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Zusammenfassung

Spreading Depolarizations (SD) sind ein pathophysiologisches Phänomen,

das bei verschiedenen Erkrankungen des Gehirns wie z. B. der Ischämie

auftritt. Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Aufklärung ihrer

Pathophysiologie im Hinblick auf die Proteinsynthese.

In früheren Studien ist bereits eine Beein�ussung der Proteinsynthese

durch SD gezeigt worden. Auch nach Ischämie ist eine Regulation der Pro-

teinsynthese durch Regulation der Expression und Aktivität von Transla-

tionsinitiationsfaktoren (TIF) bereits bekannt. Allerdings wurde hier meist

ischämisches Gewebe mituntersucht, in dem neben den SD weitere patho-

logische Mechanismen ablaufen, die die Proteinsynthese beein�ussen. In

dieser Arbeit wurden die Expression, Lokalisation und Phosphorylierung

dreier TIF nach isolierten SD (im ansonsten gesunden Gewebe) unter-

sucht. Um zu erforschen, ob SD als zugrunde liegender Mechanismus für

die Hemmung der Proteinsynthese nach Ischämie in Frage kommen, wurde

dadurch der Ein�uss der SD auf die Proteinsynthese im zeitlichen Verlauf

analysiert.

In der vorliegenden Studie wurden erstmalig drei für die Proteinsynthe-

se essentielle TIF in einem Zeitraum bis zu 30 Tagen nach SD untersucht.

Hierfür wurden SD bei Wistar-Ratten in vivo mittels Applikation von

1 M KCl induziert und die Tiere zu sieben unterschiedlichen Zeitpunk-

ten nach SD dekapitiert und das Gehirngewebe präpariert. Zur Kontrolle

dienten sham-Tiere, an denen die gleiche Operation ohne das Auslösen

der SD durchgeführt wurde. Nach der Aufbereitung wurden in dem Ge-

webe mittels Antikörper und Western Blot nicht nur die Expression der

TIF (eIF2α, eIF4E und p70S6-Kinase), sondern auch ihre Lokalisation (im
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Zusammenfassung

Zytosol bzw. in der Membranfraktion) und ihr Phosphorylierungsgrad un-

tersucht.

Dabei wurde eine signi�kante Steigerung der Expression der p70S6-

Kinase vier und acht Stunden nach SD sowie der Phosphorylierung von

eIF2α acht Stunden nach SD gefunden. Daneben konnten tendenzielle Re-

gulationen sowohl der Expression als auch der Phosphorylierung aller drei

TIF über den gesamten untersuchten Zeitraum hinweg gezeigt werden.

Insgesamt weisen die in dieser Studie erhobenen Daten darauf hin, dass

zumindest einige der bisher nach SD beobachteten Veränderungen der Pro-

teinsynthese auf eine Regulation der hier untersuchten TIF zurückzufüh-

ren sind. Auch mit der bereits beschriebenen Regulation der Proteinsyn-

these nach Ischämie gibt es Übereinstimmungen. Dies deutet darauf hin,

dass SD an der Beein�ussung der Proteinsynthese nach globaler und foka-

ler Ischämie beteiligt sind. Die hier beobachteten E�ekte waren teilweise

nicht so stark ausgeprägt wie nach Ischämie beschrieben. Dies ist u. a.

darauf zurückzuführen, dass gerade im ischämischen Gewebe noch weitere

pathophysiologische Vorgänge Ein�uss auf die Proteinsynthese ausüben.

Weiterhin konnten in der vorliegenden Studie Hinweise auf Zusammen-

hänge der Regulation der Proteinsynthese nach SD mit anderen patho-

physiologischen Vorgängen wie der Stressreaktion und der Induktion einer

Ischämietoleranz nach SD gefunden werden. Eine teilweise gegensätzliche

Regulation der Proteinsynthese durch die untersuchten TIF könnte durch

die unterschiedliche Bedeutung der einzelnen TIF für die globale Protein-

synthese wie auch für die Synthese spezi�scher Proteine, die z. B. an der

Stressreaktion beteiligt sind oder für Kompensationsmechanismen benö-

tigt werden, zu erklären sein.

Die vorliegende Studie trägt zur Erweiterung des Verständnisses der

Pathophysiologie von SD bei. Kenntnisse über die Regulation der Pro-

teinsynthese und die daran beteiligten Mechanismen können Ansätze für

Therapien von klinischen Konditionen, bei denen SD auftreten, liefern.
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1. Einleitung

1.1. Einführung

Spreading Depolarizations (SD) treten als Reaktion der grauen Substanz

des Gehirns auf bestimmte Reize auf. Ihre Bedeutung für biophysiolo-

gische Vorgänge und die Gehirnfunktion wird seit längerem untersucht.

Erst in den letzten Jahren konnten SD im Menschen im Rahmen von

Gehirnschädigungen nachgewiesen werden. Es gibt Hinweise, dass sie bei

bestimmten neurologischen Konditionen wie z. B. der Ischämie nicht nur

auftreten, sondern auch kausal an deren Entstehung und pathophysio-

logischen Konsequenzen beteiligt sind. Daher ist die Erforschung der SD

für ein vollständiges Verständnis der entsprechenden neurophysiologischen

Vorgänge unabdingbar.

Im Zusammenhang mit SD wurden unterschiedliche Regulierungen der

globalen Proteinsynthese und der Expression bestimmter Proteine gezeigt.

Allerdings lassen bisherigen Studien keine klare Schlussfolgerung für die

Beein�ussung der Proteinsynthese durch SD zu. Daher sind für ein bes-

seres Verständnis der Auswirkungen von SD weitere Untersuchungen not-

wendig. Diese Studie widmet sich der Analyse der Proteinsynthese anhand

der Translationsinitiationsfaktoren (TIF) zu verschiedenen Zeitpunkten

bis zu 30 Tage nach SD im ansonsten gesunden Gewebe.
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1. Einleitung

1.2. Spreading Depolarizations

Der Begri� Spreading Depolarizations beschreibt Wellen von abrupten,

steilen Depolarisationen im zentralen Nervensystem. Diese sind charakte-

risiert durch einen fast vollständigen Zusammenbruch der Ionenkonzen-

trationsgefälle und einer Depolarisation von Neuronen und Gliazellen ein-

hergehend mit Neuronenschwellung und Blut�ussveränderungen (Dreier

2011). Die Depolarisationen breiten sich wellenförmig in der grauen Sub-

stanz aus, messbar ist dabei eine schnelle und starke Änderung des lang-

samen elektrischen Potentials (Dreier 2011).

Man muss unterscheiden zwischen Spreading Depolarizations mit spon-

taner Erholung der normalen neuronalen Funktion und Depolarisationen

mit verzögerter oder fehlender Erholung der Neuronen. Die Regeneration

der Nervenzellen ist abhängig von der energieaufwändigen Funktion der

Natrium-Kalium-Pumpe (Na+-K+-ATPase), welche unter pathologischen

Bedingungen erheblich gestört sein kann (LaManna und Rosenthal 1975,

Dreier 2011). Wenn es nicht zu einer Repolarisation der Neuronen kommt,

wird auch von einer �Terminal Spreading Depolarization� gesprochen, die

meist bei schweren Vorschädigungen auftritt und zum neuronalen Zelltod

führt (Farkas et al. 2010). Je nach Dauer der Depolarisation unterscheiden

vor allem neuere Arbeiten auÿerdem noch Short-lasting und Intermediate

Depolarizations (Dreier 2011). Erstere beschreiben kurze Spreading Depo-

larizations, die nach schnellem Abklingen keine bleibenden Auswirkungen

auf die Zellen bewirken; �intermediate� steht für verlängerte Depolarisatio-

nen, deren Charakter zwischen den beiden vorgenannten liegt (Hossmann

1994, Dreier 2011). Diese Formen treten aufgrund verschiedener Ausgangs-

bedingungen auf und haben unterschiedliche klinische Auswirkungen.
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1. Einleitung

1.2.1. Spreading Depolarization und Spreading

Depression

Die mit Spreading Depolarizations einhergehenden elektrophysiologischen

Veränderungen verhindern das Aufbauen von Aktionspotentialen in den

Neuronen. Dadurch wird eine Unterdrückung der elektrischen Aktivität

des Gehirns verursacht, die sich zusammen mit der Depolarisationswelle

ausbreitet. Dieser Vorgang wurde als erstes von Leão beschrieben, Sprea-

ding Depression genannt und für pathophysiologische Vorgänge verant-

wortlich gemacht (Leão 1944). Heute wird allerdings davon ausgegangen,

dass die Depolarisationen pathophysiologisch entscheidend sind und so-

mit z. B. einen Ansatzpunkt für neue Therapieansätze bieten könnten. Die

mit ihnen einhergehende Spreading Depression hingegen wird als patho-

physiologisches Korrelat verschiedener klinischer Phänomene, bei denen

Spreading Depolarizations beobachtet werden können, angesehen. Daher

sind v. a. neuere klinische Studien auf die Messung und Beobachtung von

Spreading Depolarizations und deren Folgen ausgerichtet. Auch in dieser

Arbeit wurden Depolarisationen gemessen und deren Anzahl als Auswahl-

kriterium für Versuchstiere verwendet.

Leão nannte seine Beobachtungen Spreading Depression und erfasste

damit sowohl die sich ausbreitende Unterdrückung der elektrischen Ak-

tivität, die im Wortlaut enthalten ist, als auch die Depolarisationen, die

stets damit einhergehen. Unter Berücksichtigung der Ursache und Wir-

kung, wie auch der oben beschriebenen pathophysiologischen Unterschie-

de ist es jedoch wichtig, beide Vorgänge zu unterscheiden. Spreading De-

polarizations können sowohl mit einer Spreading Depression einhergehen

(Leão 1944), als auch mit einer so genannten �Nonspreading Depression�

(Leão 1947, Hossmann 1994). Letztere tritt bei Vorschädigung des Ge-

hirnes vor den Depolarisationen auf und verhindert damit eine mit der

Depolarisation einhergehende Spreading Depression (Leão 1947, Dreier

2011). Die �Spreading Depression� im wörtlichen Sinne ist also eine Folge

der Spreading Depolarization, wenn diese im ansonsten gesunden Gehirn

3



1. Einleitung

auftritt (Leão 1947, Hossmann 1994, Dreier 2011). Allerdings wurden bei-

de Phänomene lange gemeinsam unter dem Titel Spreading Depression

untersucht und beschrieben. In den folgenden pathophysiologischen Aus-

führungen wird daher dieser Begri� aus historischen Gründen wie bei Leão

verwandt. Auch die Abkürzung SD steht in dieser Arbeit für die Gesamt-

heit beider Phänomene.

Der Ausdruck Spreading Depolarization (SD) beschreibt demnach eine

transiente Depolarisation des Membranpotentials, die sich mit einer Ge-

schwindigkeit von 2�5 mm/min vom Ort der Auslösung wellenartig über

die graue Substanz des Gehirns ausbreitet (Leão 1944). Dieser Welle der

Depolarisation von Neuronen und Gliazellen folgt eine Unterdrückung der

spontanen neuronalen Aktivität sowie komplexe Veränderungen des Ge-

fäÿdurchmessers, des Blut�usses, der Ionenhomöostase und des Sto�wech-

sels, die in Kapitel 1.2.3 näher beschrieben werden (Charles und Brennan

2009).

1.2.2. Entstehungs- und Ausbreitungstheorien

SD wurden zunächst und auch am ausführlichsten im Kortex untersucht,

woraufhin auch die Bezeichnung Cortical Spreading Depression (CSD) ge-

prägt wurde. Eine SD kann jedoch in der grauen Substanz fast aller Areale

des zentralen Nervensystems ausgelöst werden (Charles und Brennan 2009,

Somjen 2001, Bure² et al. 1974). Es gibt allerdings Regionen, in denen sie

leichter auslösbar ist als in anderen. Die Suszeptibilität für SD steigt vor

allem mit einer hohen Neuronendichte und es wird angenommen, dass die

Empfänglichkeit des Neokortex für SD durch eine steigende Anzahl mye-

linisierter Fasern herabgesetzt wird (Röther 2000). Auch ist eine SD in

ober�ächlicheren Kortexschichten leichter auslösbar als in tiefer gelegenen

(Leão 1944, Charles und Brennan 2009). Die Ausbreitung einer SD wird

allerdings um so schwieriger, je höher sich der Organismus auf der phyloge-

netischen Leiter be�ndet. Bisherige Untersuchungen wurden vorwiegend

an Nagetieren und Fischen durchgeführt. Dies hängt damit zusammen,
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1. Einleitung

dass eine SD mit zunehmender kortikaler Gyrierung schwieriger auszu-

lösen ist (Somjen 2001). Die Ursache hierfür ist noch nicht vollständig

geklärt, allerdings stellen gröÿere Furchen anatomische Grenzen für die

Ausbreitung einer SD dar, während sich diese bei lissenzephalen Tieren

rasch über den gesamten ipsilateralen Kortex ausbreitet (Somjen 2001).

SD ist aber auch bei weiter entwickelten Wirbeltieren wie A�en auslös-

bar, und mittlerweile auch beim Menschen nachgewiesen (Röther 2000,

Dreier et al. 2006, Fabricius et al. 2006, Fabricius et al. 2008, Dohmen

et al. 2008, Dreier et al. 2009, Dreier et al. 2012). Zuletzt spielen auch das

Geschlecht und das Alter eine Rolle. Im adulten Gehirn lässt sich eine SD

einfacher auslösen als im jungen Gehirn (Somjen 2001). Dies lässt sich mit

der altersbedingten Schrumpfung des Interstitiums oder der Reifung von

Transmittersystemen und der Zellkommunikation erklären (Somjen 2001).

Eine SD kann durch unterschiedliche kortikale Reize ausgelöst werden,

darunter mechanische Stimuli (auch Verletzungen), elektrische Reizung

und die Applikation chemischer Substanzen wie Kaliumchlorid, depolari-

sierender Aminosäuren (z. B. Glutamat oder Aspartat) oder metabolischer

Inhibitoren wie Ouabain (Leão 1944, Leão und Morison 1945, Bure² et al.

1974).

Die Mechanismen und pathophysiologischen Vorgänge, die z. B. bei Mi-

gräne, Ischämie oder Schädel-Hirn-Trauma zum spontanen Auftreten von

SD führen, sind bisher nicht vollständig geklärt. Lange koexistierten zwei

Haupttheorien zur Auslösung und Ausbreitung, die jeweils für sich genom-

men jedoch nicht alle mit SD assoziierten Phänomene erklären (Bure²

et al. 1974). Die eine, 1956 von Grafstein aufgestellt, schreibt einer Er-

höhung der extrazellulären Kaliumkonzentration, ausgelöst durch starke

neuronale Aktivität, die entscheidende Rolle zu (Grafstein 1956). Durch

Di�usion der Kaliumionen zu benachbarten Zellen würden diese wiederum

depolarisiert usw. Die andere Theorie von Van Harreveld postuliert, dass

Glutamat als erregender Neurotransmitter über veränderte Natriumströ-

me für die Ausbreitung der SD verantwortlich sei (Van Harreveld 1959,

Van Harreveld und Fifková 1970, Lauritzen 1992). Mittlerweile gibt es

5



1. Einleitung

zu beiden Theorien experimentelle Studien, die sie in Frage stellen. Da

eine nichtsynaptische Ausbreitung unabhängig von vaskulären Gebieten

belegt zu sein scheint (Röther 2000), wurden transzelluläre Ausbreitungs-

mechanismen, evtl. über Gap junctions diskutiert (Nedergaard et al. 1995,

Martins-Ferreira und Ribeiro 1995, Somjen 2004). Ein neueres Modell deu-

tet auf eine Beteiligung von Kalziumwellen bei Initiation und Ausbreitung

der SD hin (Martins-Ferreira et al. 2000). Letztendlich wurde bisher noch

kein alleiniger Auslöser gefunden und eine singuläre Kausalkette, die zur

SD führt, konnte experimentell nicht belegt werden. Vielmehr scheinen

verschiedene komplexe Prozesse Anteil an der Entstehung und Ausbrei-

tung der SD zu haben. Während manche dieser Ereignisse kausal für die

Entstehung von SD sein mögen, sind andere eher als kompensatorische

Reaktion darauf zu verstehen (Charles und Brennan 2009).

1.2.3. Elektrophysiologische Vorgänge und

Auswirkungen

Während der SD kommt es als Ausdruck der Mindererregung der Neu-

rone zu einer Depression der spontanen Aktivität im Elektroenzephalo-

gramm (EEG), die erst nach einigen Minuten wieder vollständig herge-

stellt ist. Gleichzeitig tritt aufgrund der simultanen Depolarisation der

Zellen des Hirnparenchyms eine Negativierung des Gleichspannungspoten-

tials (DC) um 5�20 mV ein (Leão 1944, Grafstein 1956). Nach ein bis zwei

Minuten erfolgt die Repolarisation, die oft in einer schwachen Hyperpola-

risation gipfelt, um nach drei bis fünf Minuten wieder das Ausgangsniveau

zu erreichen (Leão 1947). Teilweise kann der Negativierung vorangehend

eine kleinere positive Welle beobachtet werden (Leão 1947, Bure² et al.

1974, Grafstein 1956).

Ein massiver Anstieg der extrazellulären Kaliumkonzentration führt zur

Depolarisationswelle von Neuronen und Gliazellen. Diese hat einen wei-

teren Anstieg der extrazellulären Kaliumkonzentration zur Folge, was zu

einer Ö�nung spannungsabhängiger Kalziumkanäle der präsynaptischen

6



1. Einleitung

Terminale führt. Neben einem Kalziumioneneinstrom in die Zellen er-

folgt eine Ausschüttung exzitatorischer und inhibitorischer Neurotrans-

mitter. Zum einen aktiviert Glutamat rezeptorgekoppelte Kationenkanä-

le der postsynaptischen Membran von Nachbarzellen, was durch einen

Natrium- und Kalziumioneneinstrom in einer Depolarisation dieser Zellen

resultiert. Zum anderen ö�nen inhibitorische Neurotransmitter Anionen-

kanäle, was einen Einstrom von Chloridionen bewirkt. (Bure² et al. 1974,

Somjen 2001). Den resultierenden Ionenströmen folgt freies Wasser nach,

was zu einer Zellschwellung und Schrumpfung des Extrazellulärraumes um

bis zu 50 % führt (Hansen und Olsen 1980, Van Harreveld und Khattab

1967).

Unter normoxischen Bedingungen und ausreichender Glukosebereitstel-

lung erfolgt eine Repolarisation und eine Rückkehr der Ionengradienten

auf die Ausgangswerte innerhalb weniger Minuten (Lauritzen 1994). Bei

diesen Vorgängen spielen sowohl Neuronen als auch Gliazellen eine Rolle.

Letztere erfüllen eine Pu�erfunktion gegenüber dem hohen Kaliumionen-

gradienten, indem sie überschüssige Kaliumionen aus dem Extrazellulär-

raum aufnehmen. Das beteiligte Glutamat kommt anteilig aus den Glia-

zellen (Somjen 2001, Lian und Stringer 2004) und wird von der Astroglia

wieder aufgenommen.

Die Depolarisationen und die wiederholt notwendige Wiederherstellung

der transmembranen Ionengradienten sind sehr energieaufwändige Pro-

zesse (Grafstein 1956). So verdoppelt sich nach repetitiven SD der Gluko-

severbrauch und der Sauersto�verbrauch steigt um 50% (Mayevsky und

Weiss 1991, Gjedde et al. 1981). Durch eine teilweise anaerobe Sto�wech-

sellage verdoppelt sich die Laktatkonzentration und der pH-Wert fällt vor-

übergehend auf 6,9 ab (Mutch und Hansen 1984). Die Konzentrationen

der energiereichen Substrate Adenosintriphosphat (ATP), Phosphokrea-

tin und Glykogen fallen ab (K°ivánek 1958, Mies und Paschen 1984, Gault

et al. 1994). Kompensatorisch gehen SD mit einer Erhöhung des regionalen

zerebralen Blut�usses (regional Cerebral Blood Flow, rCBF) durch Weit-

stellung der Blutgefäÿe einher. Regional lässt sich hierbei eine Steigerung
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des Blut�usses um bis zu 250% messen (Mayevsky und Weiss 1991, Piper

et al. 1991). Nach ein bis drei Minuten folgt eine Vasokonstriktion mit um

20�30% vermindertem rCBF, die ca. eine Stunde anhält (Lauritzen et al.

1982, Lauritzen 1984, Piper et al. 1991). Im gesunden, nicht anderweitig

beeinträchtigten Gewebe kann der gesteigerte Energiebedarf durch die Va-

sodilatation ausgeglichen werden und die SD klingt ohne Folgeschäden ab.

Im vorgeschädigten Gehirn oder bei weiteren pathologischen Ereignissen

wie einer Ischämie oder einer Blutung dauert die Erholung länger und teil-

weise kann die normale Funktion gar nicht wieder hergestellt werden. Die

Bedeutung und Folgen dieser Vorgänge werden in den folgenden Kapiteln

erläutert.

1.2.4. Klinische Bedeutung

Anfänglich wurden die SD als Artefakte abgetan (Davis 1984, Teive et al.

2005). Als ihre Reproduzierbarkeit dies widerlegte, wurde das Phänomen

akribisch beschrieben (initial durch Leão und Bure² (Bure² et al. 1974)).

Ursprünglich in Versuchen zur Epilepsie entdeckt, zeigte sich der erste

mögliche Zusammenhang mit Erkrankungen des Menschen mit der Be-

schreibung des Flimmerskotoms bei Migräne (Lashley 1941, Milner 1958,

Teive et al. 2005). Lange bestand Uneinigkeit darüber, ob SD bei Men-

schen überhaupt auftreten. Die Messung des Elektrokortikogramms (Elec-

trocorticography, ECoG) zu ihrem Nachweis war aufgrund der hohen Inva-

sivität der Untersuchung bis vor kurzem nicht bei Patienten durchgeführt

worden. Dennoch gab es immer mehr Hinweise, dass SD eine bedeutende

Rolle bei bestimmten Krankheitsbildern spielen (Gorji 2001). Die ersten

Studien, in denen SD beim Menschen zweifelsfrei nachgewiesen werden

konnten, sind von der COSBID-Gruppe (Co-Operative Studies on Brain

Injury Depolarizations) durchgeführt worden. Sie lieferten eindeutige Be-

lege für das Auftreten von SD beim Menschen bei Migräne mit Aura,

ischämischen Hirninfarkten, intrazerebraler Blutung, Subarachnoidalblu-

tung und dem Schädel-Hirn-Trauma (Dreier 2011).
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Migräne mit Aura

Die ersten Hinweise für das Auftreten von SD beim Menschen wurden

bei der Untersuchung des Flimmerskotoms als Aura bei Migräne gefun-

den (Lashley 1941, Leão und Morison 1945, Milner 1958, Basser 1969,

Gardner-Medwin 1981, Teive et al. 2005). Sowohl die Migräneaura als auch

SD gehen mit einer neuronalen Dysfunktion mit zunächst gesteigerter und

anschlieÿend verminderter neuronalen Aktivität einher (Leão 1986). Bei

beiden laufen pathophysiologische Vorgänge in der oberen Kortexschicht

ab, beide sind auf eine Hemisphäre begrenzt und Sulci oder Narben bil-

den anatomische Grenzen. Die Migräneaura startet im primären visuellen

Kortex, einer Region mit hoher Neuronendichte, die sie auch für SD prä-

disponiert (Bure² et al. 1974, Lauritzen 1994). Weitere Gemeinsamkeiten

sind die erhaltene Autoregulation, eine eingeschränkte CO2-Reaktivität,

ein gewisser Grad an Hypoperfusion ohne Erreichen einer Ischämie und

ein normaler Metabolismus (Lauritzen 1994, Tfelt-Hansen 2010).

Jahrelang wurde die Ursache für die Aura in Gefäÿspasmen und einer

kortikalen Minderperfusion gesehen. Durch die Möglichkeit der exakten

Messung des rCBF konnte diese vaskuläre Theorie weitgehend widerlegt

werden. Stattdessen wurde gezeigt, dass der Migräneaura mit SD eine

neurogene Ursache zugrunde liegt (Lauritzen 1992, Lauritzen 1994, Tfelt-

Hansen 2010). Bildgebenden Verfahren (wie die Einzelphotonen-Emis-

sionscomputertomographie (Single-Photon Emission Computed Tomogra-

phy, SPECT)) unterstützen diese Theorie (Tfelt-Hansen 2010). Funktio-

nelle Magnetresonanztomographie-Untersuchungen in Abhängigkeit vom

Blutsauersto�gehalt (Blood Oxygenation Level Dependent, MRT-BOLD)

bestätigten die Ergebnisse: Parallel zur Aura von Migränepatienten wur-

den wandernde Signalveränderungen gemessen, die eine Welle vermin-

derter neuronaler Aktivität im Anschluss an neuronale Erregung wie-

derspiegelten (Cao et al. 1999, Hadjikhani et al. 2001). Auch magnet-

enzephalographische Methoden wurden zur Detektion von CSD während

einer Migräneaura eingesetzt (Tfelt-Hansen 2010) und damit langsame

9



1. Einleitung

DC-Potentialänderungen nachgewiesen, die sich einhergehend mit einer

gesteigerten neuronalen Aktivität wellenförmig über den Kortex ausbrei-

teten (Bowyer et al. 2001). Knock-out-Mäuse, in deren Genom eine Mu-

tation für familiäre hemiplegische Migräne eingefügt wurde, zeigten eine

erhöhte Empfänglichkeit für SD (Van den Maagdenberg et al. 2004, Cutrer

2009).

Heute wird aufgrund der genannten Erkenntnisse davon ausgegangen,

dass die Migräne-Aura von SD verursacht wird (vergleiche Abbildung 1.1)

(Gorji 2001, Lauritzen 2001, Teive et al. 2005). Allerdings muss hier die

Migräne ohne Aura abgegrenzt werden, die sich von der mit Aura auch

auf pathophysiologischer Ebene unterscheidet.

Abbildung 1.1.:
Hypothese zur Entwicklung einer Migräneat-
tacke mit Aura basierend auf SD aus Laurit-
zen 2001. Seitenansicht eines menschlichen Ge-
hirns in ca. 30minütigen Intervallen. Gepunk-
tet: Region des reduzierten rCBF, gestreift:
Bereich der neuronalen Depolarisation wäh-
rend SD, Pfeile: Richtung der Ausbreitung der
SD. 1: Zu Beginn der Attacke wird eine SD am
okzipitalen Pol ausgelöst und breitet sich nach
anterior aus. An der Front verursacht ein tran-
sientes ionisches und metabolisches Ungleich-
gewicht eine gestörte neuronale Funktion, Ver-
änderungen des rCBF und neurologische Sym-
ptome. 2: Der SD folgend fällt der kortikale
rCBF für 2�6 h um 20�30%. 3: Der rCBF in
anderen Regionen bleibt normal bis diese von
SD betro�en werden (4). 5: Somatosensorische
Symptome von den Extremitäten treten auf,
wenn die SD den primär sensorischen Kortex
im postzentralen Gyrus erreicht. 6: SD sistie-
ren für gewöhnlich spätestens, sobald sie den
Sulcus centralis erreichen. Die ventrale Aus-
breitung verursacht eine Aktivierung schmerz-
emp�ndlicher Fasern und Kopfschmerzen. 7:
Vollbild einer Attacke. Die SD ist vorüber und
es persistiert eine Reduktion des kortikalen
rCBF. Zu diesem Zeitpunkt leidet der Patient
unter Kopfschmerzen, weist aber keine fokalen
Ausfälle auf. (Lauritzen 1987, Lauritzen 2001).
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Epilepsie

Eine weitere Gruppe von Erkrankungen mit vorübergehenden, oft fokalen

neurologischen De�ziten sind Epilepsien. Bereits Leão vermutete einen

Zusammenhang zwischen SD und Epilepsie (Leão 1944). In Tierstudien

wurde das parallele Auftreten von CSD und epileptischer Aktivität ebenso

beobachtet (Van Harreveld und Stamm 1953) wie in menschlichem Kortex-

gewebe in vitro nach Auslösen von CSD (Gorji und Speckmann 2004). Van

Harreveld und Stamm nannten Spreading Depolarizations, auf die iktale

epileptische Feldpotentiale folgten, Spreading Convulsions (Van Harreveld

und Stamm 1953). Zu den indirekten Hinweisen auf einen Zusammenhang

von SD und Epilepsien zählen folgende Gemeinsamkeiten: fokale De�zite,

die allmähliche Ausbreitung über den Kortex und klinische sowie meist

auch pathophysiologische Unau�älligkeit zwischen zwei Ereignissen. Des

Weiteren weisen auch die Veränderungen des rCBF Gemeinsamkeiten auf

(Gorji 2001, Somjen 2001, Kunkler et al. 2004, Berger et al. 2008, Parisi

et al. 2008, Verrotti et al. 2011).

Zur Auslösung und nachfolgender Ausbreitung muss sowohl bei Epilep-

sie, als auch bei SD eine bestimmte Schwelle überschritten werden. Diese

ist allerdings für SD niedriger als für epileptische Anfälle (Verrotti et al.

2011). Auÿerdem nehmen unterschiedliche Autoren an, dass eine Epilepsie

das Auftreten von SD erleichert und umgekehrt, was an der gemeinsamen

Endstrecke der Depolarisation und �Hypersynchronisation� liegen könnte

(Parisi et al. 2008, Parisi 2009, Berger et al. 2008). Wiederkehrende epi-

leptische Anfälle könnten Patienten für SD empfänglicher machen und da-

durch migräneartige periiktale Kopfschmerzen begünstigen (Verrotti et al.

2011).

Verschiedene Mechanismen wie Glutamat-, Serotonin-, Dopaminsto�-

wechsel und Ionenkanalfunktionen spielen bei beiden Phänomenen eine

Rolle (Verrotti et al. 2011). In einem Zellmodell zur nichtsynaptischen

Erregungsübertragung untersuchten Florence et al. die Rolle der extra-

zellulären Kaliumkonzentration und der Na+-K+-Pumpe bei SD und ictal
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bursting (anfallsartigen Entladungen). Sie fanden gemeinsame Ursachen

für die jeweils gesteigerte neuronale Erregbarkeit (Florence et al. 2009).

Mit der ECoG-Messungen nach Kraniektomie bei Patienten mit akuten

Gehirnverletzungen konnten Fabricius et al. eine Koinzidenz von epilepti-

schen Anfällen und SD nachweisen (Fabricius et al. 2008). Dabei folgten

beide Phänomene in unterschiedlichen Mustern aufeinander. Auch bei die-

sen Untersuchungen wies das isolierte Auftreten von SD bei einigen Pati-

enten darauf hin, dass die Schwelle hierfür geringer ist als für epileptische

Anfälle. Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass Spreading

Convulsions auch bei Patienten mit aneurysmatischen Subarachnoidal-

blutungen (SAB) auftreten (Dreier et al. 2009). Trotz all dieser Erkennt-

nisse bleibt der Zusammenhang zwischen epileptischer Aktivität und SD

kontrovers und bedarf zukünftig weiterer Untersuchungen.

Ischämie, Schädel-Hirn-Trauma und Blutung

Die nach experimentell induziertem fokalen ischämischen Hirninfarkt zu

beobachtenden Depolarisationen wurden zunächst �Spreading Depression-

ähnliche Periinfarktdepolarisationen� genannt (Nedergaard und Astrup

1986, Mies 1993, Nedergaard und Hansen 1993, Back et al. 1994, Dietrich

et al. 1994, Hossmann 1996). Diese Depolarisationen breiten sich ebenfalls

aus und zwar vom Rand des infarzierten Gewebes über die Penumbra bis

hin in benachbarte, normoxische und ungeschädigte Regionen. Das vorge-

schädigte Gewebe mit verminderter Versorgung und zusätzlichem Stress

kann den durch die Depolarisationen gesteigerten Energiebedarf nicht de-

cken. So führen diese zu einer irreversiblen Schädigung des Hirngewebes,

das zunächst als Penumbra noch Regenerationspotential besaÿ (Mies et al.

1993, Nedergaard und Hansen 1993, Takano et al. 1996). Hierbei gibt es

eine lineare Korrelation zwischen der Anzahl der Depolarisationen sowohl

mit dem endgültigen Infarktvolumen (Mies et al. 1993, Takano et al. 1996,

Hartings et al. 2003) als auch mit der Wachstumsdynamik des Infarktes

(Hartings et al. 2003).

12



1. Einleitung

In neueren Arbeiten werden diese Depolarisationen als Intermediate

Depolarizations zwischen die kurzen, das gesunde Hirngewebe nicht be-

einträchtigenden, und die sogenannten Terminal Depolarizations gestellt

(Lauritzen et al. 2011) (s. Kapitel 1.2). Bei dieser Einteilung sind �ie-

ÿende Übergänge möglich. Normalerweise treten die Depolarisationen in

Clustern auf und oft persistiert die Unterdrückung der elektrischen Hirn-

aktivität zwischen den Ereignissen (Hossmann 1994, Dreier et al. 2006,

Fabricius et al. 2006). Dadurch könnte die schädliche Wirkung der Depo-

larisationen verstärkt werden, was auch in Maus-Modellen mit Okklusion

der Arteria cerebri media (Middle Cerebral Artery Occlusion, MCAO) ge-

zeigt werden konnte (Takano et al. 1996, Hartings et al. 2006).

Die genauen Pathomechanismen, aufgrund derer es beim Schlaganfall zu

Spreading Depolarizations kommt, sind noch nicht geklärt. Eine Theorie

spricht für eine anoxische Freisetzung von Kaliumionen und Glutamat aus

dem Infarktkern als Auslöser (Nedergaard und Hansen 1993, Back et al.

1994, Dietrich et al. 1994).

In Studien der COSBID-Gruppe wurden Elektroden zur Messung des

ECoG in Patienten mit einem malignen ischämischen Schlaganfall implan-

tiert (Dohmen et al. 2008). Diese stark raumfordernde Form des Schlagan-

falls wird seit einiger Zeit mit dekompressiven Operationstechniken (He-

mikranektomie) behandelt, die dem schwellenden Gehirn Platz verscha�en

und ein Implantieren der subduralen Elektroden ermöglichen. Im Tiermo-

dell wurden Depolarisationen zunächst innerhalb fünf bis sechs Stunden

nach Ischämie und nach einer Pause von mehreren Stunden bis zu einem

Tag in einer zweiten Phase beobachtet (Hartings et al. 2003). In den Stu-

dien der COSBID-Gruppe am Menschen konnten SD über sieben Tage

nach dem Schlaganfall nachgewiesen werden (Dohmen et al. 2008).

Daneben spielen SD auch bei nicht primär ischämischen Gehirnschädi-

gungen eine Rolle. Tatsächlich konnten die ersten elektrophysiologischen

Korrelate in vivo bei einem Patienten mit Schädel-Hirn-Trauma nachge-

wiesen werden (Mayevsky et al. 1996). Strong et al. konnten mit subdura-

len Elektroden Spreading Depression in 50% der untersuchten Patienten
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mit Schädel-Hirn-Trauma nachweisen (Strong et al. 2002). Ebenso gelang

der Nachweis bei Patienten mit aneurysmaler Subarachnoidalblutung oder

intrazerebralen Blutungen (Dreier et al. 2006, Fabricius et al. 2006, Dreier

et al. 2009, Dreier 2011, Hartings et al. 2011a, Hartings et al. 2011b, Drei-

er et al. 2012). Es konnte gezeigt werden dass, SD mit einem verzögert

auftretenden neurologischen De�zit und einer Verschlechterung des klini-

schen Outcomes der Patienten assoziiert sind (Dreier et al. 2006, Dohmen

et al. 2008). Auÿerdem stehen SD bei diesen Erkrankungen in Verdacht,

neben der Verursachung sekundärer Hirnschäden auch zu einer erhöhten

Langzeit-Morbidität beizutragen (Lauritzen et al. 2011).

SD können � im Gegensatz zu ihren gehirnschädigenden E�ekten � auch

zu einer Toleranzentwicklung gegenüber einer nachfolgenden Ischämie füh-

ren. Zwischen der Präkonditionierung des normoxischen Gehirns mit SD

und der Ischämieinduktion muss mindestens ein Tag liegen (Urbach 2006).

Ein Anhalten dieses E�ektes konnte bis zu sieben Tage nach SD gezeigt

werden (Taga et al. 1997). Durch die Präkonditionierung mittels SD konn-

te sowohl bei globaler (Kawahara et al. 1995) als auch bei fokaler (Koba-

yashi et al. 1995, Matsushima et al. 1996, Taga et al. 1997, Yanamo-

to et al. 1998, Otori et al. 2003) Ischämie eine deutliche Reduktion des

Infarktvolumens beobachtet werden. Die molekularen Mechanismen, die

zur Ischämietoleranz nach SD führen, sind noch nicht geklärt. Als mögli-

che Faktoren kommen Transkriptionsfaktoren und immediate early Gene,

Hitzeschockproteine, antioxidative Proteine oder neurotrophe Faktoren in

Frage (Plumier et al. 1997, Weih et al. 2001). So kann z.B. der durch SD in-

duzierte protektive E�ekt gegenüber einer Ischämie durch knock out eines

Allels des Wachstumsfaktors BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor)

verhindert werden (Yanamoto et al. 2004). Wahrscheinlich beruht der Me-

chanismus der Toleranzinduktion jedoch auf einem Zusammenspiel meh-

rerer Faktoren (Urbach 2006).
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1.2.5. Ein�uss auf die Proteinexpression

Der Ein�uss von SD auf die Proteinsynthese wird seit Jahren kontrovers

diskutiert. Erste Ansatzpunkte lieferten Untersuchungen der Proteinsyn-

these nach experimentell induzierter Ischämie (Cooper et al. 1977, DeGra-

cia et al. 1996, Christensen et al. 1999, Althausen et al. 2001, Mengesdorf

et al. 2002). In den meisten Studien wurde hierzu ausschlieÿlich oder zu-

mindest teilweise auch ischämisches Gewebe untersucht. Dabei wurde in

den ersten Stunden der Reperfusion nach Ischämie ein verminderter Ein-

bau radioaktiv markierter Aminosäuren in Proteinen beobachtet. Daraus

wurde auf eine ipsilaterale Hemmung der Proteinsynthese sowohl nach

globaler (Cooper et al. 1977, DeGracia et al. 1996) als auch nach fokaler

(Christensen et al. 1999, Althausen et al. 2001, Mengesdorf et al. 2002)

Ischämie geschlossen.

Eine weitere Methode zur Analyse der Proteinsynthese stellt die Unter-

suchung der Expression und des Phosphorylierungsstatus einzelner Trans-

lationsinitiationsfaktoren dar. Diese Methode wendeten Althausen und

Mengesdorf et al. an und schlossen aus ihren Ergebnissen ebenfalls auf

eine Herunterregulation der Proteinsynthese (DeGracia et al. 1996, Alt-

hausen et al. 2001, Mengesdorf et al. 2002). Auch in dieser Studie wurde

ischämisches Gewebe untersucht.

Studien der Expression von GABAA-Rezeptor-mRNA und der entspre-

chenden Proteine im post-ischämischen periläsionellen Gewebe weisen auf

eine zumindest partielle Inhibition der Proteinsynthese hin (Neumann-

Haefelin et al. 1998, Neumann-Haefelin et al. 1999). Hierbei wurde gezeigt,

dass sieben Tagen nach einem fokalen kortikalen Infarkt die Konzentration

der mRNA der α1- und α2-Untereinheiten des Rezeptors anstieg, während

die Synthese der korrespondierenden Proteine nicht gesteigert oder sogar

herabreguliert war. Diese Veränderungen traten auÿerhalb des ischämi-

schen Gebietes auf, was zu der Vermutung führte, dass SD die Ursache für

einen Proteinsyntheseblock sein könnten. Dabei wurde allerdings von der

Transkription und Expression von nur einem Rezeptoren auf eine generelle

15



1. Einleitung

Hemmung der Proteinsynthese geschlossen.

Bislang untersuchten nur wenige Studien den Proteinmetabolismus nach

kortikaler SD im gesunden Gehirn. K°ivánek und Mies beobachteten in

einem Zeitraum von ein bis drei Stunden nach SD eine verminderte In-

korporation von 14C-Leucin, was auf eine Hemmung der Proteinsynthese

hindeutet (K°ivánek 1970, Mies 1993). Dem stehen mehrere Studien gegen-

über, die eine gesteigerte Proteinsynthese nach SD zeigen. Drei Tage nach

SD wurde ein leichter Anstieg der ipsilateralen kortikalen Proteinsynthese

anhand eines vermehrten Einbaus von 3H-Leucin beobachtet (Kawahara

et al. 1999). Diese globale Steigerung der Proteinsynthese geht einher mit

einer Steigerung des Glial �brillary acidic proteins (GFAP) und des Basic

�broblast growth factors (FGF-2) (Kawahara et al. 1999). Auch in weiteren

Studien wurde eine Hochregulierung der Synthese spezi�scher Proteine zu

unterschiedlichen Zeitpunkten nach SD beobachtet. Eine vermehrte Ex-

pression von GFAP wurde zwei Tage nach SD gezeigt. Diese hielt sieben

Tage, teilweise auch länger als 14 Tage, an (Kraig et al. 1991, Herrera et al.

1998). In einem ähnlichen Zeitraum nach SD (zwei bis vier Tage) konnte

eine Steigerung der Expression für das Hitzeschockprotein Hsp27 gezeigt

werden (Plumier et al. 1997, Urbach 2006). Unmittelbar nach SD (ein bis

vier Stunden) ist die Synthese weiterer spezi�scher Proteine hochreguliert.

So konnte immunhistochemisch eine Steigerung der Proteinexpression z.B.

von c-Fos und der Cyclooxygenase COX-2 gezeigt werden (Miettinen et al.

1997, Herrera et al. 1998, Urbach 2006). Diese Beobachtungen wurden von

mRNA-Expressions-Untersuchungen unterstützt, welche eine Koregulati-

on der entsprechenden mRNA zeigten (Miettinen et al. 1997, Herrera et al.

1998, Urbach et al. 2006, Urbach 2006).

Somit stehen der Hypothese einer generellen Hemmung der Protein-

synthese nach SD mehrere Studien gegenüber, die eine Hochregulation

spezi�scher Proteine nachweisen konnten. Au�ällig ist hierbei, dass viele

dieser Proteine an Stressreaktionen beteiligt sind.
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1.3. Translationsinitiationsfaktoren

1.3.1. Translation

Die Translation ist der Schritt der Proteinsynthese, bei dem die mRNA an

Ribosomen auÿerhalb des Kerns abgelesen und das entsprechende Protein

zusammengesetzt wird. Sie lässt sich in Initiation, Elongation und Termi-

nation unterteilen (Cooper und Hausman 2000). Bei der Initiation bindet

ein Ribosom am Start-Codon an der mRNA. Während der Elongation (in

5'-3'-Richtung) werden Aminosäuren zu einem Polypeptid zusammenge-

fügt und wenn ein Stop-Codon erreicht wird, wird in der Termination das

fertige Protein abgetrennt und das Ribosom zerfällt wieder in seine Un-

tereinheiten. Die Produktion von Proteinen muss sich den Bedürfnissen

der Zelle und äuÿeren Ein�ussfaktoren wie z. B. Wachstum, Stress oder

Substratmangel anpassen können. Die hierzu notwendige Regulation der

Proteinsynthese �ndet auf mehreren Ebenen statt, wobei die Regulation

der Translation eine herausragende Rolle spielt.

1.3.2. Initiation

Die Initiation der Translation lässt sich in drei Schritte unterteilen. Zuerst

erfolgt die Bindung der Initiator-tRNA (Met-tRNAi) an die kleine (40 S)

ribosomale Untereinheit. Anschlieÿend bindet der entstandene Komplex

an die mRNA einhergehend mit der Lokalisierung des Initiations-Codons.

Zuletzt erfolgt der Zusammenschluss mit der groÿen (60 S) ribosomalen

Untereinheit, was zum translationsfähigen Komplex führt (Sonenberg und

Dever 2003). Jeder dieser Schritte hängt von löslichen Proteinen ab, die

Translationsinitiationsfaktoren (TIF) genannt werden (Hershey und Mer-

rick 2000, Sonenberg und Dever 2003). Die für die vorliegende Arbeit zur

Analyse ausgewählten TIF spielen jeweils eine Schlüsselrolle in den be-

schriebenen Teilschritten und haben damit eine zentrale Bedeutung bei

der Kontrolle der Initiation der Translation.
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1.3.3. Regulation der Translation

Eine Zelle exprimiert nie alle Genprodukte, die theoretisch möglich wä-

ren. Die meisten Gene sind z. B. durch Methylierung dauerhaft stillgelegt,

da die kodierten Proteine nicht benötigt werden. Aber auch die mRNA-

Abschnitte, die erstellt und ins Zytoplasma transportiert werden, werden

nicht immer in gleichem Maÿe abgelesen. Die Regulation der Translation

spielt bei der Proteinsynthese eine herausragende Rolle. Verglichen mit

einer Regulation der Transkription ermöglicht die gezielte Kontrolle der

Translation bereits existierender mRNA eine schnellere Ein�ussnahme auf

die zelluläre Konzentration der synthetisierten Proteine (Sonenberg und

Hinnebusch 2009). Sie dient neben der schnellen Reaktion auf externe Sti-

muli (wie z. B. Stress) auch dauerhaften Änderungen der Zellphysiologie,

ohne in die Vorgänge der Transkription im Kern eingreifen zu müssen (So-

nenberg und Hinnebusch 2009). Grundsätzlich kann man eine globale und

eine selektive Translationskontrolle unterscheiden. Die Steuerung erfolgt

über verschiedene Mechanismen überwiegend auf der Ebene der Initiation,

aber auch bei der Elongation und der Termination. Letztere dienen aller-

dings eher als Sicherheitsmaÿnahme, während die Regulation der Trans-

lationsinitiation die am biologisch sinnvollste, da ressourcenschonendste,

ist (Sonenberg und Hinnebusch 2007).

1.3.4. Auswahl der Translationsinitiationsfaktoren für

diese Arbeit und deren Funktion

Die in dieser Arbeit untersuchten TIF spielen bei den drei Teilschritten

der Translationsinitiation jeweils eine zentrale Rolle. So phosphoryliert

die p70S6-Kinase die 40 S-ribosomale Untereinheit, der eukaryotische Ini-

tiationsfaktor eIF2α bindet die Met-tRNAi und führt zur Bildung des

Präinitiationskomplexes, und eIF4E schlieÿlich vermittelt die Bindung des

eIF4F-Komplexes an die mRNA, womit der translationsfähige Komplex

vervollständigt ist. Die Zusammenhänge auch mit anderen TIF sind in

18



1. Einleitung

der Abbildung 1.2 nach Cooper (Cooper und Hausman 2000) schematisch

dargestellt.

Abbildung 1.2.: Schema der Translationsinitiation nach Cooper (Cooper und Haus-
man 2000): in dieser Arbeit untersuchte TIF (farbig) und ihre Rolle
in der Translationsinitiation.
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Die untersuchten TIF liegen relativ zu den übrigen TIF nur in geringen

Konzentrationen vor. Daher gelten sie als Translationsraten-limitierend

und ihnen wird eine groÿe Bedeutung für die Regulation der Translations-

initiation zugeschrieben.

Die Phosphorylierungsstellen, gegen die die in der vorliegenden Arbeit

verwendeten Antikörper gerichtet sind, sind jeweils maÿgeblich für die Ak-

tivität der entsprechenden TIF und damit auch für deren Auswirkungen

auf die Proteinsynthese. Basierend auf diesen Eigenschaften sollte die Ana-

lyse der Konzentrationen und des Phosphorylierungsstatus der einzelnen

TIF Rückschlüsse auf die momentane Regulation der globalen Proteinsyn-

these erlauben. Diese Methode der indirekten Bestimmung der Transla-

tionsrate wurde bereits in vorangehenden Studien erfolgreich angewandt.

Beispielsweise wurde eine Regulation der Expression bzw. Phosphorylie-

rung von TIF in ischämischem Gewebe beobachtet (Burda et al. 1994,

Althausen et al. 2001, Mengesdorf et al. 2002). Eine gleichgerichtete Re-

gulation eben dieser TIF nach SD würde folglich für die Hypothese spre-

chen, dass SD für die Beein�ussung der Proteinsynthese nach Ischämie

verantwortlich sind.

Nicht zuletzt spricht für die Untersuchung dieser TIF, dass sie an zwei

bereits gut erforschten Mechanismen beteiligt sind, die maÿgeblich zur Re-

gulation der Translationsinitiation beitragen (PI3K/akt über mTOR und

Ras-MAPK (Sonenberg und Hinnebusch 2007, Sonenberg und Hinnebusch

2009)).

eIF2α

EIF2 besteht aus drei Untereinheiten (α, β und γ) und bindet mit Hilfe

von Guanosintriphosphat (GTP) die Initiator-tRNA (Met-tRNAi). Der

entstandene Komplex bindet an die kleine (40 S) ribosomale Untereinheit,

was zur Bindung des Anticodons der Met-tRNAi und des Startcodons der

mRNA (AUG) führt. Mit diesem Präinitiationskomplex wird die Transla-

tion eingeleitet. Anschlieÿend ist der Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor
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eIF2B notwendig, um eIF2 freizusetzen und diesem als eIF2-GTP eine

erneute Bindung zu ermöglichen.

An dieser Stelle fungiert die eIF2α-Untereinheit als wichtige Zielstruktur

der Translationsregulation. Unter anderem führen unterschiedliche Arten

von zellulärem Stress zur Phosphorylierung von eIF2α, was seine Bedeu-

tung als Integrator von Stressantworten verdeutlicht. Die an Ser51 phos-

phorylierte Form von eIF2α inhibiert den Austauschfaktor eIF2B (Sonen-

berg und Dever 2003, Sonenberg und Hinnebusch 2007, Sonenberg und

Hinnebusch 2009). Dies verhindert die Freisetzung von eIF2 und hat folg-

lich eine Hemmung der Translationsinitiation zur Folge (de Haro et al.

1996, Kimball 1999, Hershey und Merrick 2000, Proud 2005). Dies redu-

ziert bei Stress den Energieverbrauch durch nicht-überlebensnotwendige

Vorgänge. Gleichzeitig wird die Phosphorylierung von eIF2α an Ser51 auch

mit einer Hochregulation spezi�scher Transkriptionsfaktoren in Verbin-

dung gebracht. Bei zellulärem Stress fördern diese die Transkription von

stress-response-Genen (z. B. ATF3 und ATF4) (Proud 2005, Sonenberg

und Hinnebusch 2009, B'chir et al. 2013).

eIF4E

EIF4E bildet mit eIF4A und eIF4G einen stabilen Komplex, der eIF4F

genannt wird. Dieser bindet über seine eIF4E-Untereinheit direkt an die

mRNA 5'-Cap (modi�zierter Guanosinrest am 5' Ende der mRNA). Die

Untereinheit eIF4G interagiert mit eIF3 und dem poly-A-binding protein

(PABP), die beide an die mRNA binden. Daraus resultiert eine Ringbin-

dung der mRNA.

Die im Vergleich zu anderen TIF relativ niedrige Konzentration von

eIF4E gilt als limitierender Faktor für die globale Proteinsynthese (Hire-

math et al. 1985, Duncan et al. 1987, Mathews et al. 1996, Martín de la

Vega et al. 2001). Daher wird angenommen, dass seine Regulierung eine

wichtige Rolle in der Translationsregulation spielt (Richter und Sonenberg

2005).
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Allerdings zeigten verschiedene Studien, dass eine Überexpression von

eIF4E keine Steigerung der globalen Translation zur Folge hat, sondern

lediglich die Translation bestimmter mRNAs fördert. Diese scheinen ein

besonders hohes Level von eIF4E zu benötigen, während für die globale

Translation eine basale Menge ausreicht (Duncan et al. 1987, Lejbkowicz

et al. 1992, Sonenberg 1993, Rau et al. 1996, Gingras et al. 1999, Richter

und Sonenberg 2005). Diese mRNAs, die z. B. für die Ornithindecarb-

oxylase (ODC), Myc und Wachstumsfaktoren (FGF und VEGF) kodieren

(Koromilas et al. 1992, Sonenberg 1993, Plumier et al. 1997, Gingras et al.

1999, Gra� und Zimmer 2003), spielen eine wichtige Rollen in der Kon-

trolle von Zellwachstum und Proliferation (Richter und Sonenberg 2005).

Auÿerdem gibt es mRNAs mit sogenannten internen ribosomalen Ein-

trittstellen (IRES), die unabhängig von eIF4E translatiert werden kön-

nen. Hierzu zählen unter anderem mRNA für Wachstumsfaktoren, der

TIF eIF4G und einige Hitzeschockproteine (Gingras et al. 1999, Hellen

und Sarnow 2001).

Phosphoryliertes eIF4E bindet mit einer höheren A�nität an die Cap-

Struktur, daher hat diese Modi�kation eine Steigerung der Translations-

initiation zur Folge (Kaspar et al. 1990, Minich et al. 1994, Feigenblum

und Schneider 1996, Kleijn et al. 1998, Scheper und Proud 2002, Sonen-

berg und Dever 2003). Somit geht die Dephosphorylierung von eIF4E nach

Hitzeschock mit einem Abfall der globalen Proteinsynthese einher (Gin-

gras et al. 1999).

Demgegenüber führen andere Formen von Stress (z. B. Anisomycin) zu

einer vermehrten Phosphorylierung von eIF4E, währen die Translations-

rate deutlich fällt (Morley und McKendrick 1997, Wang et al. 1998). In

diesen Fällen scheint der Abfall der Proteinsynthese durch andere Mecha-

nismen der Translationsregulation verursacht zu sein, z. B. der Phospho-

rylierung von eIF2α (Gingras et al. 1999).

Die Aktivität von eIF4E kann auch über andere Mechanismen, wie z. B.

die 4E-bindenden Proteine (4E-BP), reguliert werden (Sonenberg und Gin-

gras 1998, Gingras et al. 1999, Raught und Gingras 1999). Daher stellen
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manche Autoren die Bedeutung der Regulation von eIF4E durch Phos-

phorylierung teilweise in Frage (McKendrick et al. 2001, Scheper et al.

2002, Zuberek et al. 2003, Sonenberg und Dever 2003).

p70S6-Kinase

Die p70S6-Kinase hat über verschiedene Wege einen stimulierenden E�ekt

auf die Translation. Sie ist eine Serin/Threonin-Kinase, die das S 6 ribo-

somale Protein der 40 S ribosomalen Untereinheit phosphoryliert, was die

Proteinsynthese am Ribosom induziert. Des Weiteren phosphoryliert die

p70S6-Kinase eIF4B und steigert dessen Aktivität (Holz et al. 2005, Sonen-

berg und Hinnebusch 2009). Auÿerdem steigert die p70S6-Kinase indirekt

die Aktivität von eIF4A durch Phosphorylierung dessen Inhibitors Pdcd4

(Yang et al. 2003, Dorrello et al. 2006, Sonenberg und Hinnebusch 2009).

Die Aktivität der p70S6-Kinase wird durch verschiedene Phosphorylie-

rungsereignisse in den katalytischen, Linker- und Pseudosubstratdomänen

gesteuert. Die Phosphorylierung an Thr389 wird durch Wachstumsfak-

toren (z. B. Insulin, den epidermalen Wachstumsfaktor EGF, und den

Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF) stimuliert. Sie spielt die herausra-

gende Rolle, da hier die stärkste Korrelation mit der Kinaseaktivität be-

steht (Pullen und Thomas 1997, Weng et al. 1998).

Vereinzelt wurde auch beobachtet, dass die p70S6-Kinase nur die Trans-

lation bestimmter mRNAs beein�usst und nicht die allgemeine Protein-

synthese (Je�eries et al. 1997).

23



2. Zielsetzung

Spreading Depolarizations (SD) spielen bei einem breiten Spektrum un-

terschiedlicher Pathologien von der Migräne bis zum ischämischen Schlag-

anfall eine Rolle. Um die Erkrankungen besser verstehen und schlieÿlich

auch Therapiekonzepte entwickeln zu können, ist es notwendig, die Patho-

physiologie der SD zu erforschen. Hierzu müssen diese unabhängig von

anderen pathologischen Ein�üssen betrachtet werden, damit ihre Auswir-

kungen untersucht und verstanden werden können.

Bisher gibt es ausführliche Untersuchungen zu Veränderungen der Pro-

teinexpression nach globaler wie auch fokaler Ischämie. Als potentielle Re-

gulationsmechanismen der in diesen Studien beobachteten Veränderungen

wurden die Expression bzw. eine Änderung des Phosphorylierungsstatus

von Translationsinitiationsfaktoren (TIF) identi�ziert. Bei diesen Untersu-

chungen wurde allerdings stets die Proteinsynthese im ischämischen Gewe-

be mituntersucht. Im nicht-ischämischen Gewebe, in dem SD eine tragende

Rolle der Pathophysiologie spielen dürften, wurde bislang nur eine parti-

elle Inhibition der Expression spezi�scher mRNA und der entsprechenden

Proteine gezeigt.

SD wurden als möglicher Pathomechanismus für die Veränderungen der

Proteinsynthese angesehen. Wie in Kapitel 1.2.5 beschrieben, zeigten Stu-

dien hierzu jedoch unterschiedliche, teils widersprüchliche Regulationen

der Proteinsynthese nach SD. Allerdings fehlt bisher eine konsequente

Analyse der zeitlichen Dynamik der Veränderungen, die nur in wenigen

Studien berücksichtigt worden ist.

Falls SD kausal an der nach Ischämie beobachteten Inhibition der Pro-

teinsynthese beteiligt sind, wäre nach SD eine vergleichbare Regulation
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der Proteinsynthese zu erwarten. Folglich sollte eine entsprechende Regu-

lation der TIF nachweisbar sein. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, ist dies

ein Hauptmechanismus der Regulation der Proteinsynthese und wie oben

ausgeführt, wurde eine Beein�ussung der TIF als Regulationsmechanismus

nach Ischämie bereits gezeigt. Dabei ist zu beachten, dass das ischämische

Gewebe noch anderen pathophysiologischen Ein�üssen unterliegt als Ge-

webe, in dem lediglich SD induziert werden.

Diese Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die Pathophysiologie der SD

besser zu verstehen. Es soll untersucht werden, ob und wie SD die Pro-

teinsynthese regulieren und in wie weit sie an den Veränderungen nach

Ischämie beteiligt sein könnten. Hierzu werden SD im Rattenkortex in vi-

vo isoliert ausgelöst, um ihre E�ekte frei von anderen pathologischen Ein-

�üssen beobachten zu können. Durch die Analyse der Expression, Phos-

phorylierung sowie der Lokalisation essentieller TIF können Rückschlüsse

auf die Proteinsynthese gezogen werden. Hierfür wurden aufgrund ihrer

entscheidenden Rollen bei der Translationsinitiation eIF2α, eIF4E und die

p70S6-Kinase ausgewählt. Eine Beein�ussung dieser Faktoren war als Re-

gulationsmechanismus der Proteinsynthese nach Ischämie bereits gezeigt

worden. Eine konsequente Analyse zu sieben verschiedenen Zeitpunkten in

einem Zeitraum bis zu 30 d nach SD soll eine Beschreibung der zeitlichen

Dynamik der Regulation der Proteinsynthese ermöglichen. Dies soll Rück-

schlüsse auf die im Rahmen der SD ablaufenden pathophysiologischen Vor-

gänge erlauben und dazu beitragen, bisherige Daten besser einordnen zu

können. Darüber hinaus sollen Hinweise gefunden werden, inwieweit SD

zu den nach globaler und fokaler Ischämie auftretenden Veränderungen

der Proteinsynthese beitragen könnten.
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Die Rezepte für die in dieser Arbeit verwendeten Lösungen, Pu�er und

Gele sind im Anhang A aufgeführt.

3.1. Versuchstiere

Die Operationen wurden an männlichen, jungen adulten Wistar-Ratten

aus der Zucht des Instituts für Versuchstierkunde Jena durchgeführt, die

zum Zeitpunkt der Operation 9 ± 2 Wochen alt und 290 ± 20 g schwer

waren. Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen in einem 12 Stun-

den Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und hatten jederzeit Zugang zu Futter

und Wasser.

Die Tierexperimente wurden durch das Thüringer Landesamt für Le-

bensmittelsicherheit und Verbraucherschutz, Dezernat Tierschutz, geprüft

und entsprechend den Vorschriften des Tierschutzgesetzes durchgeführt

(Tierversuchsantrag 02�11/07).

3.2. Operationen und Induktion der SD

Für die Operation wurden die Tiere mit 3,5%igen Iso�uran (Actavis) in ei-

nem 1 : 2 Sauersto�/Disticksto�monoxid-Gemisch (30 l : 60 l) anästhesiert

und der Kopf in einem Stereotakt �xiert. Nach ungefähr drei Minuten

wurde die Narkose auf 2,5% Iso�uran reduziert. Nach Freilegung der Ka-

lotte wurden über der linken Hemisphäre zwei Trepanationen mit einem

Durchmesser von 1,8 mm angelegt, wobei die Dura mater intakt blieb. Die
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Trepanationen befanden sich bei Bregma +2, 0 mm und −6, 8 mm, jeweils

2,0 mm lateral der Mittellinie (s. Abb. 3.2).

Zur Ableitung des Gleichstrom-Potentials (DC) und des Elektrokorti-

kogramms (ECoG) wurde eine Borosilikatglaselektrode (2�4 MΩ), gefüllt

mit künstlicher Zerebrospinal�üssigkeit (arti�cial Cerebro Spinal Fluid,

aCSF), im anterioren Bohrloch vorsichtig auf die Dura mater aufgesetzt.

In der Borosilikatglaselektrode war ein chlorierter Silberdraht eingebracht

worden, der mit einem Gleichstrom- und Elektroenzephalogramm-Verstär-

ker verschaltet wurde. Als Referenzpotential diente das über einen chlo-

rierten Silberdraht abgegri�ene subkutane Nackenpotential.

Nach den potentiell schmerzhaften Eingri�en wurde die Narkose sukzes-

sive auf 1,5% Iso�uran herabgesetzt. In der dafür benötigten Zeit konnten

sich auÿerdem die Elektrodenpotentiale stabilisieren. Alle Signale wur-

den 100-fach verstärkt, analog-digital gewandelt und mittels der Software

Spike2 aufgezeichnet. Zur Induktion der SD wurde 1 M KCl mittels eines

Tupfers auf die Dura mater im posterioren Bohrloch appliziert. Nach-

dem innerhalb von 110�120 min 7±2 SD registriert worden waren, wurde

der Tupfer entfernt, mehrmals mit aCSF gespült und die Trepanation mit

Knochenwachs verschlossen. Bei den Scheinoperationen (sham-Tiere) wur-

de für 110 min 1 M NaCl-Lösung appliziert. Abb. 3.1 zeigt Beispiele der

DC-Potentiale und ECoG-Ableitung in SD- und sham-Tieren.

Während der Operation wurde die Körpertemperatur mittels eines elek-

tronischen Rektalthermometers überwacht und über eine rückgekoppelte

Heizmatte bei 37±0,5 ◦C gehalten. Zum Schluss wurde unter 2% Iso�u-

ran die Haut über der Kalotte wieder geschlossen und die Narkose unter

100%iger Sauersto�zufuhr ausgeleitet.
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(A) SD

(B) sham

Abbildung 3.1.: DC-Potential und Elektrokortikogramm (ECoG) (A) während der
Auslösung von SD, (B) während der sham-Operation
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3.3. Gehirnpräparation

Die Tiere (n=99) wurden 3 h, 4 h, 8 h, 1 d, 3 d, 7 d und 30 d (n=7-10

in SD-Gruppen, n=6-7 in sham-Gruppen) nach erster Applikation von

KCl bzw. NaCl unter Iso�urannarkose dekapitiert. Anschlieÿend wurde

vorsichtig das Gehirn freigelegt. Dann wurde unter ständiger Kühlung mit

4 ◦C kaltem aCSF der Kortex unter Aussparung der Läsion (ipsilateral)

bzw. eines entsprechenden Areals (kontralateral) entsprechend der Skizze

in Abb. 3.2 abpräpariert, sofort in �üssigem Sticksto� schockgefroren und

bei −80 ◦C aufbewahrt.

Abbildung 3.2.:
Kortexpräparation. Der schra�erte Bereich des
ipsilateralen Kortex inklusive der lateralen Anteile
wurde abpräpariert und für die vorliegende Studie
verwendet

3.4. Lyse und Fraktionierung

Zur Proteinisolierung und Auftrennung in die zytosolische und Membran-

fraktion wurden die Gewebsstücke zunächst gewogen und nach Zugabe

einer entsprechenden Menge Lysepu�ers I mit dem Ultra-Turrax T8 (IKA
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Labortechnik) homogenisiert. Anschlieÿend wurden die Proben 20 min bei

4 ◦C mit 1000 x g zentrifugiert, der Überstand abgenommen und in wei-

teren 5 min bei 1200 x g der verbleibende Zelldebris abzentrifugiert.

Der Überstand wurde 45 min bei 4 ◦C mit 30.000 x g ultrazentrifugiert.

Danach konnte der die zytosolische Fraktion enthaltende Überstand ab-

pipettiert werden. Das verbliebene Pellet wurde nach Zugabe des Lysepuf-

fers II unter Vermeidung von Blasenbildung resuspendiert und nochmal

20 min bei 4 ◦C mit 15.000 x g ultrazentrifugiert. Anschlieÿend wurde der

Überstand, der die Membranfraktion enthielt, abgenommen. Während der

gesamten Fraktionierung wurden die Gewebe, alle Lösungen und Lysate

auf 4 ◦C gekühlt und in den Pausen auf Eis gelagert.

3.5. Analyse

3.5.1. Bestimmung der Proteinkonzentrationen und

Poolen der Proben

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde direkt nach der Tren-

nung der Fraktionen durchgeführt und diente der späteren Einstellung des

Verhältnisses der Einzelproben beim Poolen. Sie erfolgte in abgewandel-

ter Form nach der von Bradford beschriebenen Methode (Bradford 1976).

Hierzu wurde zunächst eine Eichreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA,

Sigma-Aldrich) angesetzt mit den Konzentrationen c (mg/ml) = 0,125;

0,250; 0,500; 0,750; 1,00 und 2,00. In Vorversuchen war festgestellt worden,

dass die Einzelproben bei einer Verdünnung von 1 : 40 optimal im Mess-

bereich liegen. Zur Eichreihe wie auch zu den 1 : 40 verdünnten Proben

wurde Bradford Reagenz (Sigma-Aldrich) hinzugegeben. Nach Durchmi-

schung und 10 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde mittels des

In�nite F200 Multiplattenreader (Tecan) die Lichtabsorption bei 620 nm

gemessen. Es wurden jeweils drei Messreihen durchgeführt und die jewei-

ligen Konzentrationen anhand der Messwerte für die Eichreihe berechnet.
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Im Anschluss wurden die Proben entsprechend ihrer Proteinkonzentrati-

on innerhalb der jeweiligen Gruppen gepoolt, so dass von jedem Einzeltier

gleich viel Gesamtprotein in die später zu analysierenden Proben einging.

3.5.2. Gelelektrophorese und Western Blot

In den weiteren Arbeitsschritten wurden jeweils Proben aller Zeitpunkte

gleichzeitig in den selben Pu�ern und Lösungen mit den selben Geräten

verarbeitet. Damit sollte ausgeschlossen werden, dass systematische Fehler

bei der Verarbeitung die Ergebnisse beein�ussen.

Die Proteinauftrennung erfolgte mittels SDS-Page (Sodium Dodecyl Sul-

fate Polyacrylamide gel electrophoresis). Die Proben wurden zunächst mit

2 xLaemmli-Pu�er 1:2 verdünnt, so dass die resultierende Gesamtprotein-

konzentration 1 mg/ml bzw. 2 mg/ml betrug, um in der Gelelektrophorese

jeweils die gleiche Menge Gesamtprotein auftragen zu können. Anschlie-

ÿend wurden sie im T3-Thermocycler (Biometra) auf 95 ◦C erhitzt und

5 min inkubiert. Dann wurden die Proben in die Taschen eines vorbereite-

ten Flachgels, bestehend aus Sammel- und Trenngel, aufgetragen (Rezept

im Anhang A). Dabei wurden je nach zu analysierendem Translations-

initiationsfaktor 10 bzw. 20 μg Gesamtprotein aufgetragen, entsprechend

der Tabelle 3.1. Als Referenz für das Molekulargewicht der zu analysieren-

den Proteine wurde in der ersten Tasche Precision Plus Protein Western C

#161-0376 der Firma Bio-Rad mitgeführt. An das von Laufpu�er umgebe-

ne Gel wurde für 1 h 45 min eine konstante Spannung von 100 V angelegt.

Anschlieÿend wurde der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Gel auf

eine Membran (Hybound-C Extra Nitrocellulose 0,45 Micron; Katalog-Nr.

RPN203E) mittels Western Blot durchgeführt. In Transferpu�er wurde 1 h

bei 100 V nass geblottet. Nach Beendigung des Transfervorgangs wurde die

Membran in 5% BSA in TBS-T (Trisgepu�erte Salzlösung mit Tween 20)

1 h geblockt.
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Zielprotein Gröÿe AK-Verd. GP Housekeeper
(kDa) (μg)

eIF2α 36 1:500 20 β-Tubulin-III
eIF2α-phospho 36 1:500 20 β-Tubulin-III
eIF4E 25 1:1000 20 GAPDH
eIF4E-phospho 25 1:1000 20 GAPDH
p70S6-Kinase 70 1:1000 10 GAPDH
p70S6-Kinase-phospho 70 1:1000 10 GAPDH

Tabelle 3.1.: Eigenschaften und Verwendung der Antikörper zur Proteindetektion.
Die angegebene Gröÿe ist die Gröÿe des Zielproteins, AK-Verd. = Ver-
dünnung der Antikörper, GP = in der Gelelektrophorese eingesetztes
Gesamtprotein.

3.5.3. Antikörper

Zur Analyse dienten Antikörper gegen die verschiedenen TIF und sekun-

däre Antikörper (goat-anti-rabbit), an welchen ein Konjugat der Meer-

rettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) gebunden ist. Technische

Details können der Tabelle B.1 im Anhang B entnommen werden.

Die primären Antikörper wurden in Verdünnungen entsprechend der

Tabelle 3.1 in 2%igem BSA in TBS-T auf die Membran gegeben und

diese über Nacht bei 4 ◦C unter ständiger Bewegung inkubiert und vor

den weiteren Arbeitsschritten nochmal 1 h 45 min bei Raumtemperatur

belassen.

Zur Entfernung überschüssiger und unspezi�sch gebundener Antikör-

per wurden die Membranen dreimal 10 min in TBS-T gewaschen. Die

Inkubation mit den entsprechenden sekundären Antikörper, die in einer

Verdünnung 1:2000 eingesetzt wurden, erfolgte in 2%igem BSA in TBS-T

für 1 h bei Raumtemperatur. Das HRP-Konjugat, das am mitgeführten

Marker bindet (Precision Protein StrepTactin-HRP #161-0380 der Firma

Bio-Rad), wurde in einer Verdünnung 1:50.000 eingesetzt. Zuletzt schlos-

sen sich nochmal drei zehnminütige Waschschritte in TBS-T an.
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3.5.4. Housekeeping Proteine

Um die gepoolten Proben der verschiedenen Zeitpunkte vergleichbar zu

machen, wurde jede Membran zusätzlich zu dem gegen das Zielprotein ge-

richteten Antikörper mit einem Antikörper gegen ein Housekeeping Pro-

tein inkubiert. Housekeeping Proteine sind Proteine, welche für elementa-

re zelluläre Prozesse essentiell sind (z.B. Sto�wechsel-, Strukturproteine).

Typischerweise werden sie im Organismus bzw. jeweiligen Gewebe unab-

hängig von exogenen Ein�üssen konstitutiv exprimiert. In der vorliegenden

Studie wurden aufgrund der unterschiedlichen Laufhöhen der Zielprotei-

ne hierfür wie in der Tabelle 3.1 angeführt entweder Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH: 37 kDa, 1:20.000) oder β-Tubulin-III

(50 kDa, 1:100.000) eingesetzt. Unsere Voruntersuchungen zeigten, dass

beide Proteine nach SD weitgehend stabil exprimiert werden. Bei der Ver-

wendung von β-Tubulin-III wurde noch ein weiterer sekundärer Antikörper

(goat-anti-mouse) eingesetzt.

3.5.5. Auswertung mittels Chemilumineszenz und

GeneTools

Die Messung der TIF erfolgte über die Antikörper mittels Chemilumines-

zenz. Hierfür verwendeten wir den ImmnuoStar Western C Kit der Fir-

ma BioRad. Die Chemilumineszenzreaktion des Luminols, bei der Licht

mit einer Wellenlänge λ von 428 nm emittiert wird, wird dabei durch die

HRP katalysiert. Zur Erfassung der Chemilumineszenz auf den Membra-

nen diente das LAS-3000 (Fuji�lm) mit der Software Image Reader. Zum

Auswerten und Dokumentieren diente die Software GeneTools von Syn-

gene. Hiermit werden die Banden zunächst als ein Volumen angegeben.

Dieses Volumen wird aus den Pixeln unter der Kurve der Funktion ei-

nes Histogramms errechnet, welches die Bande in Gröÿe und Intensität

repräsentiert.
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3.6. Berechnungen

Mit den Volumen-Werten der Banden wurden die im Folgenden beschrie-

benen Berechnungen durchgeführt. Der Wert für das Zielprotein (TIF bzw.

TIF-P) wurde auf das jeweilige Housekeeping Protein normiert und wird

damit als TIF pro Housekeeping Protein angegeben. Anschlieÿend wur-

de für jeden TIF das arithmetische Mittel der drei technischen Replikate

berechnet. Hiervon wurde bei einer Stichprobengröÿe von n = 3 der Stan-

dardfehler bestimmt (Standard Error of the Mean, SEM). Dieser wird auch

in den Tabellen B.2 �B.12 im Anhang B aufgeführt. In den Ergebnissen

(Kapitel 4) ist der SEM in den Diagrammen als positiver Fehlerbalken

angegeben. Die entsprechenden 95%-Kon�denzintervalle berechnen sich

wie folgt: Arithmetischer Mittelwert ± SEM × 1,96. Unterschiede zwi-

schen zwei Gruppen werden dann als signi�kant angesehen, wenn sich die

95%-Kon�denzintervalle nicht überschneiden. Als tendenziell unterschied-

lich werden Messungen angesehen, bei denen sich die Werte der SD- und

sham-Tiere jeweils zu- und abzüglich des SEM nicht überschneiden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Translationsinitiations-

faktoren und deren Phosphorylierungsstatus auf Proteinebene analysiert,

um daraus Rückschlüsse auf die Regulation der Translation nach SD zie-

hen zu können. In Vorversuchen wurden Antikörper gegen folgende TIF

sowie ihre phosphorylierten Formen eingesetzt: eIF2α, eIF2Be, eIF4AI,

eIF4E, eIF4G und die p70S6-Kinase. Hierbei konnten im angewandten

Versuchsaufbau nicht für alle Antikörper reproduzierbare Messergebnisse

erzielt bzw. der Phosphorylierungszustand nachgewiesen werden. Daher

wurden folgende Gesamt- und phosphospezi�sche Antikörper zur Auswer-

tung herangezogen: anti-eIF2α und anti-eIF2α-PSer51, anti-eIF4E und anti-

eIF4E-PSer209 sowie anti-p70S6-Kinase und anti-p70S6-Kinase-PThr389.

Die Analyse erfolgte jeweils getrennt im Zytosol und in der Membran-

fraktion, zu folgenden Zeitpunkten nach SD bzw. sham-Operation: 3 h,

4 h, 8 h, 1 d, 3 d, 7 d und 30 d.

Die jeweiligen Messergebnisse der drei technischen Replikate der Wes-

tern Blots sind in den Tabellen B.2�B.12 im Anhang B dargestellt. Es wer-

den die (wie in den Kapiteln 3.5.5 und 3.6 beschrieben) mittels GeneTools

berechneten und auf die entsprechenden Housekeeping-Proteine normier-

ten Volumen-Werte der Banden mit ihren Standardfehlern angegeben. Sie

sind ein Maÿ für die Gröÿe und die in anderen Studien bei Western Blots

angegebenen �optischen Dichte� der Banden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse für die einzelnen TIF aufgeführt.

Hierbei werden jeweils die Tiergruppen (Operation mit SD bzw. sham-

Operation) miteinander verglichen.

35



4. Ergebnisse

4.1. eIF2α und eIF2α-PSer51

(A)

(B)

Abbildung 4.1.: Western Blot mit den Antikörpern gegen eIF2α (A) und eIF2α-PSer51

(B) (36 kDa) mit dem Housekeeper β-Tubulin-III (50 kDa, obere
Bande). Die obere Markerbande liegt bei 50 kDa, die untere bei
37 kDa. Der Zeitpunkt entspricht dem Überleben nach SD bzw.
sham-Operation, Z=Zytosol, M=Membranfraktion.

Die Expression von eIF2α zeigte in beiden Gruppen (SD- und sham-

Tiere) einen biphasischen Verlauf, sowohl in der zytosolischen als auch

in der Membranfraktion: Unmittelbar nach der SD- oder sham-Operation

(3 h und 4 h) sowie 3 d und 7 d danach war die Expression von eIF2α im

Vergleich zu den dazwischen liegenden Zeitpunkten (8 h, 1 d und 30 d)

erhöht (Abb. 4.1 A und 4.2).

Ungeachtet dieser gruppenübergreifenden Schwankungen lag eIF2α in

Zytosol und Membranfraktion bei allen Tieren in vergleichbaren Mengen

vor. Ausgeprägte E�ekte von SD auf die Expression von eIF2α wurden we-

der in der zytosolischen noch in der Membranfraktion beobachtet (Abb. 4.1

und 4.2). Lediglich 8 h und 3 d nach SD zeigte sich eine tendenzielle Her-

aufregulation von eIF2α in der zytosolischen Fraktion (Abb. 4.2 A).

An Ser51 phosphoryliertes eIF2α war im Vergleich zum Houskeeping-

Protein in viel geringeren Mengen detektierbar als unphosphoryliertes

eIF2α. Insgesamt war der Phosphorylierungsstatus von eIF2α im Zytosol

bei SD- und sham-operierten Tieren zu den meisten Zeitpunkten ähnlich.
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(A) (B)

Abbildung 4.2.: Expression von eIF2α normiert auf β-Tubulin-III (A) im Zytosol (B)
in der Membranfraktion. Der Zeitpunkt entspricht dem Überleben
nach SD (gelb) bzw. sham-Operation (blau).

(A) (B)

Abbildung 4.3.: An Ser51 phosphoryliertes eIF2α normiert auf β-Tubulin-III (A) im
Zytosol (B) in der Membranfraktion. Der Zeitpunkt entspricht dem
Überleben nach SD (gelb) bzw. sham-Operation (blau).
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Ein signi�kanter Unterschied fand sich 8 h nach SD mit einem mehr als

2,5-fachen Anstieg von eIF2α-PSer51. Geringe SD-bedingte Unterschiede

zeigten sich tendenziell auch 3 h, 7 d und 30 d nach SD, wobei eIF2α

in SD-Tieren nach 3 h und 30 d stärker, nach 7 d dagegen schwächer

phosphoryliert war als in den Kontrolltieren (Abb. 4.1 B und 4.3 A).

Bei der Phosphorylierung von eIF2α an Ser51 in der Membranfraktion

zeigte sich eine tendenziell stärkere Phosphorylierung 4 h und 7 d nach

SD, sowie eine verringerte Phosphorylierung 3 d nach SD. Auÿerdem war

in der Membranfraktion bei insgesamt schwächerem Signal eine gröÿere

Streuung der Messwerte au�ällig, die eventuell signi�kante Unterschiede

zwischen SD- und scheinoperierten Tieren maskieren könnte (Abb. 4.1 B

und 4.3 B).

4.2. eIF4E und eIF4E-PSer209

(A)

(B)

Abbildung 4.4.: Western Blot mit den Antikörpern gegen eIF4E (A) und eIF4E-
PSer209 (B) (25 kDa) mit dem Housekeeper GAPDH (37 kDa, obere
Bande). Die obere Markerbande liegt bei 37 kDa, die untere bei
25 kDa. Der Zeitpunkt entspricht dem Überleben nach SD bzw.
sham-Operation, Z=Zytosol, M=Membranfraktion.

Bei der Expression von eIF4E im Zytosol zeigte sich eine gruppenüber-

greifende zeitliche Dynamik: Sowohl in den SD- als auch in sham-Tieren
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(A) (B)

Abbildung 4.5.: Expression von eIF4E normiert auf GAPDH (A) im Zytosol (B)
in der Membranfraktion. Der Zeitpunkt entspricht dem Überleben
nach SD (gelb) bzw. sham-Operation (blau).

Abbildung 4.6.:
An Ser209 phosphoryliertes eIF4E im Zy-
tosol normiert auf GAPDH. Der Zeit-
punkt entspricht dem Überleben nach SD
(gelb) bzw. sham-Operation (blau).
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zeigten sich 3 h und 4 h nach OP gröÿere Mengen von eIF4E im Zytosol

als zu den späteren Zeitpunkten (Abb. 4.4 A und 4.5 A).

In der Expression von eIF4E im Zytosol zeigten sich keine deutlichen

gruppenspezi�schen Unterschiede, lediglich 3 d nach OP bestand die Ten-

denz zu einer verminderten Expression von eI4E nach SD im Vergleich zur

Scheinoperation (Abb. 4.4 A und 4.5 A).

In der Membranfraktion fanden sich deutlich geringere Mengen von

eIF4E als im Zytosol. Darüber hinaus wurde 4 h und 7 d nach SD eine

Verdopplung von eIF4E relativ zu den jeweiligen sham-Gruppen beob-

achtet, was sich jedoch bei einem sehr niedrigen Gesamtniveau nach den

angewandten Kriterien nicht als signi�kant erwies (Abb. 4.4 A und 4.5 B).

Das phosphorylierte eIF4E-PSer209 konnte nur in sehr geringen Mengen

im Zytosol nachgewiesen werden (Abb. 4.4 B). Der Phosphorylierungs-

status von eIF4E an Ser209 wies sowohl in SD- als auch in sham-Tieren

eine zeitliche Dynamik mit einer stärkeren Phosphorylierung von eIF4E zu

den frühen Zeitpunkten (3 und 4 h nach OP) auf. Signi�kante SD-bedingte

Unterschiede wurden nicht detektiert, es �elen lediglich eine tendenzielle

Erhöhung des Phosphorylierungsgrades 8 h nach SD und eine verringerte

Phosphorylierung 7 d nach SD auf (Abb. 4.4 B und 4.6).

In der Membranfraktion wurde eIF4E-PSer209 nicht nachgewiesen.

4.3. p70S6-Kinase und p70S6-Kinase-PThr389

Die detektierten Mengen der p70S6-Kinase waren sowohl nach SD als auch

nach sham-OP in Zytosol und Membranfraktion sehr viel geringer als die

der anderen beiden TIF (Abb. 4.7 A und 4.8).

In der zytosolischen Fraktion zeigte sich ein signi�kanter gruppenspezi�-

scher Unterschied 8 h nach OP. Hier war die Expression der p70S6-Kinase

nach SD auf das Doppelte gesteigert (Abb. 4.8 A). Eine entsprechende

Tendenz bestand auch 3 d und 7 d nach OP, diese erwies sich hier bei ei-

nem niedrigen Gesamtniveau allerdings nicht als signi�kant (Abb. 4.8 A).
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(A)

(B)

Abbildung 4.7.: Western Blot mit den Antikörpern gegen die p70S6-Kinase (A)
und die p70S6-Kinase-PThr389 (B) (70 kDa) mit dem Housekee-
per GAPDH (37 kDa, untere Bande). Die obere Markerbande
liegt bei 50 kDa, die untere bei 37 kDa. Der Zeitpunkt ent-
spricht dem Überleben nach SD bzw. sham-Operation, Z=Zytosol,
M=Membranfraktion

Die Expression der p70S6-Kinase in der Membranfraktion war gene-

rell noch niedriger als im Zytosol (siehe auch Tabellen B.9 und B.10 im

Anhang B). In sham-Tieren lag die Menge zum Teil unter der Detek-

tionsgrenze (7 d nach OP) (Abb. 4.8 B). Es zeigte sich eine tendenzielle

Erhöhung der Expression der p70S6-Kinase (zweifach) 4 h nach SD im

Vergleich zu sham, auf geringerem Gesamtniveau war eine ähnliche Ten-

denz auch 1 d und 7 d nach SD zu beobachten. 30 d nach SD zeigte sich

eine deutliche Verringerung der p70S6-Kinase, die sich allerdings wie auch

die zuvor genannten Tendenzen nach den angewandten Kriterien nicht als

signi�kant erwies (Abb. 4.8 B).

Auch bei der phosphorylierten p70S6-Kinase gab es v. a. in der Mem-

branfraktion aufgrund der sehr geringen Mengen Proben, in denen keine

p70S6-Kinase-PThr389 detektiert werden konnte (siehe Abb. 4.7 B und Ta-

bellen B.11 und B.12 im Anhang B).

Im Zytosol war die Phosphorylierung der p70S6-Kinase an Thr389 4 h

und 7 d nach SD im Vergleich zu sham tendenziell verringert (Abb. 4.9 A).
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(A) (B)

Abbildung 4.8.: Expression der p70S6-Kinase normiert auf GAPDH (A) im Zytosol
(B) in der Membranfraktion. Der Zeitpunkt entspricht dem Überle-
ben nach SD (gelb) bzw. sham-Operation (blau).

(A) (B)

Abbildung 4.9.: An Thr389 phosphorylierte p70S6-Kinase normiert auf GAPDH (A)
im Zytosol (B) in der Membranfraktion. Der Zeitpunkt entspricht
dem Überleben nach SD (gelb) bzw. sham-Operation (blau).
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In der Membranfraktion waren kaum Unterschiede zwischen SD- und

sham-operierten Tieren detektierbar. Es �el lediglich eine tendenzielle

Steigerung der Phosphorylierung der p70S6-Kinase 3 und 7 d nach SD

auf (Abb. 4.9 B). Bemerkenswert war hierbei, dass sich in den sham-

Tieren 7 d nach OP auch bei wiederholter Messung keine phosphorylierte

p70S6-Kinase in der Membranfraktion nachweisen lieÿ (siehe Tabelle B.12

im Anhang B).
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Ziel der Arbeit war die Untersuchung, inwiefern SD die Proteinsynthese

im direkt betro�enen zerebralen Kortex beein�usst. Insbesondere sollte

geklärt werden, ob SD auch für die Beein�ussung der Proteinsynthese

nach Ischämie verantwortlich sein könnte. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben,

spielt die Regulation der Translation bei der Kontrolle von Proteinkon-

zentrationen eine herausragende Rolle. Hierbei liegt der gröÿte Anteil der

Kontrolle beim Teilschritt der Initiation (Sonenberg 1996). Da auch nach

Ischämie mehrfach der Mechanismus der Hemmung der Translationsinitia-

tion beschrieben wurde (siehe Kapitel 2), konzentrierte sich die vorliegende

Arbeit auf die Analyse essentieller TIF und deren Phosphorylierungssta-

tus. Wie in Kapitel 1.3.4 beschrieben, wurden hierzu eIF2α, eIF4E und

die p70S6-Kinase betrachtet.

Die in der vorliegenden Studie erhobenen Daten deuten darauf hin,

dass SD über die Regulation der TIF die Proteinsynthese im Kortex be-

ein�usst. So ist im Vergleich zu sham-operierten Tieren 4 h nach SD die

P70S6-Kinase in der Membranfraktion verringert, was auf eine Steigerung

der Proteinsynthese hindeutet. 8 h nach SD zeigte sich eine signi�kante

Steigerung der Expression der p70S6-Kinase im Zytosol als Hinweis auf

eine Steigerung der Proteinsynthese sowie eine Steigerung der Phospho-

rylierung von eIF2α, was eine Hemmung der Proteinsynthese impliziert.

Auÿerdem konnten zu verschiedenen Zeitpunkten Tendenzen in der Regu-

lation der TIF gezeigt werden, die teilweise mit den Beobachtungen nach

Ischämie übereinstimmen.

Die Verminderung der Proteinsynthese ist eine typische Antwort von

Zellen auf verschiedene Formen von Stress (Jagus et al. 1999, Sheikh und
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Fornace 1999, Clemens et al. 2000, Gale et al. 2000, Ron und Harding 2000,

Schneider 2000). Dies konnte auch in verschiedenen Ischämie-Modellen

beobachtet werden. Unter anderem wurde gezeigt, dass nach transienter

zerebraler Ischämie der Einbau radioaktiv markierter Aminosäuren ver-

mindert ist (Cooper et al. 1977, Wong et al. 1991, Bonnekoh et al. 1992,

Burda et al. 1994, DeGracia et al. 1996). Diese postischämische Hemmung

der Proteinsynthese wird auf eine Inhibition der Translationsinitiation zu-

rückgeführt (Krause und Ti�any 1993, Burda et al. 1994). Die genannten

postischämischen Studien betrachteten dabei hauptsächlich die Protein-

synthese in betro�enem Gewebe bis zu einem Tag nach Ischämie. Zu-

dem wurde nach fokaler Ischämie gezeigt, dass andere Mechanismen, wie

z. B. die Regulation der Elongation über den Elongationsfaktor eEF2 kei-

ne groÿe Rolle bei der Suppression der Proteinsynthese spielen (Althausen

et al. 2001).

Bei der Regulation der Translationsinitiation ist zum einen die zur Ver-

fügung stehende Menge der TIF bedeutend (Buckley und Ehrenfeld 1987,

Kleijn et al. 1998), zum anderen deren Phosphorylierungsgrad (Hershey

1990, Kleijn et al. 1998). Dabei werden die eIF2- und eIF4-Komplexe als

wichtigste Angri�spunkte für die Regulation angesehen (Hershey 1990,

Redpath und Proud 1994). Es wurden auch bereits Hinweise auf eine kon-

krete Rolle der TIF eIF2α, eIF4E und p70S6-Kinase in der Hemmung

der Translation nach transienter globaler Ischämie beschrieben (Martín

de la Vega et al. 2001). Da in den zitierten Studien stets ischämisches Ge-

webe untersucht wurde (direkt infarziertes Gewebe oder die Penumbra),

sind Rückschlüsse auf die konkreten zugrunde liegenden Pathomechanis-

men oder die räumliche Verteilung im postischämischen Gehirn nicht bzw.

nur bedingt möglich. Hierzu gibt es, soweit mir bekannt ist, lediglich ei-

nige Hinweise aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe, die darauf hin-

deuten, dass im nichtischämischen, periläsionellen Gewebe eine partielle

Hemmung der Proteinsynthese statt�ndet (Neumann-Haefelin et al. 1998,

Neumann-Haefelin et al. 1999) (siehe auch Kapitel 1.2.5).

Im Folgenden werden nach der Diskussion der Methoden die Ergebnisse
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der vorliegenden Studie zu den Erkenntnissen aus Untersuchungen zur

Proteinsynthese und der Translationsinitiation nach Ischämie und SD in

Beziehung gesetzt.

5.1. Diskussion der Methoden

In dieser Arbeit wurde der Ein�uss von Spreading Depolarizations auf die

Proteinexpression anhand der Analyse von Translationsinitiationsfaktoren

untersucht. Hierzu wurden die Expression, die Lokalisation und der Phos-

phorylierungsstatus dreier für die Proteinexpression essentieller Transla-

tionsinitiationsfaktoren untersucht: eIF2α, eIF4E und die p70S6-Kinase.

Initial wurden auÿerdem Antikörper gegen eIF4G, eIF2Be und eIF4AI ein-

gesetzt, wobei diese in den vorliegenden Untersuchungen entweder keine

reproduzierbaren Messergebnisse erbrachten oder ihr Phosphorylierungs-

status nicht sicher bestimmt werden konnte. Entscheidend für die endgül-

tige Auswahl war, dass für jeden der drei Teilschritte der Translations-

initiation jeweils ein essentieller Faktor in die Untersuchung eingeschlos-

sen werden konnte. Aus der Expression der untersuchten TIF sowie deren

Translokation in die Membranfraktion und des Phosphorylierungsstatus

auf Proteinebene können Rückschlüsse auf die Regulation der Translation

und damit der Proteinsynthese nach SD gezogen werden.

In Hinblick auf den Ein�uss von SD auf die globale Proteinsynthese

wurden bisher nur Untersuchungen zu frühen Zeitpunkten (1�3 h) und

1�3 d nach SD durchgeführt. Hierbei wurde eine Hemmung der Protein-

synthese zu den frühen Zeitpunkten (1�3 h) und ein leichter Anstieg der

Proteinsynthese 3 d nach SD gezeigt. Diesen Untersuchungen der globalen

Proteinsynthese stehen einige Studien zur Synthese spezi�scher Proteine

gegenüber, die eine Steigerung unmittelbar (1�3 h) und in einem Zeit-

raum von 2�7 d nach SD gezeigt haben (siehe auch Kapitel 1.2.5). Um

hier zeitliche Lücken in der Betrachtung zu schlieÿen und einen möglichst

vollständigen Überblick über den Verlauf der Proteinsynthese nach SD zu

46



5. Diskussion

erhalten, wurden in der vorliegenden Studie die oben aufgeführten TIF zu

folgenden Zeitpunkten nach SD bzw. sham untersucht: 3 h, 4 h, 8 h, 1 d,

3 d, 7 d und 30 d.

Für die Untersuchung der Proteinsynthese im Tiermodell gibt es ver-

schiedene Verfahren. Die meisten Studien (auch die zitierten Arbeiten zur

Ischämie) basieren auf der Injektion und anschlieÿenden Detektion radio-

aktiv markierter Aminosäuren. Anhand ihres Einbaus in Proteine kann die

Proteinsynthese in einem de�nierten Zeitraum im zu untersuchenden Ge-

webe direkt gemessen werden. Dies ist ein aufwendiges, invasives Verfahren

und mit der Verwendung sowie der anschlieÿend notwendigen Entsorgung

radioaktiver Sto�e verbunden. Verschiedene Faktoren können den Einbau

der markierten Aminosäuren in die Proteine beein�ussen, wie z. B. das

Alter der Tiere, die Körpertemperatur, aber auch die Nahrungsaufnah-

me usw. (Dunlop et al. 1975). Auÿerdem gibt es Diskussionen über den

Ein�uss des Verfahrens auf die Proteinsynthese selbst, z. B. über die Kon-

zentration der Aminosäure und Wahl des radioaktiven Tracers (Dunlop

et al. 1975, Smith und Azam 1992). Nicht zuletzt wird in der Literatur

diskutiert, welche Infusions-Technik (die konstante Infusion oder eine Bo-

lusgabe) die verlässlicheren Messergebnisse erbringt (Garlick et al. 1994,

Rennie et al. 1994).

Daher haben wir uns für eine weniger invasive Methode entschieden und

über die Bestimmung der Expression und Phosphorylierung der TIF Rück-

schlüsse auf die Proteinsynthese gezogen. Zunächst ist diese Methode mit-

tels primärer und sekundärer Antikörper einfach und schnell durchzufüh-

ren und damit valide, reproduzierbar und wenig fehleranfällig. Auÿerdem

erfordert sie keine Eingri�e in den Organismus, welche die Proteinsynthe-

se im untersuchten Zeitraum beein�ussen könnten. Darüber hinaus sind

keine radioaktiven Substanzen von Nöten, was die Grundvoraussetzun-

gen vereinfacht und wiederholte Messungen zu sieben unterschiedlichen

Zeitpunkten ermöglicht.

Ein stringenter Operationsplan stellte sicher, dass die Tiere aus den ein-

zelnen Gruppen jeweils zu unterschiedlichen Tageszeiten operiert wurden.
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Darüber hinaus wurden die unterschiedlichen Gruppen über den gesam-

ten Zeitraum, in dem Operationen stattfanden, verteilt. Dies minimierte

die Gefahr, dass äuÿere Ein�üsse zu systematischen Fehlern in einzelnen

Tiergruppen führen könnten.

Ab dem Zeitpunkt der Gehirnpräparation bestand die Gefahr des Zer-

falls der Proteine bzw. der Dephosphorylierung, weshalb die Arbeitsschrit-

te der Gehirnpräparation, Lyse und Fraktionierung unter ständiger Küh-

lung stattfanden. Die Gehirnpräparation wurde auf Eis und unter Kühlung

mittels 4 ◦C kaltem aCSF durchgeführt. Auÿerdem wurde stets zu zweit

gearbeitet, um beide Kortexhälften möglichst schnell präparieren zu kön-

nen und damit ebenfalls eine Degeneration der Proteine bis zum Einfrieren

bei −80 ◦C möglichst gering zu halten. Lyse und Fraktionierung fanden

auf Eis, mit 4 ◦C kalten Pu�ern und in gekühlten Zentrifugen statt.

Zur Überprüfung der erfolgreichen Fraktionierung mittels des verwen-

deten Protokolls wurden membranspezi�sche Antikörper getestet. Hierbei

war jedoch bei den positiv-Proben kein Signal detektierbar. Ein Hinweis

für die dennoch erfolgreiche Trennung der Fraktionen ist das Fehlen von

eIF4E-PSer209 in der Membranfraktion, das übereinstimmend mit der Li-

teratur nur im Zytosol nachgewiesen wurde.

In den einzelnen zu analysierenden Gruppen entschieden wir uns für das

Poolen der Einzelproben, um mit vertretbarem Aufwand eine Mittelung

der biologischen Unterschiede der jeweils sechs bis zehn Einzeltiere zu er-

reichen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Proben

gruppenweise gepoolt, so dass von jedem Einzeltier gleich viel Gesamtpro-

tein einging (siehe Kapitel 3.5.1). Bei diesem Verfahren können extreme

Ausreiÿer nach oben oder unten das Ergebnis der gesamten Gruppe ver-

schieben. Auÿerdem können keine Aussagen zur biologischen Variabilität

innerhalb der Stichprobe getro�en werden. Daher wurden die nach dem

Poolen verbliebenen Proben der Einzeltiere für fortführende Untersuchun-

gen mit Einzelanalysen getrennt aufbewahrt.

Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten gleichzeitig mit Proben aus allen

Gruppen (SD- und sham-Tiere zu allen Zeitpunkten), um systematische
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Fehler innerhalb einer oder weniger Gruppen zu verhindern. So wurden

die Proben zunächst jeweils mit den gleichen Pu�ern auf vier gleichzeitig

gegossenen Gelen in der gleichen Gelelektrophorese-Kammer aufgetrennt,

um Abweichungen der Ergebnisse aufgrund von Laufunterschieden zu ver-

hindern. Dabei wurden jeweils die Randspuren frei gelassen, um Verzerrun-

gen bei der Gelelektrophorese und damit eine schlechtere Messbarkeit der

Banden zu verhindern. Um die Vergleichbarkeit weiter zu erhöhen, wur-

den die SD- und sham-Gruppen eines Zeitpunktes immer auf demselben

Gel untersucht, auf dieselbe Membran geblottet und dann analysiert. Zur

weiteren Minimierung der Fehleranfälligkeit der Methoden wurden jeweils

drei technische Replikate der Western-Blots wiederum an unterschiedli-

chen Tagen angefertigt und analysiert. Von diesen wurde schlieÿlich das

arithmetische Mittel gebildet und dessen Standardfehler (SEM) berechnet.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. eIF2α

Wie bereits in Kapitel 1.3.4 erläutert, ist eIF2 mit der Bindung der Ini-

tiator-tRNA und der Bindung an die 40 S-ribosomale Untereinheit maÿ-

geblich für die Translationsinitiation verantwortlich. Über die Unterein-

heit eIF2α wird die Aktivität von eIF2 reguliert. Aufgrund der Vielfalt

der unterschiedlichen, oft durch Stress ausgelösten Signalwege, die alle

zur Phosphorylierung von eIF2α führen, wird diese auch generell als Inte-

grator der Stress-Antwort angesehen (Ron und Harding 2007, B'chir et al.

2013). Die Phosphorylierung von eIF2α an Ser51 moduliert die Translation

zum einen über die kompetitive Hemmung des eigenen Guanin-Nukleotid-

Austausch-Faktors eIF2B im Sinne einer globalen Herunterregulation der

Translation (de Haro et al. 1996, Hershey und Merrick 2000, Proud 2005,

Sonenberg und Hinnebusch 2007). Zum anderen induziert eIF2α-PSer51 die

Translation bestimmter, für die adaptive Stressantwort relevanter Tran-

skriptionsfaktoren wie ATF4 (Activating Transcription Factor 4 ) (Proud
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2005, Sonenberg und Hinnebusch 2009, B'chir et al. 2013). In der Sum-

me überwiegt jedoch die kompetitive Hemmung von eIF2B (Hershey und

Merrick 2000, Ron und Harding 2007). Daher resultiert eine stärkere Phos-

phorylierung von eIF2α, basierend auf seiner zentralen Rolle als Integrator

von Stressantworten, in einer Hemmung der allgemeinen Proteinsynthe-

se, um Energie und Substrate zu sparen (B'chir et al. 2013). So konnte

beispielsweise gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von eIF2α an

Ser51 verantwortlich für die Hemmung der Proteinsynthese während der

Reperfusion nach Ischämie ist (Thilmann et al. 1986, Burda et al. 1994,

DeGracia et al. 1997). Neben einer Phosphorylierung können Änderun-

gen der Aktivität des phosphorylierten eIF2α auch durch Translokation

oder durch Degradation zustande kommen (Mengesdorf et al. 2002). Eine

Translokation von eIF2α-P in die Membranfraktion ist beispielsweise im

Tiermodell nach Ischämie und Reperfusion beobachtet worden (DeGracia

et al. 1997, Mengesdorf et al. 2002). Ein Abbau von eIF2α konnte in ver-

schiedenen Apoptose-Modellen gezeigt werden (Bushell et al. 2000, Morley

et al. 1997, Satoh et al. 1999). Daher untersuchten wir in der vorliegenden

Studie die Expression und die Phosphorylierung von eIF2α im Zytosol und

in der Membranfraktion.

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, wurden in der vorliegenden Studie etwa

die gleiche Menge eIF2α in Zytosol und Membranfraktion detektiert. Auf-

fällig war dabei eine vergleichbare zeitliche Dynamik der Expression von

eIF2α in SD- und sham-Tieren sowohl im Zytosol, als auch in der Mem-

branfraktion über den gesamten untersuchten Zeitraum hinweg (ähnliches

Level von eIF2α nach 3 h, 4 h, 3 d und 7 d, welches das nach 8 h, 1 d und

30 d überschritt). Dies deutet auf eine in beiden Gruppen gleichsinnige Re-

gulation des eIF2α-Proteins hin. Diese könnte durch die kleinen kortikalen

Läsionen ausgelöst werden, welche sowohl nach Applikation hyperosmola-

rer KCl-Lösung (zur Auslösung von SD) als auch bei NaCl-Lösung (in den

sham-Tieren) entstehen. Auÿerdem könnten hier E�ekte der Narkose, die

bei allen Tieren auf die gleiche Art durchgeführt wurde, eine Rolle spielen.

Die tendenzielle Steigerung der Expression von eIF2α im Zytosol 8 h
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und 3 d nach SD ist gering, deutet aber darauf hin, dass die Translation

nach SD zu diesen Zeitpunkten gesteigert sein könnte, was auch schon in

früheren Studien für einzelne Proteine oder die gesamte Proteinsynthe-

se beschrieben wurde (Buckley und Ehrenfeld 1987, Herrera et al. 1998,

Kawahara et al. 1999).

Die geringe Hochregulation der Expression im Zytosol 8 h nach SD

korreliert allerdings mit einer stärkeren Phosphorylierung an Ser51, die

für eine Hemmung der Translation verantwortlich gemacht wird (de Haro

et al. 1996, Kimball 1999, Hershey und Merrick 2000, Proud 2005, Ron

und Harding 2007). Dieser Befund könnte durch die Rolle von eIF2α bei

Stressreaktionen zu erklären sein. Eine Phosphorylierung von eIF2α be-

wirkt die Förderung der Transkription von stress-response-Genen. Diese

ist für eine adaptive Stressreaktion trotz der gleichzeitigen Hemmung der

globalen Proteinsynthese notwendig. Auch 3 h und 30 d nach SD liegt im

Zytosol im Vergleich zu sham tendenziell mehr eIF2α-PSer51 vor, was eben-

falls auf eine Hemmung der Translationsinitiation zu diesen Zeitpunkten

hinweist.

7 d nach SD ist die Phosphorylierung von eIF2α an Ser51 tendenziell

vermindert, was auf einen Rückgang der Hemmung der Translationsinitia-

tion zu diesem Zeitpunkt hindeutet. Diese wurde in Ischämie-Modellen be-

reits beschrieben (Neumann-Haefelin et al. 1998, Neumann-Haefelin et al.

1999) und könnte zu einer Normalisierung der Translationsrate nach er-

folgter Stressreaktion beitragen. Ebenfalls nach ca. 7 d endet die durch

SD induzierte Ischämietoleranz (siehe hierzu Kapitel 1.2.4).

In der Membranfraktion waren zwischen SD- und sham-Tieren keine

Mengenunterschiede von eIF2α nachweisbar, allerdings wurde hier auch

v. a. die Translokation des phosphorylierten eIF2α-PSer51 als Regulations-

mechanismus beschrieben (DeGracia et al. 1997, Mengesdorf et al. 2002).

Der Grad der Phosphorylierung von eIF2α in der Membranfraktion war

4 h und 7 d nach SD tendenziell gesteigert. 3 d nach SD fand sich ten-

denziell ein gegenläu�ger E�ekt mit Verringerung der Phosphorylierung

von eIF2α an Ser51, was auf eine Steigerung der Translationsinitiation
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durch SD zu diesem Zeitpunkt hindeutet, wie sie bereits in früheren Stu-

dien gezeigt wurde (Kawahara et al. 1999). Bisher gibt es noch keine

Untersuchungen zu den genauen Mechanismen und Auswirkungen, die die

Translokation von eIF2α-PSer51 auf die Proteinsynthese hat. Eine gestei-

gerte Phosphorylierung membranständigen eIF2α wurde allerdings bereits

mit einer Hemmung der Translationsinitiation nach Ischämie in Verbin-

dung gebracht (DeGracia et al. 1997, Mengesdorf et al. 2002).

5.2.2. eIF4E

Wie in Kapitel 1.3.4 beschrieben, gilt die zelluläre Konzentration von

eIF4E als rate limiting für die Translation. Eine höhere Expression wird

daher im Allgemeinen als translationssteigernd angesehen (Duncan et al.

1987, Krause und Ti�any 1993, Morley et al. 1997, Kleijn et al. 1998). Ei-

ne verminderte Expression von eIF4E gilt hingegen als Mechanismus für

eine Hemmung der Translation und wurde auch nach Ischämie beobachtet

(Martín de la Vega et al. 2001). Einige Untersuchungen deuten darauf hin,

dass eIF4E teilweise bereits im Nukleus an die mRNA-Cap bindet und mit

der mRNA ins Zytosol transportiert wird, wo dann die Proteinsynthese

am endoplasmatischen Retikulum (ER) abläuft (Lejbkowicz et al. 1992).

Nach diesen Überlegungen ist es wichtig, Zytosol und Membranfraktion

in die Untersuchungen miteinzubeziehen, um einen kompletten Überblick

über die Regulation dieses TIF zu erhalten.

Zum Zeitpunkt 3 d nach SD ist die Konzentration von eIF4E im Zyto-

sol geringer, was für eine durch SD induzierte Hemmung der Translation

spricht (Buckley und Ehrenfeld 1987, Krause und Ti�any 1993, Morley

et al. 1997, Lejbkowicz et al. 1992). Die tendenziell gesteigerte Konzen-

tration von eIF4E in der Membranfraktion 4 h und 7 d nach SD könnte

hingegen auf eine Induktion der Translation hinweisen (Lejbkowicz et al.

1992).

Ein höherer Phosphorylierungsgrad von eIF4E an Ser209 führt zu einer

stärkeren A�nität an die Cap-Strukturen und wird mit einer Steigerung
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der Translation in Verbindung gebracht (Kaspar et al. 1990, Minich et al.

1994, Scheper und Proud 2002, Sonenberg und Dever 2003). Entsprechen-

de Korrelationen einer reduzierten Phosphorylierung von eIF4E an Ser209

mit einer Hemmung der Proteinsynthese konnten u.a. beim Hitzeschock

(Duncan et al. 1987, Zapata et al. 1991, Duncan 1996), Mitose (Bonneau

und Sonenberg 1987, Huang und Schneider 1991) und bei virusin�zier-

ten Zellen (Huang und Schneider 1991, Feigenblum und Schneider 1993)

gezeigt werden. Dieser Mechanismus wurde schlieÿlich auch bei der Hem-

mung der Proteinsynthese nach Ischämie beobachtet (DeGracia et al. 1996,

Burda et al. 1998, Martín de la Vega et al. 2001).

Unsere Untersuchungen zeigen eine tendenziell stärkere Phosphorylie-

rung von eIF4E an Ser209 im Zytosol 8 h nach SD, was auf eine Steigerung

der Translation zu diesem Zeitpunkt hinweist. Demgegenüber ist 7 d nach

SD die Phosphorylierung tendenziell vermindert, was auf eine Hemmung

der Translation hinweist und dem in der Membranfraktion erhöhten eIF4E

entgegenwirkt. In der Literatur gibt es bisher keinen Hinweis auf eine

Translokation von an Ser209 phosphoryliertem eIF4E aus dem Zytosol in

andere Zellkompartimente. Auch in dieser Studie wurde kein eIF4E-PSer209

in der Membranfraktion nachgewiesen.

Insgesamt sind in unserer Studie keine signi�kanten Änderungen der

Expression oder Phosphorylierung von eIF4E durch SD beobachtet wor-

den. Den tendenziellen Unterschieden zu den verschiedenen Zeitpunkten

wird teilweise ein gegenläu�gen E�ekt auf die Proteinsynthese zugeschrie-

ben, so dass deren Bedeutung kritisch beurteilt werden muss. Hier könnte

durch verschiedene Regulationsmechanismen eine Feineinstellung der Pro-

teinsynthese erfolgen, um ein Gleichgewicht zwischen ressourcensparender

Reduktion der Translation und ihrer Steigerung z. B. zum Erhalt der Zelle

zu bewahren. Mehrere Studien haben gezeigt, dass eine übermäÿige Erhö-

hung der Expression oder Aktivität von eIF4E lediglich zu einer Steigerung

der Translation bestimmter mRNAs führt (Sonenberg 1993, Gingras et al.

1999, Richter und Sonenberg 2005). Dazu gehören unter anderen die Orni-

thindecarboxylase (ODC), Myc und Wachstumsfaktoren (FGF, VEGF).
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Diese spielen insbesondere bei der Kontrolle von Zellwachstum und der

Proliferation eine wichtige Rolle, weshalb der Regulation von eIF4E even-

tuell gerade bei diesen Prozessen eine gesonderte Bedeutung zugeschrieben

wird (Sonenberg 1996, Gingras et al. 1999, Richter und Sonenberg 2005).

In anderen Studien mit Stress-Modellen wurde trotz einer Phosphorylie-

rung von eIF4E an Ser 209 eine deutliche Reduktion der Translationsrate

festgestellt (Morley und McKendrick 1997, Wang et al. 1998). Hier wird

angenommen, dass andere Mechanismen wie z. B. die Phosphorylierung

von eIF2α, überwiegen und für die Hemmung der Translation verantwort-

lich sind (Gingras et al. 1999). Das gleichzeitige Auftreten dieser beiden ge-

genläu�gen Regulationsmechanismen wurde auch in unserer Studie beob-

achtet. Die Phosphorylierung von eIF4E könnte eine Art Kompensations-

mechanismus darstellen, wodurch die Translation spezi�scher mRNAs ge-

fördert wird, deren Proteine für Wachstum und Proliferation bedeutend

sind.

5.2.3. p70S6-Kinase

Die p70S6-Kinase ist eine Proteinkinase, die ebenfalls eine zentrale Rolle in

der Regulation der Translation spielt (Proud 1996, Review). Der Phospho-

rylierungsstatus des ribosomalen Proteins S6 korreliert mit Veränderungen

in der Rate der Proteinsynthese (Fumagalli und Thomas 2000). Die Phos-

phorylierung des Proteins S6 erfolgt durch die p70S6-Kinase (Fumagalli

und Thomas 2000). Sowohl nach fokaler als auch nach globaler Ischämie

und Reperfusion war von verschiedenen Arbeitsgruppen im betro�enen

Gewebe eine Herabsetzung ihrer Expression bzw. Aktivität (für 30 min

bis 6 h) in Zusammenhang mit einer Hemmung der Proteinsynthese be-

obachtet worden (Mengesdorf et al. 2002, Martín de la Vega et al. 2001).

Allerdings gibt es auch für die p70S6-Kinase Hinweise, dass durch ihre

Phosphorylierung der p70S6-Kinase nur die Translation selektiver mRNAs

beein�usst wird (Je�eries et al. 1997).

Es wird angenommen, dass die Phosphorylierung der p70S6-Kinase an
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Thr389 ihre Aktivität verstärkt und folglich die Translation steigert (So-

nenberg und Hinnebusch 2009). Ein solcher Zusammenhang wurde z. B.

für die nach fokaler Ischämie beobachtete Hemmung der Proteinsynthese

verantwortlich gemacht (Pullen und Thomas 1997, Althausen et al. 2001,

Mengesdorf et al. 2002). Bis 24 h nach fokaler Ischämie wurde eine vermin-

derte Menge der an Thr389 phosphorylierten p70S6-Kinase gefunden. Die

Lokalisation der p70S6-Kinase in der Membranfraktion und die Bedeu-

tung für die Translationsinitiation wurde bisher nicht untersucht. Sie ist

zu keiner Zeit direkt ans Ribosom und damit am ER gebunden, dennoch

wurde in der vorliegenden Studie auch der Expressions- und der Phospho-

rylierungsgrad der p70S6-Kinase in der Membranfraktion untersucht.

Wie in Kapitel 4.3 beschrieben, konnten in dieser Studie sowohl nach

SD als auch nach sham-OP nur sehr geringe Mengen der p70S6-Kinase

detektiert werden. Die dennoch signi�kante Heraufregulation der Expres-

sion der p70S6-Kinase im Zytosol 8 h nach SD im Vergleich zu sham sowie

tendenziell 3 d und 7 d nach SD deuten auf eine Induktion der Translation

durch SD hin. Dies wurde in früheren Studien bereits für einzelne Protei-

ne, aber auch für die globale Proteinsynthese beschrieben (Herrera et al.

1998, Kawahara et al. 1999).

Auÿerdem wurde 4 h nach SD eine signi�kant gröÿere Menge der p70S6-

Kinase in der Membranfraktion gefunden als nach sham. Eine vergleich-

bare Tendenz zeigte sich auch 1 d und 7 d nach SD. Dahingegen ist die

Konzentration der p70S6-Kinase in der Membranfraktion 30 d nach SD

deutlich geringer als in sham-Tieren. Wie bereits oben erläutert, wurde

die Funktion membranständiger p70S6-Kinase noch nicht untersucht und

es bleibt fraglich, ob sie sich direkt oder indirekt auf die Proteinsynthese

auswirken.

Des Weiteren lässt sich in dieser Studie eine tendenzielle Verringerung

der Phosphorylierung der p70S6-Kinase an Thr389 4 h und 7 d nach OP

nachweisen, was nach Sonenberg auf eine Hemmung der Translation zu

diesen Zeitpunkten hinweist (Sonenberg und Hinnebusch 2009). Der 4 h

nach SD erhobene Befund passt zu den Ergebnissen aus früheren Studien,
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die eine Hemmung der Proteinsynthese wenige Stunden nach SD (K°ivá-

nek 1970, Mies 1993) bzw. nach Ischämie zeigten (Althausen et al. 2001,

Mengesdorf et al. 2002, Martín de la Vega et al. 2001).

In der Membranfraktion fällt auf, dass 3 d und 7 d nach SD eine Steige-

rung der Phosphorylierung der p70S6-Kinase an Thr389 in der Membran-

fraktion vorliegt (wenn auch auf geringem Gesamtniveau als im Zytosol).

Die Abnahme von an Thr389 phosphorylierter p70S6-Kinase im Zytosol

und gleichzeitige Zunahme in der Membranfraktion 7 d nach SD deu-

ten auf eine Transloskation in die Membranfraktion hin, was analog zur

stärkeren Expression im Zytosol auf eine Steigerung der Translation hin-

weisen könnte. Die funktionelle Relevanz dieser Translokation ist jedoch

noch nicht geklärt. Bisher gibt es in der Fachliteratur keine Untersuchun-

gen hierzu und eventuelle Auswirkungen auf die Proteinsynthese sind noch

unbekannt.

5.2.4. Koregulationen in SD- und sham-Tieren

Bei der Betrachtung des Gesamtbildes der Regulation der TIF in dieser

Studie fallen zunächst einige Koregulationen in SD- und sham-Tieren auf.

Diese sind als E�ekte anzusehen, die auf generelle Ein�üsse der OP (z. B.

die Narkose, den Stress durch die OP, die Kortexläsion) zurückzuführen

sind. Prinzipiell könnten solche gleichsinnigen Ergebnisse beider Tiergrup-

pen auch das Resultat von systematischen Fehlern sein. So könnten sich

z. B. Fehler bei der getrennten Prozessierung der Proben oder Analyse

mittels Gelelektrophorese und Western Blot in anscheinend gleichsinniger

Regulation der Proteine in den verschiedenen Gruppen niederschlagen.

Wie in der Methodendiskussion in Kapitel 5.1 dargestellt, wurde zur wei-

testgehenden Vermeidung solcher systematischen Fehler eine konsequente

gleichzeitige Prozessierung und Analyse aller Proben mit denselben Ma-

terialien und Geräten durchgeführt.

In der vorliegenden Studie zeigte sich eine gleichsinnige Regulation der

TIF bei SD- und Kontrolltieren besonders bei der Expression von eIF2α
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und eIF4E sowie bei der Phosphorylierung von eIF4E. Dabei zeigt eIF2α

in beiden Tiergruppen sowohl im Zytosol als auch in der Membranfraktion

einen biphasischen Verlauf (s. Kapitel 4.1). Die Expression ist unmittelbar

(3 h und 4 h) sowie 3 d und 7 d nach Operation im Vergleich zu den übrigen

Zeitpunkten (8 h, 1 d und 30 d) erhöht (Abb. 4.1 und 4.2). Dies weist auf

eine relativ zu den übrigen Zeitpunkten gesteigerte Proteinsynthese 3 h,

4 h sowie 3 d und 7 d nach OP hin. SD scheinen diesen generellen E�ekt

nach 3 d zu verstärken. Der hier zur besseren Einordnung und Beurtei-

lung fehlende Baseline-Wert einer nichtoperierten Kontrollgruppe sollte

für die weitere Diskussion in kommenden Studien mitbestimmt werden.

Die Expression von eIF4E wie auch dessen Phosphorylierungsstatus weist

in beiden Gruppen zu den frühen Zeitpunkten 3 h und 4 h nach OP eine

stärkere Ausprägung auf als zu den nachfolgenden Zeitpunkten (Abb. 4.5

und 4.6). Dies deutet auf eine relative Hemmung der Proteinsynthese ab

8 h nach OP durch Läsions-, OP- und Narkosee�ekte hin. Auch hier sollte

ein Baseline-Wert zur weiteren Beurteilung hinzugezogen werden.

5.3. Ein�uss von SD auf die globale

Proteinsynthese

Im Folgenden werden alle untersuchten TIF einschlieÿlich ihres Phospho-

rylierungsstatus gleichzeitig betrachtet und die daraus resultierenden Ein-

�üsse auf die Proteinsynthese diskutiert.

4 h nach SD wurde eine signi�kante Erhöhung der p70S6-Kinase in der

Membranfraktion beobachtet. Dies deutet auf eine Steigerung der Pro-

teintranslation hin. Begleitend dazu ist jedoch eIf2α nach SD tendenziell

stärker phosphoryliert (nach 3 h im Zytosol, nach 4 h in der Membranfrak-

tion), was auf eine Hemmung der globalen Proteinsynthese weisen könnte.

Dies ist möglicherweise Ausdruck einer Stressreaktion der Zellen, in der

die globale Proteinsynthese gehemmt wird, stressspezi�sche mRNAs aber

durch das phosphorylierte eIF2α vermehrt transkribiert werden (vergleiche
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hierzu Kapitel 1.3.4). Dazu passt die beobachtete tendenziell verminder-

te Phosphorylierung der p70S6-Kinase, die deren Aktivität reduziert und

damit der Expressionserhöhung entgegen wirken könnte.

In älteren Studien zu diesen frühen Zeitpunkten nach SD war durch

Analyse des Einbaus radioaktiv markierten Leucins bereits eine Hemmung

der Proteinsynthese um bis zu 40% beobachtet worden (K°ivánek 1970,

Mies 1993). Diese früheren Studien deuten darauf hin, dass die in unserer

Studie beobachtete Phosphorylierung von eIF2α an Ser51 und die Ver-

minderung der Phosphorylierung der p70S6-Kinase an Thr389 zu diesen

Zeitpunkten die ausschlaggebenden Mechanismen für die Translationsre-

gulation sind. Die oben erwähnte Stressreaktion könnte auch Beobach-

tungen aus früheren Studien erklären, welche für ausgewählte Proteine

(u. a. immediate-early-Gene wie c-Fos, COX-2 und Hsp27) auch zu frühen

Zeitpunkten nach SD eine erhöhte mRNA- und Proteinexpression zeigten

(Herrera et al. 1998, Kawahara et al. 1999, Kraig et al. 1991, Urbach et al.

2006).

8 h nach SD wurde eine signi�kant gesteigerte Phosphorylierung von

eIF2α und Expression der p70S6-Kinase im Zytosol beobachtet. Auch hier

könnte wie zu den früheren Zeitpunkten über eIF2α-PSer51 die Synthese

ausgewählter Proteine gesteigert werden, während die globale Translati-

on vermindert ist. Die gering erhöhte Expression von eIF2α gegenüber der

sham-Gruppe spielt durch die starke Phosphorylierung eine untergeordne-

te Rolle. Bisher gibt es keine Untersuchungen zur globalen Proteinsynthese

8 h nach SD.

Die 4 und 8 h nach SD beobachtete Steigerung der Expression der p70S6-

Kinase könnte aufgrund ihrer multiplen Funktionen auch die Ischämieto-

leranz vorbereiten. Einen ebensolchen E�ekt könnte auch die Phosphory-

lierung von eIF2α bewirken, indem die globale Proteinsynthese gehemmt,

die Synthese spezi�scher Proteine jedoch gefördert wird. Die dadurch in

Anstoÿ gebrachte Veränderung der Zellfunktionen würde dann erst mit

Zeitverzögerung zur Toleranz nach 1 d führen (siehe Kapitel 1.2.4).

1 d nach OP besteht der einzige gemessene Unterschied zwischen den
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SD- und sham-Tieren in einem tendenziell erhöhten Level der p70S6-

Kinase in der Membranfraktion, zu deren isolierten Auswirkung auf die

Translation bisher keine Studien durchgeführt wurden.

3 d nach SD sprechen mehrere Beobachtungen für eine tendenzielle Stei-

gerung der Proteinsynthese: eine gesteigerte Expression von eIF2α und

der p70S6-Kinase im Zytosol sowie eine Steigerung der Phosphorylierung

der p70S6-Kinase in der Membranfraktion und die leichte Abnahme des

an Ser51 phosphorylierten eIF2α in der Membranfraktion. Diese Regula-

tionsmechanismen bieten eine Erklärung für den in anderen Studien zu

diesem Zeitpunkt beobachteten gesteigerten Einbau von 14C-Leucin (Ka-

wahara et al. 1999, Herrera et al. 1998). Dies könnte auf eine einsetzende

Erholung und ein Abklingen der Stressreaktion nach SD hindeuten.

7 d nach SD ist nach wie vor eine tendenzielle Überexpression der

p70S6-Kinase in beiden Fraktionen zu beobachten. Diese ist schwächer als

zu vorhergehenden Zeitpunkten. Dies könnte Ausdruck der abklingenden

Ischämietoleranz sein, die bis zu 7 d nach SD beschrieben wurde. Gleich-

zeitig wurde eine Veränderung der Phosphorylierung sowohl der p70S6-

Kinase als auch von eIF2α im Vergleich zu den sham-Gruppen beobachtet.

Die Phosphorylierung der TIF wird als entscheidender Regulationsmecha-

nismus angesehen. Da die in dieser Studie beobachteten Phosphorylie-

rungsänderungen gegenläu�ge E�ekte auf die Proteintranslation haben,

könnte dies auf eine getrennte Regulation bestimmter Untergruppen von

Proteinen hinweisen. Die tendenzielle Dephosphorylierung von eIF2α im

Zytosol weist auf ein mögliches Abklingen der Stressreaktion hin.

30 d nach SD liegt eine tendenziell gesteigerte Phosphorylierung von

eIF2α im Zytosol und eine tendenziell verminderte Konzentration der

p70S6-Kinase in der Membranfraktion vor. Für diesen späten Zeitpunkt

gibt es bisher keine Daten, die die Proteinsynthese nach SD beschreiben.

Beide Mechanismen deuten auf eine Abnahme der globalen Proteinsyn-

these hin, eventuell im Rahmen der Rückführung auf das Normalniveau.

Über den gesamten Zeitverlauf wurde zu einzelnen Zeitpunkten eine

tendenzielle Regulation der Expression und Phosphorylierung von eIF4E
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beobachtet. Dabei scheint diesem TIF die Rolle einer Feinregulation zu-

zukommen, z. B. zur Steigerung der Translation bestimmter Proteine, die

insbesondere Wachstum und Proliferation fördern (Koromilas et al. 1992,

Sonenberg 1993, Plumier et al. 1997, Gingras et al. 1999, Gra� und Zimmer

2003, Richter und Sonenberg 2005). Eine mit einer Abnahme der Transla-

tion einhergehende gesteigerte Phosphorylierung von eIF4E wurde bereits

nach anderen Formen von Stress beobachtet (Morley und McKendrick

1997, Wang et al. 1998). Hierbei wird angenommen, dass die Phosphory-

lierung von eIF4E als Kompensationsmechanismus dient, um der globalen

Hemmung der Translation für selektive Gene entgegenzuwirken (Gingras

et al. 1999). Hinzu kommt, dass ein Teil der für die Stressantwort nach

SD bedeutenden Proteine (z. B. Hitzeschockproteine) mittels IRES unab-

hängig von eIF4E translatiert werden können und somit deren Expression

von einer Regulation dieses TIFs nicht beein�usst wird.

Insgesamt weisen die in dieser Studie erhobenen Daten darauf hin, dass

zumindest einige der bisher nach SD beobachteten Veränderungen der

Proteinsynthese auf eine Regulation der TIF zurückzuführen sind. Auch

mit der beobachteten Regulation der Proteinsynthese nach Ischämie gibt

es Übereinstimmungen. Dies deutet darauf hin, dass SD an der Beein-

�ussung der Proteinsynthese nach globaler und fokaler Ischämie beteiligt

sind.

Die in unserer Studie beobachteten Regulationen, welche zu den in frü-

heren Studien gezeigten Veränderungen nach Ischämie passen, waren zum

Teil jedoch nicht signi�kant. Auÿerdem gab es Ergebnisse, die den bis-

herigen Erkenntnissen zu widersprechen scheinen. Hierbei muss beachtet

werden, dass bei einer Ischämie neben den SD noch weitere Faktoren Ein-

�uss auf die globale und spezi�sche Proteinsynthese haben. Dies ist insbe-

sondere bei der Einbeziehung von infarziertem Gewebe in die Analyse zu

berücksichtigen, welches bei den meisten früheren Studien der Fall war.

Unsere Studie liefert weiterhin Hinweise auf Zusammenhänge der Re-

gulation der Proteinsynthese nach SD mit anderen pathophysiologischen

Vorgängen. Im zeitlichen Verlauf konnte eine Regulation der TIF 3 h und
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4 h nach SD gezeigt werden, die auf eine Hemmung der globalen Protein-

synthese hindeutet. Damit einhergehend wurden Hinweise für eine För-

derung der Translation insbesondere von stress response- und immediate-

early-Gene über eIf2α und die p70-S6-Kinase gefunden. Diese Befunde

passen zu einer Stressreaktion nach SD. 3 d nach SD wurden Hinwei-

se auf eine TIF-vermittelte Steigerung der Proteinsynthese und demnach

auf eine Erholung von der Stressreaktion beobachtet. Auch 7 d nach SD

weist eine tendenzielle Abnahme der Phosphorylierung von eIF2α auf ein

Abklingen der Stressreaktion hin. 30 d nach SD scheinen nur geringe Re-

gulationen der TIF darauf hinzuweisen, dass die Proteinsynthese wieder

auf ein Normalniveau zurückgeführt wurde.

Auch wurden Hinweise auf mögliche Mechanismen für die durch SD

vermittelte Ischämietoleranz gefunden. Eine signi�kant erhöhte Expressi-

on der p70-S6-Kinase 4 und 8 h nach SD wurde ebenso beobachtet wie eine

vermehrte Phosphorylierung von eIF2α 8 h nach SD. Eine leicht erhöhte

Expression und Phosphorylierung der p70S6-Kinase konnte auch zu den

folgenden Zeitpunkten bis zu 7 d nach SD beobachtet werden, passend zur

zeitlichen Begrenzung der Ischämietoleranz. Aus früheren Studien geht

hervor, dass die Toleranz gegenüber einer nachfolgenden Ischämie nicht

auf eine Reduktion des Energiemetabolismus zurückzuführen ist, sondern

vielmehr mit einer Hochregulation trophischer Faktoren (und Gliazell-

Aktivierung) assoziiert ist (Kawahara et al. 1999). Dem Hitzeschockpro-

tein Hsp27 wird eine Rolle bei der durch SD induzierten Ischämietoleranz

zugewiesen (Plumier et al. 1997). In früheren Studien wurde eine Steige-

rung der Expression von Hsp27 gezeigt (Plumier1997,Urbach2006). Auch

die in unserer Studie beobachtete vermehrte Phosphorylierung von eIF2α

kann zu einer Steigerung der Expression von stress response-Genen führen.

Die Narkose und die Operation sowie deren Auswirkungen haben eben-

falls einen Ein�uss auf die Regulation der TIF. Dies zeigen die in den

beiden Tiergruppen gefundenen Koregulationen (s. Kapitel 5.2.4).
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Mit den Ergebnissen dieser Studie leisten wir einen Beitrag zum Verständ-

nis der Pathophysiologie der SD und ihrer Bedeutung bei der Regulation

der Proteinsynthese nach Ischämie. Es konnte gezeigt werden, dass die

Expression und Phosphorylierung von TIF nach SD auf vielfältige Weise

reguliert wird. Unsere Analyse dreier essentieller TIF deuten darauf hin,

dass SD kausal an den Änderungen der Proteinsynthese nach fokaler und

globaler Ischämie beteiligt sein könnten. Daneben konnten wichtige Hin-

weise auf mögliche Pathomechanismen identi�ziert werden, die die Stress-

reaktion nach SD näher charakterisieren. Desweiteren konnten zeitliche

Zusammenhänge zwischen der Regulation der globalen und spezi�schen

Proteinsynthese durch TIF und der Ischämietoleranz nach SD aufgezeigt

werden. Diese könnten Hinweise auf die Beteiligung spezi�scher Protei-

ne und deren Regulationswege bei der Vermittlung der Ischämietoleranz

geben.

Veränderungen der Proteinsynthese ergeben sich meist nicht aus der Ak-

tivität eines einzelnen TIF, sondern vielmehr aus simultaner Aktivierung

oder Hemmung mehrerer Faktoren (Kleijn et al. 1998). Die Translation

wird über Expression und Phosphorylierung der TIF über eine komplexe

Regulationsmaschinerie beein�usst und Steigerung sowie Hemmung der

Proteinsynthese ergeben sich aus der Summation aller Ein�üsse. So exis-

tieren neben der in dieser Studie untersuchten Phosphorylierung noch wei-

tere Mechanismen, die die Aktivität der TIF regulieren. Ein Beispiel ist

die Regulation von eIF4E durch sogenannte eIF4E-bindende-Proteine und

deren Phosphorylierung (Feigenblum und Schneider 1996, Sonenberg und

Gingras 1998, Gingras et al. 1999, Raught und Gingras 1999, Sonenberg
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2008), die in kommenden Studien ebenfalls betrachtet werden sollten.

Dabei scheint es eine gewisse Redundanz bei der Regulierung der TIF

zu geben. Ob diese eher als Sicherungsmechanismus zu sehen ist, oder

alle Faktoren eine unterschiedliche Rolle spielen, ist noch nicht endgültig

geklärt (Raught und Gingras 1999). Bezüglich der einzelnen TIF und ihrer

Phosphorylierung werden weitere Erkenntnisse benötigt, um die E�ek-

te auf die globale Proteinsynthese oder auf eine Translation spezi�scher

mRNAs besser zu verstehen (Sonenberg 1993, Gingras et al. 1999). So sind

die in dieser Studie gefundenen tendenziellen Regulationen von eIF4E am

ehesten als ein Mechanismus zur Feinjustierung der Proteinsynthese zu

sehen.

Um diese Zusammenhänge genauer zu untersuchen, sind weitere Stu-

dien vonnöten, in denen neben der Regulation der TIF gleichzeitig eine

Analyse sowohl der globalen als auch der spezi�schen Synthese einzelner

Proteine erfolgen sollte. Des Weiteren sollte auch die möglicherweise un-

terschiedliche Beein�ussung der Translation bestimmter Proteine durch

eIF4E und die p70S6-Kinase berücksichtigt werden. Um relevante Un-

terschiede beobachten zu können, sollten die Analysen mit den nicht ge-

poolten Einzelproben wiederholt werden. Einen Ansatzpunkt bieten hier

die Zeitpunkte, zu denen in dieser Studie eine deutliche Regulation der

TIF gezeigt werden konnte. Des Weiteren wäre ein Baseline-Wert der TIF

Expression und deren Ein�uss auf die Proteinsynthese im nativen Tier

aufschlussreich, um die Koregulation in SD und scheinoperierten Tieren

besser deuten zu können.

Untersuchungen der TIF und der Mechanismen, die bei der Regula-

tion der Proteinsynthese eine Rolle spielen, können zur Aufklärung der

Pathophysiologie der gehirnschädigen Auswirkungen der SD beitragen.

Kenntnisse über die durch SD beein�ussten Mechanismen könnten letzt-

endlich Ansatzstellen zur Verhinderung von Schäden bei Pathologien mit

SD liefern. In der vorliegenden Studie wurde hierfür ein Grundstein gelegt,

indem wesentliche Zeitpunkte und Mechanismen der Regulation der Pro-

teinsynthese im zeitlichen Verlauf über 30 d nach SD aufgezeigt wurden.
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A. Chemikalien und Lösungen

Operation und SD-Induktion

aCSF-Stock
3,5064 g NaCl Roth
147,0 mg CaCl2 · 2 H2O Merck
186,5 mg KCl Merck
183,0 mg MgCl2 · 2 H2O Merck
1,5118 g HEPES Sigma
86,20 mg NaH2PO4 Merck

in 470 ml H2Odest lösen, pH mit NaOH auf 7,4 einstellen, auf 490 ml
au�üllen, steril�ltrieren.

500 mM Glukose
360,4 mg D-Glukose Merck
4 ml H2Odest

aCSF
9,8 ml aCSF-Stock
200 μl 500 mM Glukose

1 M KCl
7,455 g KCl Merck
100 ml H2Odest

1 M NaCl
5,844 g NaCl Roth
100 ml H2Odest

Lyse

TBS für Lysepu�er
0,242 g Tris-Base Sigma
0,800 g NaCl Roth

in 80 ml DNase/RNase freiem H2O (Gibco) lösen, auf 100 ml au�üllen.
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A. Chemikalien und Lösungen

0,5 M Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)
93,06 g EDTA Merck (Titriplex III)

in 500 ml H2Odest lösen und mit ca. 10 g NaOH auf pH 8,0 einstellen.

200 mM Phenylmethylsulfonyl�uorid (PMSF)
1,00 g PMSF Sigma
28,7 ml 100% Isopropanol Roth

zu je 250 μl aliquotiert bei −20 ◦C aufbewahrt.

1 mg/ml Leupeptin
5 mg Leupeptin Sigma
5 ml Ethanol absolut Roth

zu je 100 μl aliquotiert bei −20 ◦C aufbewahrt.

1 mg/ml Pepstatin A
5 mg Pepstatin A Sigma
5 ml Methanol:Essigsäure (9:1) Roth

zu je 100 μl aliquotiert bei −20 ◦C aufbewahrt.

200 mM Natriumorthovandat (Na3VO4)
368 mg Na3VO4 Aldrich
10 ml H2Odest

mit NaOH oder HCl pH 10 einstellen, Lösung wird gelblich. 10 min kochen,
bis die Lösung farblos wird. Auf Raumtemperatur abkühlen lassen und
erneut pH 10 einstellen und wieder kochen, bis der pH nach dem Kochen
konstant bleibt. Zu je 100 μl aliquotiert bei −20 ◦C aufbewahrt.

10% Triton-X
1 ml Triton-X-100 Sigma
9 ml H2Odest

10% Natrium-Desoxycholat (DOC)
5 g DOC Sigma

in 50 ml H2Odest gelöst und lichtgeschützt aufbewahrt.

Die Lysepu�er wurden in der benötigten Menge jeweils kurz vor Ver-
wendung angesetzt. Es folgt das Rezept für 11 ml Lysepu�er I und 2,2 ml
Lysepu�er II. Diese Mengen wurden für die Lyse von 10 Hemisphären
(1 Hemisphäre entspricht ca. 250�300 mg Kortexgewebe) verwendet.
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A. Chemikalien und Lösungen

Lysepu�er-Stock
1,32 ml TBS für Lysepu�er
26,4 μl 0,5 M EDTA
66,0 μl 200 mM PMSF
132 μl Aprotinin Sigma
13,2 μl Leupeptin
13,2 μl Pepstatin A
2,64 ml Phosphatase-Inhibitor-Set III Calbiochem
66,0 μl 200 mM Natriumorthovandat

Lysepu�er I
3,564 ml Lysepu�er-Stock
7,436 ml H2O RNase/DNase frei Gibco

Lysepu�er II
712,8 μl Lysepu�er-Stock
220 μl 10% Triton-X
22,0 μl Nonidet P-40 Roche

(Octylphenoxypolyethoxyethanol)
55,0 μl 10% DOC
1,19 ml H2O RNase/DNase frei Gibco

Gelelektrophorese und Western-Blot

5 x Laemmli-Pu�er
11,76 ml 85%iges Glycerol Roth
1,20 g Tris Base Sigma
30,0 mg Na2-EDTA Sigma
4,00 g SDS Serva
0,50 ml β-Mercaptoethanol Sigma
0,02 g Bromphenolblau Merck

in H2Odest lösen, auf 20 ml au�üllen und mit HCl auf pH 6,8 einstellen.
Zu je 1 ml aliquotiert bei −20 ◦C aufbewahrt.

2 x Laemmli-Pu�er
1,0 ml 5 xLaemmli-Pu�er
1,5 ml H2Odest
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A. Chemikalien und Lösungen

0,5 M Tris/SDS pH 6,8
6,05 g Tris-Base Sigma
0,40 g SDS Serva

in 100 ml H2Odest lösen und mit HCl auf pH 6,8 einstellen.

1,5 M Tris/SDS pH 8,8
36,34 g Tris-Base Sigma
0,80 g SDS Serva

in 200 ml H2Odest lösen und mit HCl auf pH 8,8 einstellen.

10% Ammoniumperoxidsulfat (APS)
1,00 g APS Sigma
10,0 ml H2Odest

zu je 100 μl aliquotiert bei −20 ◦C aufbewahrt.

Sammelgel (4%)
650 μl 30% Acrylamid Roth (Rotiphorese Gel)
1250 μl 0,5 M Tris/SDS pH 6,8
3050 μl H2Odest

25 μl 10% APS
10 μl TEMED Roth

(Tetramethylethylendiamin)

Trenngel (10%)
5000 μl 30% Acrylamid Roth (Rotiphorese Gel)
3750 μl 1,5 M Tris/SDS pH 8,8
6250 μl H2Odest

50 μl 10% APS
10 μl TEMED Roth

10 x Laufpu�er
30,24 g Tris Base Sigma
142,50 g Glycin Sigma
10,00 g SDS Serva

in 800 ml H2Odest lösen, auf 1000 ml au�üllen.

1 x Laufpu�er
100 ml 10 xLaufpu�er
900 ml H2Odest
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A. Chemikalien und Lösungen

10 xTransferpu�er-Stammlösung
23,23 g Tris-Base Sigma
112,60 g Glycin Sigma

in 800 ml H2Odest lösen, auf 1000 ml au�üllen.

1 xTransferpu�er
100 ml 10 xTransferpu�er-Stammlösung
200 ml Methanol Roth

mit H2Odest auf 1000 ml au�üllen.

10 xTBS
24,2 g Tris-Base Sigma
80,0 g NaCl Roth

in 800 ml H2Odest lösen, auf 1000 ml au�üllen.

1 xTBS
100 ml 10 xTBS
900 ml H2Odest

0,1% TBS-T
100 ml 10 xTBS
1 ml Tween 20 Sigma

in 800 ml H2Odest lösen, auf 1000 ml au�üllen.

5%BSA in TBS-T
10,0 g BSA Sigma
200 ml TBS-T

2%BSA in TBS-T
40 ml 5%BSA in TBS-T

mit TBS-T bis 100 ml au�üllen.

Zum Einstellen des jeweiligen pH-Wertes wurde NaOH der Firma Riedel-
de Haën bzw. HCl (37%) der Firma Merck verwendet.

87



B. Ergänzende Tabellen

Zielprotein Phosph. Quelle Firma Nummer

eIF2α - rabbit Cell Signaling 9722
eIF2α-phospho Ser51 rabbit Cell Signaling 9721S
eIF4E - rabbit Cell Signaling 9742
eIF4E-phospho Ser209 rabbit Cell Signaling 9741S
p70S6-Kinase - rabbit Cell Signaling 9202
p70S6-Kinase-phospho Thr389 rabbit Cell Signaling 9205S

GAPDH - rabbit Cell Signaling 2118L
β-Tubulin-III - mouse Covance MMS-435P

anti-rabbit (sekundär) - goat Santa Cruz sc-2004
anti-mouse (sekundär) - goat Santa Cruz sc-2005

Tabelle B.1.: Antikörper mit Details zur Bestellung.
Phosph. = Phosphorylierungsstelle des Zielproteins (TIF).
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