispharen (Mittelwerte +
SEM) dargestellt.

Apoptose-Detektion mittels Cleaved Caspase-3 (CCBhmunfluoreszenz

Bei der Analyse der CC3-immunpositiven Zellen kenintden intakten rechten Hemispharen
kein Signal detektiert werden, in den linken |lagoien Hemispharen hingegen schon. Aus

diesem Grund wurde CC3 als Marker fur eine hypdxischamische Gehirnlasion
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verwendet. Zwischen der Anzahl apoptotischer Zelteden lasionierten Hemispharen der
C57BL/6N Tiere und denen der Panxl-transgenen Mkioisete hingegen kein Unterschied
detektiert werden (Abb. 31).
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Abb. 31: Apoptosemarker: Cleaved Caspase-3 (CC3n vivo. Anzahl der CC3-immunpositiven Zellen A)

zeigt einen reprasentativen LFB-gefarbten Schmittden untersuchten hippocampalen Arealen deon#siten
linken und der intakten rechten Hemisphéare. Die amdeten Areale zeigen, in welchem Bereich des
Hippocampus die Analyse durchgefiihrt wurde (CA3iBa&yg B) Quantifizierung der CC3-immunpositiven
Zellen der linken Hemispharen der C57BL/6N- und Blanx1-transgenen (= Paf%) Mause. C bis F) zeigen
Fluoreszenzaufnahmen der CC3-Immunfluoreszenz Rgrl§tot) in der lasionierten linken (C, E) und der
intakten rechten Hemisphére (D, F) der C57BL/6N [,und der Panx1-transgenen (E, F) Mause. Zelkern
wurden mittels DAPI (blau) dargestellt.
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Aktivierte Mikroglia/Makrophagen: Detektion mittels CD68-Immunfluoreszenz

Die CD68-Immunfarbung zeigte in den rechten intaktéemispharen kein Signal. Im
Vergleich dazu konnte in den linken l&sioniertenmigpharen ein CD68-immunpositives
Signal detektiert werden. Somit konnte auch die &Drkierung als Parameter fur die
hypoxisch-ischdmische Gehirnlasion verwendet wertteden lasionierten Hemispharen der
Panxl-transgenen Tiere wurde eine nicht signifikayrbl3ere Flache des CD68-
immunpositiven Signals detektiert als in den linkdemispharen der C57BL/6N Mause
(Abb. 32).

5.5.1 Die Panx1-Deletion beeinflusst die Proliferation

Zur Uberprufung ob die Deletion von Panx1 zu eieénderten Zellproliferation im Gehirn
fuhrt und ob sich die Zellproliferation nach eirfeiih-postnatalen hypoxisch-ischamisch-
bedingten Zellschadigung im umliegenden Gewebehgrhiurde an den Gefrierschnitten der
Gehirne eine Ki67-Immunfarbung durchgefuhrt. Miteler Immunfarbung wurde detektiert,
dass die Panxl-transgenen Tiere (links durchs@bhitBO + 5,3 Zellen, rechts 24,2 £ 5
Zellen) eine signifikant héhere Proliferation nderaZellen zeigten als die C57BL/6N Tiere
(links durchschnittlich 4,9 £ 1,2 Zellen, recht8 4, 1,3 Zellen) (Abb. 33). Der hypoxisch-
iIschamische Insult hingegen hatte keinen Einflugsdée Zellproliferation. Die Tiere des
C57BL/6N Unterstammes zeigten keinen Unterschiedden Proliferation zwischen der
l&sionierten linken und der intakten rechten Hemésp. Bei den Panxl-transgenen Mausen
war eine sehr geringe und nicht signifikante Ermghder Proliferation in den lasionierten

linken Hemispharen zu erkennen (Abb. 33).
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Abb. 32: Aktivierte Mikroglia/Makrophagen (CD68) in vivo. Darstellung der prozentualen Flache des CD68-
immunpositiven Signals. A) zeigt einen reprasewéati LFB-gefarbten Schnitt, mit den untersuchten
hippocampalen Arealen der lasionierten linken ued idtakten rechten Hemisphéare. Die umrandeten |Area
zeigen, in welchem Bereich des Hippocampus die yseal durchgefiihrt wurde (CA3-Region). B)
Quantifizierung der CD68-immunpositiven Flache dlaken Hemispharen der C57BL/6N- und der Panx1-
transgenen (= Panxl) Tiere. C bis F) zeigen Fluzemmaufnahmen der CD68-immunhistologischen Farbung
(rot) in der lasionierten linken (C, E) und deraiien rechten Hemisphare (D, F) der C57BL/6N (CsB®yie

der Panxl-transgenen (E, F) Tiere. Zellkerne wurditels DAPI (blau) dargestellt.

80



Ergebnisse

*k%k

Anzahl Ki67-
immunpositiver Zellen

Abb. 33: Zellproliferation. Der Marker Ki67 zeigt die Zellproliferation an @mschnitten der Tiere vom
C57BL/6N Unterstamm und von Panxl1-transgenen TigreRanx¥'9). Dargestellt wurden die Mittelwerte +
SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

5.5.2 Der Einfluss der Panx1-Deletion auf Connexin 43

Bei Cx43 handelt es sich um ein Gap Junction Rrptevelches im Nervensystem
vorzugsweise in Astrozyten zu finden ist (Dermittaeal., 1991). Anderungen der Cx43
Expression wurden in der Ratte nach perintatalepddie/Ischamie bereits beschrieben
(Wasielewskiet al., 2012). Ahnlich wie Panx1 ist auch Cx43 permedineATP (Kanget al.,
2008). Aus diesem Grund wurde vermutet, dass eshddie Deletion von Panxl zu einer
kompensatorischen Cx43-Expression kommen kénnteHMe der Cx43-Immunfluoreszenz
wurde festgestellt, dass die Panxl-transgenen Higm@fikant mehr Cx43-immunpositive
Zellen im Gehirn zeigten als die C57BL/6N Mause l§AB4). Dieser Unterschied war sowohl
in den lasionierten linken als auch in den reciiemispharen signifikant. Eine signifikante
hypoxisch-ischdmisch-induzierte Veranderung der XxExpression in den linken
Hemispharen konnte jedoch weder in C57BL/6N Mausech in Panxl-transgenen Tieren

gezeigt werden.
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Abb. 34: Gap Junction Protein Connexin 43 Darstellung der Cx43-Immunfluoreszenz der lagiden linken
Hemispharen im Bereich des Gyrus dentatus der CHBMBLTiere und bei Panxl-transgenen Mausen (=
Panx1®9 (A) sowie die Quantifizierung der prozentualeradHe des Cx43-immunpositiven Signals in den
lasionierten linken und rechten Hemisphéaren (Bregg wurden die Mittelwerte + SEM (*** p < 0,001).

5.6 Analyse des Effektes von Panx1 auf die Zellschadigg nach OGDin vitro

Anhand deiin vivo Untersuchungen konnte festgestellt werden, das®dietion von Panx1
einen geringfligigen, jedoch nicht signifikanten fluss auf L&sionsgrofie, Apoptose,
Mikroglia-Aktivierung und Proliferation nach ein&tih-postnatalen hypoxisch-ischamischen
Gehirnlasion hat. Um Zelltyp-spezifische und détilere Analysen der ATP und ROS
Signalwege durchzufuhren, wurden Untersuchungei\strozytenkulturen der C57BL/6N
und Panxl-transgenen Stamme durchgefihrt. Analygierden ATP-Gehalt, ROS-Gehalt
und ROS-Abbau unter hypoxisch-ischdmischen BediggnrfOGD).

82



Ergebnisse

5.6.1 Der Einfluss von Panx1 auf den zellularen ATP-Gehéin Astrozyten

Locovei et al. konnten zeigen, dass der Kanal Panreals ATP-Kanal dient (Locovet al.,
2006a; Locoveiet al., 2006b; Locoveiet al., 2007). Somit sind Anderungen des ATP-
Gehaltes in Panx1-transgenen Tieren nach einemxisghoischamischen Insult zu erwarten.

Zur Analyse des zellularen ATP-Gehaltes wurde eifPA.uciferase-Assay durchgefuhrt.
Mittels dieses ATP-Assays konnte gezeigt werdenssd@57BL/6N Astrozyten unter
Kontrollbedingungen (Abb. 35, K+) sowie nach 4 Steim OGD einen signifikant geringeren
ATP-Gehalt aufwiesen als die Panx1-transgenen 2Agiea. Insgesamt war ein geringfugiger
Abfall des ATP mit zunehmender OGD-Dauer zu vetmaén. Der Vergleich des ATP-
Gehaltes innerhalb eines Stammes zeigte, dassgslieyfen des C57BL/6N Unterstammes
eine signifkante Verringerung bei 4h und 8h OGDgliehen zur Kontrolle (K+) aufwiesen.
Bei 8h OGD konnte dazu noch eine signifkante Vgeming des ATP-Gehaltes zur Kontrolle
ohne Glukose (K-) detektiert werden. Bei den Asftem des Panxl-transgenen Stammes
wurde eine signifkante Verringerung des ATP-Gelatigischen der Kontrolle (K+) und den
Zeitpunkten 6h und 8h OGD detektiert. Auch zeigth ®ine signifikante Verringerung des
ATP-Gehaltes zwischen der Kontrolle ohne Glukose (khd einer OGD von 8h (in Abb.
35).
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Abb. 35: ATP-Assay. Darstellung des ATP-Gehaltes der Astrozyten desBCEN Unterstammes und der
Panx1-transgenen Tiere (= Pal{¥) zu unterschiedlichen OGD-Zeitpunkten. Gezeigtdeardie Mittelwerte +
SEM (** p < 0,01). Signifikante Unterschiede zur mtmllgruppe mit Glukose wurden mittels markiert.
Wurde ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgpe ohne Glukose ermittelt, so wurde dies duch

gekennzeichnet.
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5.6.2 Der Einfluss der Panx1-Deletion auf die Zellvitaliit wahrend der OGD

Zur Bestimmung der Uberlebensrate nach OGD wurdelL#e/Dead Assay durchgefiihrt.

Dieser zeigte, auBer bei 2h OGD, keinen Unterschieder Uberlebensrate wahrend der
OGD zwischen den priméaren Astrozyten der C57BL/6Erd und der Panxl-transgenen
Tiere (Abb. 36). Bis zu einer Dauer von 4h OGD wanmnahezu 100% der Zellen vital. Ab

einer Dauer von 6h OGD sank die Zahl der uberlebendellen. Kaum lebende Zellen

konnten hingegen bei einer OGD (iber Nacht (UN) kiietet werden. Ab einer OGD von 6h

waren innerhalb der jeweiligen Stamme die Verringgen der lebenden Zellen zur Kontrolle

mit Glukose signifkant.
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Abb. 36: Bestimmung der Zellvitalitat. Mittels des Life/Dead-Assays wurde die Zellvit@#ider Astrozyten
des C57BL/6N Unterstammes und der Panxl-transgéieea (= Panx#"9) zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der oxygen-glucose-deprivation (OGD) untersucht.r peozentuale Anteil der lebenden Zellen wurde
angegeben. Gezeigt wurden die Mittelwerte + SENd & 0,05). Signifikante Unterschiede zur Kontraligpe
mit Glukose wurden mittelda markiert. Wurde ein signifikanter Unterschied Kantrollgruppe ohne Glukose

ermittelt, so wurde dies durcl®; gekennzeichnet.

5.6.3 Der Einfluss der Panx1-Deletion auf den intrazelliren Gehalt der ROS
Es wird vermutet, dass die Quelle fir die postiguBéhe Bildung von ROS in der

mitochondrialen Atmungskette liegt (Boveris & Caden 1975; Poderoset al., 1999;
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Almeidaet al., 2002; Ten & Starkov, 2012). Wahrend eines hyahxischamischen Insultes
geht die mitochondriale Membranintegritat verloremjodurch eine mitochondriale
Dysfunktion entsteht. Durch diese mitochondrialesibpktion kommt es zu einem Anstieg in
der ROS-Generierung (Ten & Starkov, 2012). Da eslddie Deletion von Panxl in den
Panxl1-transgenen Tieren zu einer Veranderung im-HWaéshalt kommt, sollte auch ein

Unterschied im intrazellularen ROS-Gehalt vorliegen

Die Ergebnisse des ROS-Assay zeigten, dass esnirkKdetrollen (K+ und K-) in beiden
Stammen eine geringe ROS-positive Flache gab (Bb)y.woraus sich ableiten lasst, dass die
Astrozyten ohne Stresseinwirkung durch OGD nur sedmig ROS besitzen. Bei einer OGD
von 4h und 6h stieg die ROS-positive Flache in éei8tdmmen an. Der Anstieg war in den
Astrozyten der C57BL/6N Mause doppelt so hoch (figmt zur Kontrolle mit Glukose),
wie in den Astrozyten der Panxl-transgenen Tiergoh{ signifikant zur Kontrolle mit
Glukose) (Abb. 37). Verglichen zwischen den bei@&ammen, war dieser Unterschied bei
6h OGD signifikant. Hingegen konnte nach 8 Stun@¥BD ein starker Abfall der ROS-

positiven Flache detektiert werden.

) C57BL/6N
& Panx1'9td

-
o
1

Ao Ao

ROS pos. Flache [%]
°
[4,]

K + Glukose K - Glukose 4h OGD 6h OGD 8h OGD

Abb. 37: Detektion der Reaktiven Sauerstoffspezie@R0OS). Stellt die prozentuale Flache des ROS-positiven
Signals der Astrozyterdes C57BL/6N Unterstammes und der Panxl-transgdhiere (= Panx#'9) zu
unterschiedlichen OGD-Zeitpunkten dar. Gezeigt wardie Mittelwerte + SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01** p

< 0,001). Signifikante Unterschiede zur Kontroligpe mit Glukose wurden mittels markiert. Wurde ein

signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe ohnel®se ermittelt, so wurde dies durab“,gekennzeichnet.
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5.6.4 Der Einfluss der Panx1-Deletion auf Glutathion

Glutathion spielt eine wichtige Rolle beim AbbaunvROS. Es existiert in einer reduzierten
(GSH) und in einer oxidierten Form (GSSG), bei zigei Peptide Gber eine Disulphidbriicke
zu einem Dimer verbunden werden (Glutathion-Disidpl&SSG). In diesem Assay wurde
der Fokus auf die Proteine des Glutathion-Abbalsgtiedas GSH/GSSG System. In diesem
Zusammenhang ist das Verhéltnis des Monomers G3iHQumer GSSG entscheidend, da
GSSG bei zunehmendem oxidativem Stress akkumuirettsich dadurch das GSH/GSSG-

Verhaltnis verringert.

Da bei 6 Stunden OGD die hochsten ROS-Werte gemesselen, wurde die Detektion des
GSH und GSSG zu diesem Zeitpunkt analysiert. DiedO€&sultierte sowohl in C57BL/6N-
als auch in Panxl1-Astrozyten in einem leichtenp@idnicht signifikanten, Abfall der GSH
und GSSG Werte (Abb. 38). Die Ratio GSH/GSSG waemuiontrollbedingungen (K +

Glukose) und nach 6 Stunden OGD ebenfalls unveréinde

C57BUBN
A 500+ B 250 —

B3 Panx1'9?
5 400- 3 200-
5 300, 5 1501
° [}
O 200 Q 100
1 ®
7} 7]
O 100 @ 501 1

c L J L J 0 L J L J
K + Glukose 6h OGD K + Glukose 6h OGD
C_e

[=2]
1

N
1

GSH/GSSG Verhailtnis [%]
H

o

"K+Glukose ___6h0GD

Abb. 38: Bestimmung des GSH und GSSG GehaltesAuswertung des GSH/GSSG-Verhdltnisses der
Astrozyten des C57BL/6N Unterstammes und der Panxl-transgefigere (= Panx?'9) unter
Kontrollbedingungen (K+ Glukose) sowie 6h OGD. Diatmigt A) den GSH-Gehalt und B) den GSSG-Gehalt.
In C) wurde das GSH/GSSG-Verhaltnis dargestellzeBg wurden die Mittelwerte £+ SEM (* p < 0,05; p*<
0,01; ** p < 0,001).
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5.6.5 Der Einfluss von Panx1 auf die intrazellulare Calaim-Konzentration

Tritt ein hypoxisch-ischamischer Insult auf, so kotres zu einer Depolarisation der Zellen,
welche einen verstarkten Einstrom von Calcium algé& hat. Dieser verstarkte Einstrom von
Calcium fuhrt zu unterschiedlichen intrazellulan€askaden, die Uber eine Zerstérung der
Mitochondrienmembranen und eine Verringerung dePAildung letztendlich im Zelltod
resultieren (Kalogerist al., 2012). Somit spielt die intrazellulare Calcium#ientration eine
wichtige Rolle fir das Uberleben der Zelle. Anhafielser Untersuchungen sollte analysiert
werden, ob bereits die Deletion von Panx1 einerflé&s auf die intrazellulare Calcium-
Konzentration hat.

Mit Hilfe des C&'-Imaging sollten zunéchst zwei Aspekte bestimmtderr a) der C&-
Gehalt des ERs und b) die Gesamtmenge dé§iGaler Zelle. Aufgrund der Vermutung,
dass Panx1 nicht in der Membran des ERs vorkomunijevkein Unterschied beztiglich des
Cd*-Gehaltes des ERs zwischen den Stammen erwartetdeBeGesamtmenge des ‘Ca
innerhalb der Zelle wurde allerdings erwartet, ddesC57BL/6N Unterstamm eine grof3ere
Cd*-Konzentration zeigt als die Panx1-transgenen Tideg Grund fiir diese Hypothese ist,
dass dem Panxl-transgenen Stamm das Panxl1-Pretdin Wielches unter anderem dem
Transport von Cd dient (Vanden Abeelet al., 2006).

Zur Bestimmung des GaGehaltes des ERs wurde nach drei Minuten 1 pM T6Gdie
Zellen gegeben. TG blockiert die SERCA-Pumpen desvodurch kein Cd mehr in das
ER gepumpt werden kann und sich somit dié*®®nzentration im Zytoplasma erhéht.
Kompensatorisch werden nach kurzer Zeit alternas@-Pumpen, wie die Plasmamembran
cd* ATPase (PMCA) aktiviert, die das €aaus dem Zytoplasma transportieren. Die
durchgefiihrte Messung zeigte, dass es keinen Wdhiets beziiglich des &aGehaltes des
ERs zwischen den C57BL/6N und den Panx1-transgAstnzyten gibt (Abb. 39C). Jedoch
war zu sehen, dass die Zellen des C57BL/6N Untarsis einen signifikant hoheren

Basalwert zeigten als die des Panx1-transgenenn$tgibb. 39B).
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Abb. 39: Veranderung der Calciumkonzentration nach Gabe voril pM Thapsigargin. Die Messung wurde

in nominal C&'-freier Ringerldsung mit Astrozyten des C57BL/6Nteéhstammes und der Panxl-transgenen
Tiere (= Panx?"9) durchgefiihrt. In A) sind die Mittelwerte aller BRingen dargestellt. Die y-Achse zeigt das
Verhaltnis der gemessenen Fura-2-Intensitat beirBdQnd 387 nm (Ratio F340/387) und somit die iekii
Veranderung der zytosolischen’G&onzentration, welche gegen die entsprechendersiéépunkte auf der x-
Achse aufgetragen wurde. B) zeigt den Mittelwert glemessenen Basalwerte mit Standardfehler (SEMI)run
C) wurde die Anderung der zytosolischerf@onzentration nach Zugabe von TG dargestellt €& @05; ** p
<0,01; ** p < 0,001).

Um die Gesamtmenge des °Cdn der Zelle zu bestimmen, wurde den Zellen 10 pM
lonomycin gegeben. lonomycin erlaubt den Transport C&*-lonen durch biologische
Membranen. Hier zeigte die Messung erneut, das®©Aden des C57BL/6N Unterstammes
einen signifikant hoheren Basalwert hatten als destten der Panx1-transgenen Tiere (Abb.
40B). Selbst nach der Gabe von lonomycin bliebatieshohte intrazellulare €aGehalt in
den C57BL/6N Astrozyten, verglichen zu den Astremytles Panxl-transgenen Stammes,
bestehen (Abb. 40C).

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde den Astereyaeider Stdmme zunéchst 100 puM
ATP gegeben, woraufhin nach Wiedererreichen desl&aswWertes 1 uM TG appliziert
wurde. Mit dieser Messung sollte bestimmt werddngder Panx1-transgene Stamm aufgrund
seiner Panx1-Defizienz durch Gabe von extrazeBat&ATP weniger Cd transportieren
kann als der C57BL/6N Unterstamm. Bei dieser Megseigten beide Stdmme einen gleich
hohen Basalwert (Abb. 41B). Auch nach Gabe von AIRB TG konnte kein Unterschied
beziiglich der Cd-Konzentration zwischen beiden Stammen festgestelitlen (Abb. 41C).
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Abb. 40: Veranderung der Calciumkonzentration nachGabe von 10 pM lonomycin Die Messungen
wurden in C&-freier Ringerldsungmit Astrozyten des C57BL/6N Unterstammes und derxPdransgenen
Tiere (= Panx?"9) durchgefiihrt. In A) sind die Mittelwerte aller BRingen dargestellt. Die y-Achse zeigt das
Verhaltnis der gemessenen Fura-2-Intensitat beirBdQnd 387 nm (Ratio F340/387) und somit die iekii
Veranderung der zytosolischen’G&onzentration, welche gegen die entsprechendersiéépunkte auf der x-
Achse aufgetragen wurde. B) zeigt den Mittelwert glemessenen Basalwerte mit Standardfehler (SEMI)run
C) wurde die Anderung der zytosolischer?@gonzentration nach Zugabe von lonomycin dargestelp <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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Abb. 41: Veranderung der Calciumkonzentration nach Gabe von100 pM ATP mit anschlieGender
Applikation von 1 pM Thapsigargin. Die Messungen wurden in nominal ‘Géreier Ringerlésung mit
Astrozyten des C57BL/6N Unterstammes und der Paratisgenen Tiere (= Pad¥®) durchgefiihrt. In A) sind
die Mittelwerte aller Messungen dargestellt. DiAghse zeigt das Verhaltnis der gemessenen FurteBditat
bei 340 nm und 387 nm (Ratio F340/387) und somit ididirekte Veranderung der zytosolischen*’Ca
Konzentration, welche gegen die entsprechenden 2di¢sankte auf der x-Achse aufgetragen wurde. Bjtze
den Mittelwert der gemessenen Basalwerte mit Stalfeldler (SEM) und in C) wurde die Anderung der

zytosolischen Cd-Konzentration nach Zugabe von ATP und TG dargiéstel
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Abb. 42: Veranderung der Calciumkonzentration nachGabe von 1 uM TG mit anschlieRender Gabe von
100 pM lonomycin. Die Messung wurde in einer €dreien Ringerldsung mit Astrozyten des C57BL/6N
Unterstammes und der Panxl-transgenen Tiere (=18%durchgefiihrt. In A) sind die Mittelwerte aller
Messungen dargestellt. Die y-Achse zeigt das Verisatler gemessenen Fura-2-Intensitat bei 340 ran38id
nm (Ratio F340/387) und somit die indirekte Veramdeg der zytosolischen &aKonzentration, welche gegen
die entsprechenden Messzeitpunkte auf der x-Achdgemagen wurden. B) zeigt den Mittelwert der
gemessenen Basalwerte mit Standardfehler (SEM)inn@) wurde die Anderung der zytosolischen?ca

Konzentration nach Zugabe von TG und lonomycin éstigjlt (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Bei der Bestimmung des €aGehaltes des ERs konnte kein Unterschied zwisatem
Stammen detektiert werden (Abb. 39). Allerdingsgia die Astrozyten des C57BL/6N
Unterstammes einen héheren Gesamtgehalt 4haD§ als die Panx1-defizienten Astrozyten
(Abb. 40). In einer weiteren Messung wurde wiedas &R mit TG entleert, jedoch wurde
nach Erreichen des Basalwertes noch lonomycin bizgeben, um den restlichen “Ga
Gehalt der Astrozyten zu detektieren. Mit Hilfe she Messung konnte kein Unterschied
zwischen den beiden Stammen beziiglich der intiddedin C4"-Konzentration festgestellt
werden (Abb. 42BC). Jedoch war die?GKonzentration nach Gabe von TG héher als nach
der Zugabe von lonomycin, woraus zu schlieRerdits sich bei Astrozyten das meisté*Ca
im ER befindet (Abb. 42C).

Zusammfassend konnten die Ergerbnisse des zwe#da dieser Arbeit zeigen, dass die
Panx1-transgenen Tiere eine leicht verringertegghadicht signifkante Auspragung der frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasiongteei als die C57BL/6N Mause.
Allerdings konnten dién vitro Daten dabei weder einen Unterschied in der Ubenstate
der Astrozyten wéhrend der OGD, noch einen Untéesctbezlglich der Signalweg-
spezifischen Faktoren zur Bildung, der Konzentratiod dem Abbau der ROS zeigen.
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6 Diskussion

Der frih-postnatale hypoxisch-ischamische Insulteise der haufigsten Ursachen neuraler
Schadigungen bei Neugeborenen. Bisherige Theragiieas) wie z.B. die Behandlung mittels
Hypothermie, mindern die Ausprdgung der hypoxisdidimischen Gehirnlasion
(Minamisawaet al., 1990; Yageret al., 1993; Laptooket al., 1994; Towfighiet al., 1994;
Thoreseret al., 1996; Colbournet al., 1997; Gunret al., 1997; Edwardst al., 1998; Gunn

et al., 1998; Laptook & Corbett, 2002; Perlman, 2006dleings ist das Zeitfenster, in dem
diese Behandlungsmaoglichkeit eingesetzt werden ,ksetr klein und die geeignete Methode
zur Einleitung der Hypothermie muss fur jeden Paéie individuell bestimmt werden
(Minamisawaet al., 1990; Yageret al., 1993; Laptooket al., 1994; Towfighiet al., 1994;
Thoreseret al., 1996; Colbournet al., 1997; Gunret al., 1997; Edwardst al., 1998; Gunn

et al., 1998; Laptook & Corbett, 2002; Perlman, 2006a)f &xperimenteller Ebene wurden
bisher schon unterschiedliche Therapieansatze sedly Unter anderem wurden die
Applikation von ROS-Inhibitoren oder die Blockieginvon Calcium-Kanalen in
therapeutischen Ansatzen untersucht (Shireial., 2003; Perlman, 2006a). Diese zeigten im
Tierversuch jedoch lediglich eine Wirkung, wenn g@ der Entstehung eines hypoxisch-

ischamischen Insultes gegeben wurden (Shirtiall, 2003; Perlman, 2006a).

Um bessere Behandlungsmdglichkeiten zu finden, est notwendig, den zellularen
Pathomechanismus eines hypoxisch-ischamischentéssgenau zu verstehen. Bisher ist
bekannt, dass es unterschiedliche Phasen pathofgdgisther Ereignisse nach einem
hypoxisch-ischdmischen Insult gibt (Dirnagit al., 1999). Die primare Phase ist
charakterisiert durch Exozytose und Peri-InfarkpBlarisationen, welche einige Minuten bis
Stunden nach einem hypoxisch-ischamischen Insititeéen; die sekundare Phase beinhaltet
Inflammation und Apoptose, welche sich erst einfenden bis Tage nach dem Insult
entwickeln (Dirnagkt al., 1999).

Ein wichtiger Faktor, der bei einem hypoxisch-isoigchen Insult zum Zelltod fihrt, sind die
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Diese wird irefjeder Phasen verstérkt gebildet, jedoch
am meisten wahrend der Reperfusion und Reoxygergeflen & Starkov, 2012). Wéahrend
der Reoxygenierung resultiert ein Verlust der niitwwdrialen Membranintegritat in einer
mitochondrialen Dysfunktion, welche wiederum zuegiWerringerung des ATP-Gehaltes und
somit zu einer verstarkten ROS-Produktion fihrtn(Be Starkov, 2012). Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit die Hypothese aufgestelitsdeine gesteigerte ROS-Produktion zu
einer starkeren Auspragung einer hypoxisch-ischémeis Gehirnlasion fuhrt.
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Locovei et al. beschrieben, dass es durch einexggh-ischdmischen Insult zu einem
erhohten Efflux von ATP kommt, welcher wiederum dietivierungszeit des Panx1-Kanals
verlangert und somit zum Zelltod fiihrt (Locoetial., 2007). Des Weiteren spielt ATP eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung der Apoptose (iongtonet al., 2001; Blomgreret al.,
2007; Cericet al., 2013) sowie bei der Bildung der ROS (Dirneighl., 1999). Da der Panx1-
Kanal primar fur den Efflux von ATP verantwortlicst, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit
analysiert, ob die Deletion von Panxl, zu einermmederten hypoxisch-ischamischen

Gehirnlasion fihrt.

6.1 Lasionsmodell

Zur Untersuchung der frih-postnatalen hypoxischédstischen Gehirnlasion wurde das
bereits beschriebene Modell in friih-postnatalen $¢auSheldoet al., 1998) fir die eigenen
Versuchszwecke etabliert. Wie bereits von Sheldonale untersucht wurde, sprechen
unterschiedliche Mausstamme unterschiedlich staumk @e Durchfihrung des frih-
postnatalen hypoxisch-ischamischen LasionsmodeliSheldoret al., 1998). Ein kritischer
Punkt ist hierbei die Hypoxiezeit, die balanciegrden muss zwischen einem zu geringen
hypoxisch-ischamischen Hirnschaden und dem Tod @ee durch zu lange Hypoxie. In der
Literatur sind unterschiedliche Protokolle beziglider Hypoxiedauer zu finden. Diese
schwanken in der Regel zwischen 30 und 80 min wwltieren in unterschiedlichen
Auspragungen der frih-postnatalen hypoxisch-ischéimein Gehirnlasion (Teet al., 2003;
Lafeminaet al., 2006; Albertssomet al., 2014; Burnsedt al., 2015).

Ein weiterer kritischer Punkt bei der Durchfuhrutigses Modells ist die Kammertemperatur
wahrend der Hypoxie. Um die Auskihlung der siebageTalten Tiere zu verhindern, muss
die Temperatur der Hypoxiekammer den Erhalt der dfigmperatur konstant bei 36°C
gewahrleisten. Zudem flhrt eine zu niedrige Tentperazu einer Neuroprotektion
(Truttmann, 2012), eine zu hohe Temperatur hingegeeriner exzessiven Schadigung des
neuralen Gewebes (Zlal., 2006a).

Bei der Durchfihrung des frih-postnatalen hypoxischamischen Lasionsmodells wurde
nicht zwischen den Geschlechtern der Tiere untezdeh. Zum Zeitpunkt der Etablierung
des Modells gab es keine eindeutigen Hinweise aifsthrkere Ausprégung einer fruh-
postnatalen hypoxisch-ischamischen Gehirnlasion dieem der Geschlechter. Wahrend
Herson et al. den Einfluss des Geschlechts aufdspragung einer hypoxisch-ischamischen
Lasion ausschliel3en, legen aktuelle Befunde vomd&ad et al. einen Einfluss nahe (Herson
et al., 2013; Burnsedtt al., 2015). Allerdings wurden die Arbeiten von Burnsdal. an
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Tieren im Alter von P10 durchgefiihrt (Burnsedal., 2015). In der vorliegenden Arbeit
hingegen wurden die Tiere im Alter von P7 einerdyipch-ischamischen L&sion unterzogen.
Kang et al. konnten zeigen, dass geschlechtsspazriiUnterschiede in der Auspragung einer
frih-postnatalen hypoxisch-ischamischen Lasiorrsdtghangig sind (Kang al., 2015): Bis
zu einem Alter von P7 zeigten die Geschlechtersadr geringfiigige Unterschiede auf. Ab
P12 hingegen treten deutliche Unterschiede auf.mdgliche Ursachen wurde postuliert,
dass es wahrend der Reifung des Gehirns zu uniedichen Expressionen von u.a. Chlorid-
Transportern kommt, die fir die Regulation der a&m Differenzierung und Migration
verantwortlich sind (Dzhalet al., 2008; Kahleet al., 2008; Dzhalat al., 2010; Kanggt al.,
2015). Je nach Transporter zeigten diese Expressi@nst ab einem bestimmten Alter
geschlechtsspezifische Unterschiede. Zusammenfasseder Einfluss des Geschlechts an

P7, wie in dieser Arbeit anlysiert, nahezu auszieéan.

Zur Untersuchung der frih-postnatalen hypoxischédstschen Gehirnlasion wurde ein
hypoxisch-ischamischer Insult an sieben Tagen (&%®n Mausen herbeigefuhrAuf
zellularer Ebene zeigt das Gehirn einer P7 altensv#nen &hnlichen Entwicklungsstand auf,
wie das Gehirn eines humanen Neugeborenen (Birah, 2012). Aus diesem Grund wurde
das Alter von P7 fir die Initiation des frih-postan hypoxisch-ischamischen Insultes
gewahlt. Liu et al. konnten im Tierversuch einemseheidenden Einfluss des Alters auf die
Auspragung einer Gehirnlasion zeigen (letual., 2004a). Je alter das Tier war, desto eher
verschob sich die Art des Zelltodes von Apoptose Nekrose. Des Weiteren zeigten
Untersuchungen am adulten Modell des Verschlussesndtleren Zerebralarterie (MCAO),
welches einen Schlaganfall simuliert, das z.B.rélfEiere kleinere Odeme ausbildeten als
jungere Tiere (Liuet al., 2009). Als Ursache wurden dabei z.B. eine unkeesitiche
Expression des Natrium-Kalium-Chlorid CotranspatefLiu et al., 2010) sowie
unterschiedliche Gefal3grol3en postuliert. Auch leeiAhalyse der Gehirne kann im Modell
der MCAO bereits nach 24h ein grol3er neuraler Saindestgestellt werden (Ansaet al.,
2011; Chianggt al., 2011). Allerdings ist dieser Schaden nur bei3®6 der Tiere auch im
Hippocampus manifestiert (Roussekstal., 2012). Dies liegt darin begrindet, dass der
Hippocampus aul3erhalb des Versorgungsgebietes ittbarem Zerebralarterie liegt (Uchida
et al., 2010).

Neben dem Mausmodell der frih-postnatalen hypoxisdmmischen Gehirnlasion gibt es
auch noch ein Modell in der Ratte (Levine, 196(;eRi1981; Vannucci & Vannucci, 1997).
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In der Literatur wird beschrieben, dass dieses Madee relativ konstante Auspragung der
Gehirnlasion zeigt (Rong al., 2015). Bereits 48h nach einem hypoxisch-ischdmeisdnsult
tritt eine ausgepragte Lasion des Gehirns auf. Meapisch kann im Modell der Ratte eine
Unterscheidung zwischen der lasionierten Hemisphédeder nicht-lasionierten Hemisphéare
erfolgen. Die lasionierte Hemisphare zeigt dabest&y oder gar eine komplette Verringerung
des neuralen Gewebes auf (Rastgal., 2015). Warum das Modell der Ratte einen solch
konstanten Schaden aufzeigt ist noch nicht bekdfine mdgliche Erklarung kdnnte sein,
dass die Ratte groRere Gefal3e besitzt als digpiétratale Maus (Ligt al., 2010).

Des Weiteren kénnte es moglich sein, dass RattdrMiusen unterschiedliche Anastomosen
der Gehirnarterien ausbilden. So wére es mogliaks @.B. kleine anastomosierende Gefalie,
welche der rechten Arteria carotis communis emgpm, Teilbereiche der durch die
Operation verschlossenen linken Arteria carotis rooms mit versorgen kdnnen. Van
Bruggen et al. zeigten, dass der Vascular Endath&liowth Factor (VEGF) eine wichtige
Rolle bei der Auspragung einer hypoxisch-ischangacGehirnlasion spielt (van Bruggen N
et al., 1999). Somit kbnnte es mdoglich sein, dass jedesMater hypoxisch-ischamischen
Bedingungen unterschiedlich viel VEGF freisetzt, swandéglicherweise zu einer

unterschiedlichen Auspragung einer hypoxisch-isaébémen Gehirnlasion fuhrt.

Das Mausmodell der frih-postnatalen hypoxisch-isteéhen Gehirnlasion stellt eine gute
Moglichkeit dar, um unterschiedliche Aspekte dieggkrankung zu untersuchen. Die
Durchfihrung der Operation und der Hypoxie ist deadisiert und zeigt reproduzierbare
Ergebnisse auf. Wie bereits in der Ratte beschmieis¢ auch bei der Maus das sekundare
energetische Versagen nach einer hypoxischen Isenéomrhanden (Hagberg al., 1997).
Viele Aspekte des Mausmodells sind der PathologgeMenschen vergleichbar, z.B. ist eine
hypoxisch-ischamische Gehirnlasion in den gleicAezalen (z.B. Hippocampus-Region) zu
detektieren. In vielen Punkten gibt es jedoch dzthel Differenzen zwischen dem
Mausmodell und dem Menschen. Ein Beispiel hiersilr dass sich der Aufbau des murinen
Gehirns deutlich von dem des humanen Gehirns wtteidet; so besitzt das humane Gehirn
im Vergleich zur Maus z.B. sehr stark ausgepragte @d Sulci.

Auf pathologischer Ebene besteht ein weiterer Woteed zwischen dem Mausmodell und
einem humanen Insult darin, dass bei einem hypbxszhamischen Insult im Menschen
nicht immer nur ein einseitiger Verschluss der Aetdzw. eine einseitige Minderversorgung
des Gehirns vorhanden ist (Rice, 1981; Hagleeat., 1997).
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Im Tierversuch wurden strukturelle Veranderungerdan Hemispharen insbesondere auf
zellularer Ebene in histologischen Schnitten detekt Besonders im Bereich des
Hippocampus wurde eine Zerstorung der Struktur somauraler Zellen beobachtet. Eine
Ausbreitung der Lasion bis in den Kortex konnte har wenigen Tieren detektiert werden.
Dies konnte begriinden, warum auf makroskopischen&lkein Unterschied zwischen den
den Tieren mit und ohne frih-postnatalem hypoxischamischem Insult detektiert werden
konnte. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergsbnisder bisherigen Literatur, worin
beschrieben wird, dass es durch einen hypoxisdt@émsischen Insult vor allem zu Schaden
im Bereich des Hippocampus kommt, da die Zellesati&kegion einen hohen Glukose- und
Sauerstoffverbrauch haben (Sokoleffal., 1977; Strasser & Fischer, 1995; Matsuekal .,
1997; Tajiri et al., 2004; Fatemiet al., 2009; Zhaoet al., 2013). Eine weitere mdgliche
Erklarung dafir, dass die zellularen Veranderundeuptsachlich im Bereich des
Hippocampus auftraten, kénnte sein, dass die ZélteBereich des Hippocampus nur eine
geringe Myelinisierung besitzen (Berger & Frots¢HE94). Die Myelinschicht ermdglicht
der Nervenzelle eine schnelle Weiterleitung des/dl@mpulses. Ist diese nicht gewéhrleistet,
so kann dies auch eine negative Auswirkung aufNkevenzelle selbst haben. Tritt ein
Schaden an der Myelinschicht auf, so sind die @kgarozyten in der Lage, dies durch
Remyelinisierung zu beheben. Liu et al. konntereit®rzeigen, dass ein frih-postnataler
hypoxisch-ischdmischer Insult in einer Verminderdeg Myelins resultiert (Liet al., 2002).
Sie konnten zeigen, dass es bei einer verstarkemyBlinisierung zu einer verringerten
Regeneration der Nervenzellen kam (Lét al., 2002). Des Weiteren scheint es von
Bedeutung zu sein, welcher Zelltyp bei einem hygaxiischamischen Insult betroffen ist. So
konnten bisher mehrere Arbeitsgruppen mittels Veesiener Untersuchungstechniken
nachweisen, dass die pyramidalen Zellen im BerdeshHippocampus eine andere Reaktion
auf einen hypoxisch-ischamischen Insult zeigen, dis pyramidalen Zellen des Kortex
[reviewed in (Schmidt-Kastner, 2015)]. Fur die leappmapale Region CA1 und CA3 wurden
sogenannte Gen-Sets zusammengestellt, welche dmedSton der Gene in diesen
hippocampalen Regionen auflistet. Somit konnten femtstellen, dass diese Regionen
unterschiedliche Gene exprimieren, welche fur dieerschiedlichen Reaktionen auf einen
hypoxisch-ischdmischen Insult verantwortlich seimiten [reviewed in (Schmidt-Kastner,
2015)].
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6.2 Das Protein Nnt hat einen Einfluss auf die Auspraguog einer friih-postnatalen
hypoxisch-ischamischen Gehirnlasion
Zur Uberpriifung der Hypothese, dass eine gesteig®@@S-Produktion zu einer stéarkeren
Auspragung einer frih-postnatalen hypoxisch-isceéh@n Gehirnlasion fuhrt, wurden in
dieser Arbeit zwei Unterstamme der C57BL/6 Mausvegrdet: der C57BL/6N Unterstamm
und der C57BL/6J Unterstamm. Diese beiden Untersi&ranterscheiden sich darin, dass
den Mausen des C57BL/6J Unterstammes Exon 7-1INde&ens fehlen und somit kein
funktionelles Nnt Protein gebildet werden kann (lslé&et al., 2009). Das Nnt Protein ist ein
wichtiger Bestandteil zur mitochondrialen BildungovNADPH. NADPH spielt eine tragende
Rolle bei der Biosynthese und Entgiftung von freieadikalen (Balabaret al., 2005;
Gauthieret al., 2013; Nickelet al., 2014). Durch das vorhandene Nnt Protein, kaniigemnd
NADPH gebildet werden, um die reaktive Sauerst@isps (ROS) abzubauen und somit
einen Zellschaden durch ROS zu vermeiden. Durch~daten von Exon 7-11 déit-Gens
bei dem C57BL/6J Unterstamm kann nicht mehr gendig&RDPH zur Entgiftung von ROS
gebildet werden. Auf Grund dessen wurde die Hym#haufgestellt, dass der C57BL/6J
Unterstamm eine starkere Auspragung einer frihaatesien hypoxisch-ischamischen
Gehirnlasion zeigen muss als der C57BL/6N Unterstanm bisherigen Arbeiten konnte
bereits gezeigt werden, dass es durch das Fehfehlnbzu Verdnderungen im Stoffwechsel
kam, so wiesen die Tiere des C57BL/6J Unterstanmi@seine verminderte Glukosetoleranz
auf (Toyeet al., 2005; Fisher-Wellmamt al., 2015). Des Weiteren scheint das Fehlen des
Nnt-Proteins eine Rolle bei der Entwicklung von pakitas zu spielen (Nicholscat al.,
2010; Heikert al., 2013).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigtensdadas Fehlen des Nnt-Proteins einen
Einfluss auf die Auspragung einer frih-postnatédgmoxisch-ischamischen Gehirnlasion hat.
Entgegen der urspriinglichen Hypothese ergaben diewértungen allerdings, dass der
C57BL/6J Unterstamm eine geringere Auspragung gpoxisch-ischamischen Gehirnlasion
zeigte als der C57BL/6N Unterstamm. Sowohl bei d@nteilung der Tiere in die
unterschiedlichen Scores, als auch bei der Analyse Apoptose und der aktivierten
Mikroglia/Makrophagen zeigte der C57BL/6N Unterstamausgepragtere pathologische
Veranderungen auf als der C57BL/6J Unterstamm. Bwdgliche Ursache hierfur kénnte
sein, dass der C57BL/6J Unterstamm durch das Feldermnt-Proteins mehr intrazellulares
ROS besitzt und somit andere Kaskaden fur den AblealROS verantwortlich sind, als der
Abbau Uber NADPH. Auch die im C57BL/6J Unterstammekdnnten metabolischen

Veranderungen kénnten einen Einfluss auf die Augprg einer friih-postnatalen hypoxisch-
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ischamischen Gehirnlasion haben. Des Weiteren kdestmoglich sein, dass die Synthese

von NADPH durch das Fehlen des Nnt-Proteins voremrdProteinen ibernommen wird.

Nickel et al. untersuchten in ihrer Arbeit den Hisé des Nnt-Proteins auf die Bildung von
ROS bei einer Herzinsuffizienz (Nicked al., 2015). Auch sie konnten feststellen, dass beim
C57BL/6J Unterstamm weniger Tiere eine Herzinsidfiz ausbildeten als die Tiere des
C57BL/6N Unterstammes. Des Weiteren stellten s&t, fdass die Tiere des C57BL/6N
Unterstammes nach einer Herzinsuffizienz mehr agiiggche Zellen aufzeigten, als die Tiere
des C57BL/6J Unterstammes. Aus diesem Grund stedite die Hypothese auf, dass Nnt
unter pathologischen Bedingungen seine Eigensel@fntioxidans verliert und durch eine
reverse Funktion in einen ,pro-oxidativen* Modusrseizt wird. In diesem Modus wird
NADPH oxidiert, um NADH fur die ATP-Produktion zwrgthetisieren. Aufgrund dieser
Bedingungen wird die mitochondriale ROS-Emissiorstgigert, wodurch es zu einer
Verschlechterung der Herzinsuffizienz kommt, wela@nn sogar zum Tod fuhren kann.
Dieser Effekt konnte in Mausen des C57BL/6J Unéenshes, denen das Nnt-Protein fehlt,

nicht detektiert werden.

Prinzipiell ist ein vergleichbarer Modus auch imhiReen der hypoxisch-ischamischen
Hirnschadigung denkbar und kdnnte die beobachtatkese Schadensauspragung in Mausen
des C57BL/6J Unterstammes erklaren. So deutet diB. erhbhte Anzahl 8-OHdG-
immupositiver Zellen auf eine erhéhte ROS-indueiddiNA-Schadigung in diesen Mausen
hin. Eine Analyse der mitochondrialen Enzyme derSR&ynthese und des ROS-Abbaus

wirden an diesem Punkt weiterfiihrende Ergebnisgarem lassen.

In der Literatur wurde beschrieben, dass es inidielh durch einen Knockdown von Nnt zu
einem Anstieg von ROS und der Apoptoserate komnairfMridouet al., 2012; Yinet al.,

2012). Aus diesem Grund wurde erwartet, dass e€HMBL/6J Unterstamm durch das
Fehlen des Nnt-Proteins zu einer starkeren Apoptosk somit zu einer gréReren frih-
postnatalen hypoxisch-ischdmischen Gehirnlasion rkbmAllerdings konnte in der
vorliegenden Arbeit genau das Gegenteil aufgez@mgtden: Der C57BL/6N Unterstamm

zeigte mehr apoptotische Zellen auf als der C578L/6terstamm.

Der Einfluss des Nnt-Proteins wurde in anderen i8tuduch in anderem Kontext, z.B. von

Infektionen untersucht. So zeigtemvitro Analysen, dass der C57BL/6J Unterstamm eine
gréRere Resistenz bei einer akuten Pulmonalinfekiidt Streptococcus pneumoniae zeigte
als ein C57BL/6J Unterstamm, dem dhig-Gen inseriert wurde (Ripodt al., 2012). Jedoch
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zeigte die Untersuchung an isolierten Makrophagéssed beiden Stdmme, dass der
C57BL/6J Unterstamm bei einer Infektion mit Strdqaicken mehr ROS bildet und eine
starkere inflammatorische Antwort zeigt (Ripetlal., 2012). Dieses Ergebnis deckt sich mit
den anderen bisherigen Ergebnissen, die hauptskichdn isolierten Mitochondrien
durchgefuhrt wurden: Der Mangel an Nnt-Protein féhrzu einem Anstieg des
mitochondrialen ROS-Gehaltes (Yet al., 2012; Lopert & Patel, 2014). Diese Ergebnisse
zeigen deutlich, dass das Protein Nnt einen Eisflugf die Auspragung einer Schadigung
hat, die Uber einen ROS-Signalweg herbeigefiihrtd.wiEntgegen der urspriinglichen
Hypothese, dass das Fehlen des Nnt-Proteins zu stifwkeren Auspragung einer Lasion
fuhrt, konnte allerdings gezeigt werden, dass eshddas Fehlen des Nnt-Proteins zu einer
antioxidativen Wirkung kommt. Dies bestatigt dieddyhese von Nickel et al., dass es unter
pathologischen Bedingungen zu einer reversen Famktn Nnt kommt, welche es in einen
.pro-oxidativen* Modus versetzt, wodurch es zu eigesteigerten ROS-Emission kommt
(Nickel et al., 2015).

Neben der verdnderten Apoptose-Rate nach einemxisgbeischamischen Insult, wurde in
den Tieren des C57BL/6J Unterstammes auch eineeigegde Rate an aktivierten
Mikroglia/Makrophagen erwartet. Allerdings wurde dier vorliegenden Arbeit anhand der
Analyse der aktivierten Mikroglia/Makrophagen geteidass es bei den Tieren des
C57BL/6N Unterstammes zu einer hoheren Anzahl sdtier Mikrogliazellen bzw.
Makrophagen kam als bei den Tieren des C57BL/6&krSstammes. Eine Aktivierung von
Mikroglia/Makrophagen tritt u.a. nach Gehirnlasionauf (Kinghamet al., 1999). Die
Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen kann eine a#ige, aber auch eine positive
Wirkung zeigen. So werden durch ihre Aktivierunghieezellen, wie z.B. Oligodendrozyten
(Denget al., 2008) und Neurone (Jantztal., 2005; Kaushal & Schlichter, 2008), zerstort.
Allerdings kann ihre Aktivierung nach einem hypakisschamischen Insult auch eine
protektive Rolle einnehmen (Kitamugh al., 2004; Lalancette-Hebed al., 2007). Somit
konnten die Ergebnisse aus dieser Arbeit auch bededass der C57BL/6N Unterstamm
eine grollere Lasion ausbildet als der C57BL/6J tdtgmm, da in ihm eine Vielzahl von
Mikrogliazellen aktiviert wird, welche wiederum hoher Anzahl eher neurodegenerativ als

neuroprotektiv wirken kdnnten.

Die Hypothese, welche eine starkere AuspragunglLdsion in den Tieren des C57BL/6J
Unterstammes erwartete als in Tieren des C57BL/G6Xetdtammes, lag darin begriindet,

dass in den Tieren des C57BL/6J Unterstammes, dliecBeletion von Nnt, eine gesteigerte

98



Diskussion

ROS-Produktion als in den Tieren des C57BL/6N Wiigenmes erwartet wurde. Um diese
Hypothese zu analysieren wurden sowiohlivo als auchin vitro Untersuchungen beztiglich
des ROS-Gehaltes sowie der Entstehung und des Abbam ROS durchgefihrt. Zur
Bestimmung der ROS-induzierten DNA-Schadigungivo wurde der Marker 8-OHdG an
Gehirnschnitten bestimmt. Dieser zeigte ein st@&kemmunpositives Signal in den linken
l&sionierten Hemisphéaren als in den intakten rechtemispharen. Des Weiteren konnte ein
signifikant geringeres immunpositives Signal im B5/6N Unterstamm detektiert werden
als im C57BL/6J Unterstamm. Entgegen der oben geaanErgebnisse, bei denen eine
gréRere Lasion im C57BL/6N Unterstamm gezeigt werklennte, wurde die urspringliche
Hypothese mittels indirekter Bestimmung der ROSduten Marker 8-OHdG bestatigt. Ein
verringertes Aufkommen von 8-OHdG-positiven Kardi@ayten im C57BL/6N Unterstamm
im Vergleich zum C57BL/6J Unterstamm konnte auchModell der Herzinsuffizienz durch
Nickel et al. nachgewiesen werden (Nickehl., 2015). Allerdings war dieser Effekt nur in
den Sham-operierten Tieren zu sehen. Bei den Timiemderzinsuffizienz hingegen zeigte
der C57BL/6N Unterstamm im Herzen mehr 8-OHdG-pasitkardiomyozyten, als der
C57BL/6J Unterstamm (Nickedt al., 2015). Somit stellt sich die Frage, ob Nnt-defiee
Kardiomyozyten eine andere Reaktion auf einen tngeigen, als Nnt-defiziente neurale
Zellen. Eine weitere Erklarung dieser gegensatehdirgebnisse kénnte die Verwendung des
8-OHdG als ROS-Marker geben. In der Literatur wBrF@HJG zum einen als zuverlassiger
Marker fir ROS beschrieben. Liu et al. zeigten,sd@sOHdJG ein geeigneter Marker fur
oxidativen Stress bei einem Zerebralinfarkt istu(ki al., 2004b). Am Modell des MCAO
konnte bei einer permanenten Okklusion, im Vergleza Kontrolle, ein verstarktes Signal
detektiert werden. Bei den Tieren, bei denen nurefiien bestimmten Zeitraum die Arterie
okkludiert wurde, war dieses Signal jedoch nichs&ok (Liuet al., 2004b). Auf der anderen
Seite wurde die Sensitivitat von 8-OHdAG als MarkerROS bei anderen Erkrankungen wie
z.B. dem Morbus Huntington kritisch diskutiert (Barsky et al., 2013). Diese Analysen
wurden jedoch spektrometrisch sowie chromatographislurchgefiihrt, so dass die

Vergleichbarkeit zur immunhistochemischen Detektian bedingt gegeben ist.

Das 8-OHdG-Signal im hypoxierten Gehirn co-loka&ite mit der Immunmarkierung des
~glial fibrillary acidic protein“ (GFAP), einem M&er astroglialer Intermediarfilamente. Die
detaillierte Analyse ROS-Signalweg-spezifischertbedn, die der Bildung bzw. dem Abbau
von ROS dienen, wurde daher an Astrozytenkulturenchdyefiihrt. Astrozyten beider
Unterstamme wurden einem Sauerstoff- und Glukosgeld@®GD) ausgesetzt. Vergleichbar
den Ergebnissen dés vivo Modells, zeigten die Astrozyten des C57BL/6N Usitt@mmes
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auch nach OGDin vitro eine geringere Uberlebensfahigkeit als Zellen @&¥BL/6J
Unterstammes. Das Uberleben zeigte sich jedochhamajig von den ROS-Konzentrationen
bzw. vom GSH/GSSG-Verhéltnis; Verdnderungen allrafeter konnten hauptsachlich in
Abhangigkeit von der OGD-Dauer detektiert werderckdl et al. analysierten den Einfluss
des Nnt-Proteins auf die Auspragung einer Herzfisahz am Mausmodell (Nickedt al.,
2015). Sie konnten bei der Bestimmung der ROS sl GSH/GSSG-Verhéltnisses einen
Unterschied zwischen den Herzen der Tiere mit unteceiner Herzinsuffizienz zeigen, nicht
aber zwischen den beiden Unterstammen (Niekell., 2015). In der vorliegenden Arbeit
zeigten die Ergebnisse, dass es im Vergleich zuntiétle nach 6h OGD zu einem Anstieg
des GSH/GSSG-Verhaltnisses kommt. Dies wirde bedeutass nach 6h OGD weniger
ROS vorhanden sein muss als bei der Kontrolle.Ubgache hierflr kdnnte sein, dass durch
die Verringerung von ATP bei 6h OGD und durch denirggen mitochondrialen Einstrom
von Calcium weniger NADH gebildet werden kann (Maatal., 2006; Kohlhaas & Maack,
2013). Dadurch sind freie Elektronen in der Lage, ROS-Einheit @ zu bilden, welche
nicht durch die Oxidation von GSH zu GSSG abgebaetden kann. Aus diesen
Erkenntnissen lasst sich schlieRen, dass durch @itle-postnatalen hypoxisch-ischamischen
Insult mehr @ generiert werden kdonnte als®, wodurch der Abbau Uber GSH/GSSG keine
Rolle spielt. Eine weitere Vermutung aufgrund dieSegebnisse wére, dass das Protein Nnt
keinen direkten Einfluss auf die Bildung oder ddsbAu von ROS hat.

Durch Uberschissige Elektronen, die nicht fur diedBktion von ATP benétigt werden,

kommt es zur Bildung von ROS (Turrens, 2003; Mur@g09). Aus diesem Grund ist ATP
ein wichtiger Faktor bei der Generierung der RO&.Hillfe des ATP-Assays konnte gezeigt
werden, dass mit zunehmender ODG-Dauer der ATP{Gehaeiden Unterstammen absinkt.
Die Reduktion des ATP-Gehaltes mit zunehmender (@@Der bestéatigt, dass es mit
zunehmender OGD-Dauer zu einer gesteigerten ApejiRase kommt. Die Einleitung der
Apoptose ist ein hochenergetischer Prozess, der AIEP benétigt, wodurch eine

Verringerung des ATP-Gehaltes auf eine gesteigekpoptose-Rate schlieRen lasst
(Northingtonet al., 2001; Blomgreret al., 2007; Cericet al., 2013). Mit den hier gezeigten
Ergebnissen konnte festgestellt werden, dass e dimterschied in der ATP-Produktion
zwischen dem C57BL/6N- und dem C57BL/6J Unterstagitth Der C57BL/6J Unterstamm

zeigte dabei initial einen héheren ATP-Gehalt as @57BL/6N Unterstamm. Bei 6h OGD
war kein Unterschied mehr zwischen dem C57BL/6Nd dem C57BL/6J Unterstamm zu
detektieren, somit gab es im C57BL/6N Unterstammerigeringeren Abfall im ATP-Gehalt,

als im C57BL/6J Unterstamm. Folglich misste im CEBB Unterstamm verglichen mit dem
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C57BL/6N Unterstamm wéahrend der OGD mehr ROS gebilkrden. Im Gegensatz zu den
hier erzielten Ergebnissen wurde in der Arbeit Yamet al. durch einen Knockdown von Nnt
in PC12 Zellen eine Verringerung des ATP-Spiegetzegt (Yin et al., 2012). Eine
grundlegende Erklarung fiir dieses gegenteilige Iirige gibt es allerdings nicht. Eine
maogliche Ursache hierfur kdnnte sein, dass diegeet Arbeit verwendeten Astrozyten durch
ihre natirliche Deletion des Nnt evolutionsbediagten physiologischen Vorteil gegentuber
dem plétzlichen Knockdown des Nnt in den PC12 Zedlatwickelt haben kénnten.

6.2.1 Der Einfluss des Nnt-Proteins auf die Stabilitdit ud Barrierefunktion der
zerebralen Gefalle
Aufgrund der Tatsache, dass es einen Unterschiel@rilAuspragung einer frith-postnatalen
hypoxisch-ischdmischen Gehirnlasion zwischen demehi des C57BL/6N- und den Tieren
des C57BL/6J Unterstammes gab, wurde im néachsthantiSanalysiert, ob das Fehlen des
Nnt-Proteins bereits zu einer Veradnderung der Hf#bibzw. der Barrierefunktion der
zerebralen Gefal3e fuhrt. Es wurde die Hypothesgeatdllt, dass es bei den Tieren des
C57BL/6J Unterstammes aufgrund des Fehlens desPh¢ins zu einer verringerten
Gefal3stabilitdt und zu einer verringerten Barrienkfion kommt. Durch die Perfusion mit
dem farbigen Silikongummi Microfil konnten die zerebralen GefaRe sichtbar gemacht
werden. Jedoch waren bei einigen GefalRen Untenbngem zu sehen, an denen sich Blasen-
ahnliche Formationen von Microfilgebildet hatten. Dies deutet darauf hin, dassGaiiRe
an diesen Stellen rupturiert sind. Vor allen Dingpenden Gehirnen der C57BL/6J Tiere war
dies verstarkt aufgetreten. Mdgliche Ursachen féses Phanomen kdnnten sein, dass der
Druck wahrend der Perfusion oder die Viskositat ldésung zu hoch waren, wodurch die
GefalRe an unterschiedlichen Stellen aufgerisseh siafgrund dessen wurden weitere Tiere
mit verringerten Viskositaten der Losung perfundiBei diesen Versuchen konnte allerdings
bei der Analyse der Gehirne kein Micr8fin den GefaRen detektiert werden, was vermuten
lasst, dass eine verringerte Viskositat dazu fidass das Microffl wieder aus den GefaRen
perfundiert, bevor es fest werden kann. Neben dégliahen methodischen Ursachen fur die
Bildung dieser Blasen-ahnlichen Formationen, kdmrdach zellulare Eigenschaften dafir
verantwortlich sein. U.a. konnten ROS oder ROS-meite Vermittler, wie Bradikinin,
inflammatorische Zytokine oder der Tumor-Nekros&tbaa (TNF-o) bei der Schwachung
der GefaRwand eine Rolle spielen. Bei Tilkst z.B. bereits bekannt, dass es durch die
Aktivierung verschiedener Rho GTPasen und anderechsinismen die Barriere zwischen
Endothelzellen beeinflussen kann (Marcos-Ramdi@., 2014). Aus diesem Grund wurden in

dieser Arbeit zunachst Tiere mit Evans Blue perferidund die angefertigten Gefrierschnitte
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der Gehirne am Mikroskop untersucht. Die Analyggbr dass es weder in den Gehirnen der
C57BL/6N Tiere, noch in denen der C57BL/6J Tiereemer Einfarbung mit Evans Blue im
Gehirngewebe kam. Evans Blue konnte ausschlieishicEndothel detektiert werden. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass die GefaRbamiech intakt ist. Allerdings kénnte dies auch
darin begriindet sein, dass die Perfusionszeit ilmhMinuten zu gering ist und eine langere

Perfusionszeit ein anderes Ergebnis ergibt.

Anhand dieser Arbeit konnte erstmalig eine unteesfiithe Auspragung einer frih-

postnatalen hypoxisch-ischdmischen Gehirnlasionsdvan dem C57BL/6N- und dem
C57BL/6J Unterstamm detektiert werden. Sowohl in Alezahl der Tiere, die eine Lasion
ausbildeten, als auch in der Starke der Auspragawge den Markern fur Apoptose und
aktivierte Mikroglia und Makrophagen konnten Untdngede zwischen den Unterstammen
gezeigt werden. Anhand des Proliferationsmarke®7 kKiowie des ROS-Markers 8-OHdG
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass es zwischen Udaterstdammen einen generellen
Unterschied gibt; so konnte in Tieren des C57BLfXerstammes (Nnt-Deletion) eine
erhohte Anzahl Ki67-immunpositiver sowie 8-OHdG-iompositiver Zellen detektiert

werden als in Tieren des C57BL/6N Unterstammes. Aiesen Ergebnissen lasst sich
schlieBen, dass das Nnt-Protein eine wichtige Rumdieder Zellschadigung wéhrend eines

frih-postnatalen hypoxisch-ischamischen Insultéstsp

6.3 Panxl zeigt einen geringfligigen Einfluss auf die Agpragung einer hypoxisch-
ischamischen Gehirnlasion

Der Einfluss des Panxl-Kanals auf die Auspraguntgereifrih-postnatalen hypoxisch-
iIschamischen Hirnlasion wurde an Panxl1-transgenaaskh untersucht (Prof. Dr. Hannah
Monyer, Abteilung Klinische Neurobiologie des Unisiétsklinikums, Heidelberg,
Deutschland), die aufgrund einer Insertion eitesZ-Gens sowie einer Phosphoglycerat
Kinase-Neomycin Kassette in Exon 1 dPanx1-Gens kein Panx1-Protein exprimieren
(Anselmiet al., 2008). Panx1 wird zu den integralen Membranpneteigezahlt (Panchiet

al., 2000). Seine Aktivierung ist abhéngig von der iikrung bestimmter Rezeptoren wie
z.B. den P2X-Rezeptoren (Davidsenal., 2015). Ein wichtiger Rezeptor, der mit Panx1
interagiert, ist der purinerge P2X7 Rezeptor (lasmbal., 2007; Mayoet al., 2008; Pelegrin
et al., 2008; Scemest al., 2009). Uber die Interaktion zwischen Panxl unch de2X7
Rezeptor wird ein Signalkomplex gebildet, der zueeiverlangerten Aktivierung von Panx1
fuhrt (Locoveiet al., 2007). Durch das Offnen eines Panx1-Kanals ishéglich, dass ATP
in den Extrazellularraum freigesetzt wird (Bai@l., 2004; Shestopalov & Slepak, 2014). Das
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extrazellulare ATP wiederum fuhrt u.a. zur Aktiviag des P2X7 Rezeptors. Dadurch wird
der Signalweg des Inflammasoms aktiviert, wodurdkrleukin-B aus Makrophagen und T-
Lymphozyten ausgeschiittet wird (Pelegrin & Surpngén2006; Locoveet al., 2007; Schenk
et al., 2008; Pelegrin & Surprenant, 2009). Thompsorl.&amnten bereits an hippocampalen
Neuronenkulturen zeigen, dass es unter hypoxisdt@émischen Bedingungen gerade in
hippocampalen Neuronen zu einer Offnung der Parediale kommt (Thompsoet al.,
2006; Penuelat al., 2013). Durch das Offnen dieser Kanile kommt eDxsregulation des
lonengehaltes, welches wiederum zum neuralen Tid fThompsoret al., 2006; Locovekt

al., 2007; Penuelat al., 2013). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Panxl wichtige Rolle
bei der Apoptose zukommt. In diesem Fall soll AWe|ches Uber getffnete Panx1-Kanale
freigesetzt wurde, als ,Find-me* Signal fur Phagenydienen (Chekemt al., 2010; Penuela
et al., 2013). Da die Regulation von ATP wahrend einegoRisch-ischamischen Insultes
eine wichtige Rolle spielt (Northingtoet al., 2001; Blomgreret al., 2007; Locoveiet al.,
2007; Cerioet al., 2013) und Panxl den ATP-Ausstrom ermoglicht, wupdstultiert, dass
Panx1 eine wichtige Rolle bei der Auspragung vohifa&sionen spielt (Yast al., 2010).

In dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestebissdes durch die Deletion von Panxl zu
einer verminderten Ausschittung von ATP kommt, Wwefcin einer verringerten Auspragung
der hypoxisch-ischdmischen Gehirnléasion result@amit wurde in dieser Arbeit postuliert,
dass Tiere des Panxl-transgenen Stammes geringsmwgirRungen eines frih-postnatalen

hypoxisch-ischdmischen Insultes aufweisen als C3BIWildtyp-Tiere.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass in deref des C57BL/6N Unterstammes eine
geringfugig groRere Lasionsflache zu detektierenalsin den Tieren des Panxl-transgenen
Stammes. Erstmalig wurde sich in der vorliegendebeA mit dem Einfluss einer Panx1
Deletion in einem friih-postnatalen Mausmodell dgpdxisch-ischamischen Gehirnlasion
beschaftigt. In bisherigen Arbeiten, die unter aade von Bargiottas et al. durchgefihrt
wurden, konnte gezeigt werden, dass es im adultedeM fur fokale ischamische
Gehirnlasionen (MCAO) in Panxl-transgenen Mausenglichen zur Kontrolle, zu einem
verkleinerten Infarktvolumen kommt (Bargiotasal., 2011). Durch einen Doppelknockout
von Panx1 und Panx2 konnten sie sogar eine nodkestdVerringerung des Infarktvolumens
erreichen. Auch Cisneros-Mejorado et al. konnten Madell der MCAO zeigen, dass es
durch eine Inhibition mittels Blockern oder durcines Deletion von Panxl zu einer
verringerten fokalen ischamischen Lasion kommt rf{@ies-Mejoradoet al., 2015).
Allerdings gibt es auch Untersuchungen, die keimekte Auswirkung von Panxl auf die

Bildung eines hypoxisch-ischamischen Zellschadeststellen konnten (Madmt al., 2010;
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Orellanaet al., 2010). Die unterschiedlichen Ergebnisse zwisathen frih-postnatalen und
dem adulten Modell kénnen durch viele Aspekte Haesat sein. Aufgrund des sich
entwickelnden Gehirns gibt es in den frih-postestalTieren andere Expressionen
bestimmter Faktoren und Hormone als in adultenehigiKanget al., 2015). Ein weiterer
Aspekt fur die unterschiedlichen Ergebnisse zwisdem friih-postnatalen und dem adulten
Modell kdnnte die unterschiedliche Expression vam¥ im Gehirn zu unterschiedlichen
Altersstadien sein (Rast al., 2005). Somit ware es mdglich, dass die Panx1-Rego zum
Zeitpunkt von P7 nur einen geringflugigen Einflugg die Auspragung eines hypoxisch-

ischamischen Insultes nimmt.

Neben der Auspragung der frih-postnatalen hypoxsdiimischen Gehirnlasion wurden in
dieser Arbeit die Apoptose und aktivierte Mikrog\Wakrophagen mittels
immunhistologischer Farbungen untersucht. Zwiscden C57BL/6N- und dem Panx1-
transgenen Stamm wurde keine Anderung der AnzalB-@Mnunpositiver Zellen detektiert.
Auch in vitro Untersuchungen durch Qu et al. zeigten, dass eskuhivierte
Knochenmarkzellen keinen Unterschied in der Anzabbptotischer Zellen zwischen den
Zellen von Panx1-Knockout-Tieren und den Zellen @ékityps nach Stimulation mit u.a.
ATP, Kieselsaure oder Flagellin gab (€ual., 2011).

Zwischen den Tieren des C57BL/6N Unterstammes @mdRAnx1-transgenen Tieren zeigte
die Analyse der Anzahl apoptotischer Zellen nachemi friih-postnatalen hypoxisch-
ischamischen Insult keinen Unterschied zwischen loeiden Stammen. Die Analyse der
proliferierenden Zellen durch den Marker Ki67 wadkerdings auf eine erhdhte Proliferation
in beiden Hemispharen der Panx1-transgenen Tierevarglichen mit den Hemispharen der
C57BL/6N Tiere. Dass Panxl in neuralen Stammzekéme wichtige Rolle bei der
Regulation der Proliferation spielt, konnten Wi&terdeur et al. bereits zeigen. Sie stellten
fest, dass mittels Panx1 ATP freigesetzt wird, Wwetcwiederum P2 Rezeptoren aktiviert und
somit zu einer positiven Regulation der Prolifevatfihrt (Wicki-Stordeuet al., 2012). Sie
konnten detektieren, dass die Zellproliferation msiieigender Panxl Expression anstieg
(Wicki-Stordeuret al., 2012). Moglicherweise stehen diese gegenlaufiggrbachtungen mit
dem Differenzierungsstatus der Zellen (Stammzellensus postnatale Neurone) in

Zusammenhang.

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der OGD wurde Bestimmung der Zellvitalitat bei den

primaren Astrozytenkulturen der C57BL/6N Tiere uddr Panxl-transgenen Tiere ein
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Life/Dead-Assay durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigtkeinen Unterschied in der
Uberlebensrate zwischen dem C57BL/6N Unterstammadamd Panx1-transgenen Stamm. Es
war lediglich ein zeitabhangiger Abfall der Ubegelsrate in beiden Stammen zu detektieren,
welcher ab 6h OGD eintrat. Dass die beiden Stamimegldiche Uberlebensrate aufwiesen,
konnte daran liegen, dass der Signalweg eines O&mttelten Zelltodes nicht Panxl1-
abhangig ist, sondern Uber andere Kandle weitetgelevird. In einem Modell der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EA)de ein vergleichbarer Befund
erhoben (Lutzet al., 2013). In der genannten Arbeit wurde die EAE am¥L Knockout
Mausen und deren Kontrollen herbeigefiihrt. Das Inige zeigte, dass es zwar keinen
Unterschied in der Auspragung der Erkrankung gabbes den Panx1-Knockout Mausen
allerdings zu einem verspateten Beginn der Erkraghkam (Lutzet al., 2013). Dies kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass die Deletion von Ranicht zu einer Verminderung einer
neuralen Lasion fuhrt, es aber den Einsatz dewobhazeitlich verzégern kann.

Die Analyse der aktivierten Mikroglia/Makrophagerigte, dass weniger immunpositive
Zellen und somit weniger aktivierte Mikroglia/Maltoagen im C57BL/6N Unterstamm zu
detektieren waren als im Panxl-transgenen Stamrkrolylia sind Gliazellen, die in ihren
Aufgaben den Makrophagen ahneln. Wie in Makrophagenist auch in Mikroglia eine
Expression von Panxl vorhanden (Pelegrin & Surmten2006; Silvermaret al., 2009;
Rigatoet al., 2012). Durch eine Deletion von Panx1 wurde desprthend erwartet, dass es
zu einer verringerten Aktivierung der Mikroglia/Malphagen kommt. Eine mdogliche
Erklarung fur dieses gegenteilige Ergebnis konmim,sdass nicht Panxl alleine flur die
Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen verantwortiicist. Durch Untersuchungen an
embryonalem Gewebe konnte Rigato et al. feststetlass die Proliferation von Mikroglia
hauptséachlich durch P2X7 Rezeptoren reguliert wird] das Panx1 dabei keine Rolle spielt
(Rigatoet al., 2012). Diese Theorie kdnnte auch die Ursacherdaitn, dass es in den Panx1-

transgenen Tieren zu einer solch starken Aktivigneon Mikroglia/Makrophagen kommt.

Die ATP-Freisetzung in Astrozyten erfolgt einersdiber Panx1-Kanéle, andererseits auch
Uber Cx43-Hemikanéle (Iglesiasal., 2009). Die Deletion von Panxl kénnte daher ireein
vermehrten Expression von Cx43 resultieren, um Alid>-Freisetzung auch in Panx1-
defizienten Zellen zu gewéahrleisten. Die Auswertdeg Cx43-Immunfluoreszenz zeigte eine
vermehrte Expression von Cx43 in Panx1-defizieWsmozyten, die in beiden Hemispharen

zu beobachten war.
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Auch bei den durchgeflihrten vitro-Untersuchungen bezlglich des zellularen ATP-Gebalt
an primaren Astrozytenkulturen von C57BL/6N und »atransgenen Tieren konnte
detektiert werden, dass die Astrozyten der Parexisggenen Tiere unter Kontrollbedingungen
und 4h OGD signifikant mehr ATP aufwiesen als distrézyten der C57BL/6N Tiere.
Generell kann davon ausgegangen werden, dass tBéddevon Panx1 zu einer Erhdhung
der intrazellularen ATP-Konzentration fuhrt. Zueallanderen Zeitpunkten der OGD konnte
allerdings kein Unterschied im ATP-Gehalt zwischéen beiden Stdmmen festgestellt
werden. Dieses Ergebnis weil3t daraufhin, dasseafimehrte Expression von Cx43, die in den
Panx1-defizienten Astrozyten detektiert wurde, eiignfluss auf den intrazellularen ATP-
Gehalt hat. Eine mdgliche Ursache hierfur konntendgegen, dass durch die Deletion der
Panx1l-Kanale deren Funktion von Cx43-Kanalen adsiem wird, wodurch u.a. der
Transport von ATP kompensiert werden kann. Diespdthese beruht auf der Tatsache, dass
in dieser Arbeit anhand von Gefrierschnitten eieergere Cx43-immunpositive Flache im
C57BL/6N Unterstamm detektiert wurde als im Pamahdgenen Stamm. Ein mdglicher
Grund fur dieses Ergebnis kdnnte sein, dass belAdatyse des ATP-Gehaltes die ganze
Zelle lysiert wurde und nicht nur Teilbereiche wi®. die Mitochondrien untersucht wurden.
Somit kann es mdglich sein, dass zwar gleich vieEPAn beiden Stammen vorhanden war,

sich dieses ATP jedoch in unterschiedlichen Zellgartimenten befand.

Neben dem ATP-Gehalt wurde an den primaren Astemkytlturen beider Stamme der
astrozytare Calciumgehalt gemessen. Weder bei @deruth-Clearance, noch bei Zugabe von
extrazellularem ATP konnte mittels des Calcium-lmggein Unterschied zwischen den
beiden Stdmmen detektiert werden. Interessantedaich, dass in Astrozyten des C57BL/6N
Unterstammes generell eine hohere Calciumkonzemrgemessen werden konnte, als im
Panxl-transgenen Stamm. Die geringere Calciumkdoratem in Zellen des Panxl1-

transgenen Stammes verglichen mit C57BL/6N Asterzylasst vermuten, dass die
Weiterleitung interzellularer Calciumwellen unterdarem ATP-abhangig ist. Es gibt zwei
maogliche Wege, auf denen Calciumwellen von eindteZeur anderen Ubertragen werden
kénnen: a) Uber einen Calciumefflux durch Inositosphosphat (IP3) oder bzw. und b) Gber
den direkten Transport mittels Gap Junctions unchikenale (Hassingest al., 1996; Cotrina

et al., 1998b). Neben der Weiterleitung von Calciumwelldrer direkte Zellkontakte ist es
auch maglich, dass ein zellularer Calciumanstietiefsi parakriner Signale von einer Zelle
zur anderen Ubertragen werden kann. Dies konnteesamidere an Astrozytenkulturen
detektiert werden (Hassingetral., 1996; Cotrinaet al., 1998b). Abeele et al. konnte zeigen,

dass es durch eine Uberexpression von Panxl zu gésgeigerten Durchlassigkeit von
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Calcium kommt, welches somit zusatzlich zu den anden Connexinen fir eine
Weiterleitung des Calciums verantwortlich sind (dan Abeelest al., 2006). Auch konnten
sie zeigen, dass dies nicht nur fur die Zellmemhbdan Fall ist, sondern dies auch im

endoplasmatischen Retikulum (ER) zu sehen war.

Neben dem Einfluss von Panxl auf die Auspragungrefriih-postnatalen hypoxisch-
ischamischen Gehirnlasion, sollte auch der EinfillssPanx1-Deletion auf den ROS-Gehalt
bzw. den Abbau von ROS analysiert werden. Die Besting der ROS-Konzentration zeigte,
dass der C57BL6/N Unterstamm eine groRere ROShpodilache besal’ als der Panxl1-
transgene Stamm. In der Literatur ist zu finderssdd#ie Produktion von ROS durch Panx1 in
Zusammenhang mit bestimmten Rezeptoren stehen fdusg. et al. konnten an gingivalen
Epithelzellen zeigen, dass Panx1l im ZusammenhabhgeniFreisetzung von ATP und der
daraus folgenden ROS-Produktion steht (Heing., 2013). Um dieses Ergebnis zu erzielen,
muss Panx1 allerdings mit P2X7 und P2X4 in Verbimglstehen (Hunet al., 2013). Auch
konnten sie feststellen, dass es durch die Inbibion einem der Faktoren entweder zu einer
veranderten ROS-Produktion oder zu einer vermiedeftktivierung des Inflammasoms kam
(Hunget al., 2013). Andere Arbeitsgruppen hingegen konntegezeidass Panx1 direkt mit
der ROS-Produktion in Verbindung steht. Ein dataiiér Mechanismus fir dieses Ergebnis
ist allerdings noch nicht bekannt. So wurde z.Bhiggpocampalen pyramidalen Neuronen aus
der Ratte festgestellt, dass es einen Zusammenbemgrhen einer verstarkten ROS-
Produktion und einer gesteigerten Offnung von Pan&mikanalen gibt (Zhang al., 2008).
Ob diese gesteigerte ROS-Produktion auf der veeldeg Offnungszeit der Panxi-
Hemikanéle beruht, wurde jedoch nicht analysiemeBwneitere Arbeitsgruppe untersuchte
den Einfluss von Panxl in Keratinozyten, indem $anxl unter pathologischen
Bediungungen mittels eines Panx1-Antagonisten o, Das Ergebnis der Arbeit zeigte,
dass die Blockierung von Panx1 zu einer Verringgrdes ATP-Gehaltes fuihrte, der Zelltod

durch diese MalRnahme allerdings nicht zu beeirdlusgar (Onamet al., 2014).

Des Weiteren wurde in der Literatur bereits vidifagine positive Wirkung des Panx1-
Blockers Probenecid auf den Verlauf und die Auspn@g bei anderen neuronalen
Erkrankungen gezeigt. So konnten Hainz et al. dutiehpraventive Gabe von PBN ein
verringertes Auftreten der Symptome der EAE in @@men nachweisen (Hairet al., 2015).

Des Weiteren konnten Wei et al. sowie Cisneros-kéejo et al. an Modellen der hypoxisch-
ischamischen Gehirnlasion zeigen, dass es durchImhéition von Panxl zu einer
Verringerung der Gehirnlasionen kam (Cisneros-Magjoet al., 2015; Weiet al., 2015). Die
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Protektion durch eine Inhibition von Panx1 schémntliesem Fall zellspezifisch zu sein. So
stellte Wei et al. fest, dass es in einem Modell lgpoxisch-ischamischen Gehirnlasion
durch die Gabe von PBN vor allem zu einer Neuragktidn im CA1l Bereich des
Hippocampus kommt (Wedt al., 2015). Aul3erdem konnten sie detektieren, dassaeh
einem hypoxisch-ischamischen Insult durch eine ikardrliche Gabe von PBN flur sieben
Tage zu einer Verringerung der Aktivierung und doliferation von Mikroglia und
Astrozyten kam.

Die Bestimmung des GSH/GSSG-Verhaltnisses zeigteeinbr OGD-Zeit von 6h einen
Anstieg dieses Ratio-Wertes. Dabei war nur einngeti Unterschied des GSH/GSSG-
Verhéltnisses zwischen dem C57BL/6N Unterstamm dewh Panx1-transgenen Stamm zu
sehen. Ein Anstieg der GSH/GSSG-Verhaltnisses Bliessbedingungen — in diesem Fall
6h OGD — wiurde allerdings bedeuten, dass der RG&&8pim Vergleich zur Kontrolle
gesunken war. Die Ursache hierfur kénnte sein, dassh die Verringerung von ATP bei 6h
OGD und durch den geringen mitochondrialen Einstreom Calcium weniger NADH
gebildet werden konnte (Maaek al., 2006; Kohlhaas & Maack, 2013). Dadurch sind freie
Elektronen in der Lage, die ROS-Untereinheit 2 bilden, welche nicht durch die Oxidation
von GSH zu GSSG abgebaut werden kann.

Die Untersuchungen des Einflusses einer Panxl-Deletuf eine hypoxisch-ischdmische
Gehirnlasion wurden in dieser Arbeit erstmalig aihfpostnatalen Mausen durchgefihrt.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass detiddellon Panx1l nur einen geringen
Einfluss auf die Auspragung einer friih-postnatdigpoxisch-ischamischen Gehirnlasin hat.
Allerdings konnte detektiert werden, dass es, wdigh zu den Tieren des C57BL/6N
Unterstammes, in den Panxl-transgenen Tieren demereiner veranderten Expression des
Gap Junction Proteins Cx43 und des Proliferatiomkena Ki67 kam. Diese Ergebnisse
deuten daraufhin, dass die Deletion von Panxl dispAgung eines frih-postnatalen
hypoxisch-ischdmischen Insultes in dem untersuch#odell nur in geringem Malde

beeinflusst.
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7 Schlussfolgerung

7.1 Der Einfluss des Nnt-Proteins auf eine hypoxisch-ehamischen Gehirnlasion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dastelr Nnt einen Einfluss auf die
Auspragung einer frih-postnatalen hypoxisch-isceéh@n Gehirnlasion hat. Aufgrund der
in der Literatur bekannten Daten wurde davon aumggen, dass es durch das Fehlen des
Nnt-Proteins zu einer starkeren Auspragung eingrokigch-ischamischen Gehirnlasion
kommen muss. Diese Hypothese liegt darin begriindass das Protein Nnt an der
Beseitigung von ROS beteiligt ist (Saweml., 2004; Nickelet al., 2013), welches als Folge
einer hypoxisch-ischamischen L&sion im Nervensysemsteht (Rousse#t al., 2012;
Roussetet al., 2013). Meimaridou et al. konnten an H295R-Zeltlemch die Deletion des
Nnt-Gens Dbereits einen Anstieg des mitochondrialen R@8aus sowie eine erhohte
Apoptose detektieren (Meimaridat al., 2012). Jedoch wurde diese Hypothese durch diese
Arbeit nicht bestatigt, denn bei den Nnt-defizienttausen (C57BL/6J) konnte eine
geringere Auspragung einer frih-postnatalen hypbxischamischen Lasion detektiert
werden, als im Nnt-besitzenden C57BL/6N Unterstamm.

Um Analysen der Signalweg-spezifischen FaktorenBilslung, der Konzentration und dem
Abbau von ROS durchfuhren zu kdnnen, wurde iaivitro Modell angewandt: Primaren
Astrozytenkulturen beider Stamme wurden einem ntéhdsgen Sauerstoff-Glukose-Entzug
(OGD) ausgesetzt. Zwar zeigten die Astrozyten degBL/6J Unterstammes eine geringere
Schadigung durch die OGD als die des C57BL/6N dteenmes, jedoch konnten durch die
Untersuchungen der Signalweg-spezifischen Faktotgneichte Differenzen zwischen den
Unterstammen detektiert werden. Die Hypothese zutziMig des Astrozyten-Modells
entstand dadurch, dass eine Co-Lokalisation vorH8® (ROS-Marker) und GFAP (Glia-
Marker) gezeigt werden konnte, was vermuten li@dsdlie Astrozyten das entstandene ROS
aufnehmen und dadurch moéglicherweise geschadigiemeDurch die gezeigten Ergebnisse
stellt sich nun allerdings die Frage, ob ROS wathreines hypoxisch-ischamischen Insultes
nicht doch starker in anderen neuralen Zelltypernanaden ist. Eine weitere Hypothese die
sich aus diesen Ergebnissen ergibt ist, dass dateif®rNnt vermutlich keinen direkten
Einfluss auf den ROS-Signalweg hat. Nickel et adnriten kirzlich am Modell einer
Herzinsuffizienz zeigen, dass dem Nnt unter patjistlhen Bedingungen eine reverse
Funktion zukommt (Nickelet al., 2015). Um den genauen Wirkmechanismus von Nnt
nachvollziehen zu kbnnen misste in weiteren Untdrnsngen zunéchst festgestellt werden,
in welchem Zelltyp es zu Veranderungen der ROS¢gpikommt. Ein weiterer Ansatz wéare
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die Analyse des detaillierten Wirkmechanismus bdes detaillierten Signalweges durch den

das Nnt-Protein in der Zelle agiert.

7.2 Der Einfluss von Panxl auf eine frih-postnatale hymxisch-ischamische
Gehirnlasion
Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte anhand derivo Daten gezeigt werden, dass Panx1
einen geringen Einfluss auf die Auspragung einéh-frostnatalen hypoxisch-ischamischen
Gehirnlasion hat. Anhand dervitro Daten hingegen konnte kein Einfluss von PanxI1dgaif
untersuchten Parameter festgestellt werden. EsendiedHypothese aufgestellt, dass es durch
die Deletion von Panx1 zu einer verringerten Augprd einer friih-postnatalen hypoxisch-
iIschamischen Gehirnlasion kommen muss. Die Gruedidgdiese Hypothese bestand darin,
dass es bei einer hypoxisch-ischdmischen Gehiomasnter anderem zur Bildung von ROS
und zur Aktivierung der Apoptose kommt. Diese Pssee sind hochenergetisch und
bendtigen viel ATP (Northingtoat al., 2001; Blomgreret al., 2007; Cericet al., 2013). Des
Weiteren kommt es durch einen exzessiven Abtrahsgmr ATP aus der Zelle zu einer
verlangerten Aktivierung des Panxl-Kanals, was wieoh zum Tod der Zellen fihrt
(Locovei et al., 2007). In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigth gwar, dass der Panx1-
transgene Stamm eine leicht verringerte Auspragdeg frih-postnatalen hypoxisch-
iIschamischen Gehirnlasion ausbildete als der C5aBLlWnterstamm, jedoch konnte anhand
derin vitro Daten weder ein Unterschied in der UberlebenstateAstrozyten wahrend der
OGD, noch ein Unterschied beziglich der Signalwsgggischen Faktoren zur Bildung, der
Konzentration und dem Abbau von ROS gezeigt werdaa. esin vivo zu geringen
Unterschieden in der Auspragung der frih-postnathaigoxisch-ischdmischen Gehirnlasion
kam, wurde postuliert, dass Panx1 bei einem hypbxschamischen Insult eine Rolle spielt.
Jedoch bleibt die Frage offen, ob Panx1 alleing ddech die Bildung eines Komplexes mit
anderen Proteinen oder Rezeptoren dabei von Betpustt Aus diesem Grund misste in
weiteren Untersuchungen analysiert werden, ob Paek&inem friih-postnatalen hypoxisch-
ischamischen Insult in Interaktion mit anderen &r@n oder Rezeptoren tritt und ob diese
auch in der Lage sind, ohne Panx1 in diesem Zusaimamng zu interagieren.
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