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1 Einleitung

1.1 Der ischamische Schlaganfall

1.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Therapiekonzepte

In den westlichen Industrienationen sind Schlaganfélle die dritthdufigste Todesursache sowie
die haufigste Ursache andauernder Invaliditat im Alter. Etwa 200.000 Menschen erleiden in
Deutschland jahrlich einen Schlaganfall und 700.000 Menschen leben zurzeit mit den Folgen.
Diese fallen fiir den Einzelnen sehr unterschiedlich aus. 15-20% aller Patienten versterben
innerhalb kiirzester Zeit. Von den Uberlebenden bleibt ein Drittel schwerbehindert zurtick, ein
weiteres Drittel ist deutlich beeintréchtigt und nur bei einem Drittel bilden sich die Symptome
annahernd vollstandig oder vollstandig wieder zurck.

Etwa 85% aller Schlaganféalle werden durch eine akute fokale Ischdmie des Hirngewebes
ausgelost. Pradisponierend sind die typischen kardiovaskularen Risikofaktoren. Dazu gehoren
im Wesentlichen Bluthochdruck, Fettstoffwechselstérungen, Gerinnungsstérungen, Diabetes
mellitus, das Rauchen sowie kardiale Erkrankungen, hohes Alter, mannliches Geschlecht und
genetische Préadisposition (Poeck & Hacke, 2006).

Die oft verheerenden Auswirkungen des ischamischen Schlaganfalles konnen auf Grund eines
Mangels an effektiven Therapien nur unzureichend behandelt werden. Die einzige in der
Klinik etablierte kausale Therapie der Hirnischamie ist die Revaskularisation des
unterversorgten Stromgebietes. Dazu wird nach Ausschluss einer intrazerebralen Blutung in
einem Zeitfenster von drei Stunden nach Beginn der Ischdmie ein rekombinanter
gewebespezifischer Plasminogenaktivator intravends verabreicht, um den
geféalRverschlieBenden Thrombus zu lysieren. Eine lokale intraarterielle Thrombolyse oder
eine mechanische Rekanalisierung ist auch tber dieses Zeitfenster hinaus moglich. Zusétzlich
werden Malinahmen vorgenommen, die dem neuronalen Zellschaden entgegenwirken:
Sauerstofftherapie, Einstellung des Blutglukosespiegels unter 150 mg/dl sowie
Infektbehandlung und Fiebersenkung (Poeck & Hacke, 2006).

Diese MalRnahmen sind neuroprotektiv, schitzen also die Neurone vor dem Zelltod.
Tierexperimentell hat der Eingriff in die im ndchsten Abschnitt beschriebenen
exzitotoxischen, inflammatorischen und  apoptotischen ~ Mechanismen  ebenfalls
neuroprotektive Effekte gezeigt (Dirnagl et al., 1999; Lee et al., 2000; Thal et al., 2005).
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1.1.2 Pathogenese

Das Gehirn erhdlt etwa 15% des Herzzeitvolumens in Ruhe. Das entspricht einer
Durchblutung von 60 — 80 ml/100 g/min. Dabei verbrauchen 100 g Hirngewebe 3,35 ml
Sauerstoff pro Minute. Das Gehirn ist fiir seinen Metabolismus streng auf die Versorgung
durch einen ununterbrochenen Blutfluss angewiesen, da es tber geringe Sauerstoff- und
Glukosevorrate verfiigt und die neuronalen Zellen Energie nur durch die oxidative
Phosphorylierung von Glukose gewinnen kénnen. Unterschreitet die Hirndurchblutung den
Grenzwert von 20 ml/100 g/min, so kommt es zu neurologischen Funktionsstérungen. Sinkt
der zerebrale Blutfluss unter 8 ml/100 g/min, so ist die Infarktschwelle erreicht und die
Neurone im betroffenen Gebiet gehen zu Grunde (Poeck & Hacke, 2006).

A

Exzitotoxizitat

Einfluss

Peri-Infarkt-

N Entziindun
Depolarisation 8

"araa,. Apoptose

Minuten l Stunden l

Zytokine: COX-2, iNOS, etc.
TNF-0,, IL-1B, IL-6, etc.

Abbildung 1.1: Gewebeschadigende Mechanismen nach der fokalen zerebralen Ischamie
Exzitotoxizitat und Periinfarktdepolarisation setzen unmittelbar nach dem Infarktgeschehen
ein und initiieren die verzogerten Prozesse der Entziindung und Apoptose. Die Abszisse
illustriert den Zeitverlauf, die Ordinate den Einfluss der einzelnen Mechanismen auf den
Zellschaden (Dirnagl et al., 1999).

Nach Okklusion einer versorgenden Arterie, l4sst sich das Ischdmiegebiet in zwei Bereiche
unterteilen: Den Ischdmiekern, in dem die Durchblutung jenseits der Infarktschwelle liegt und
die Penumbra, die zusatzlich tber Kollateralen aus anderen Hirngefallen versorgt wird und

Durchblutungswerte zwischen der Infarkt- und der Funktionsschwelle aufweist. Wahrend der
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Kern rasch nekrotisiert, bleiben die Zellen in der Penumbra vorerst vital. Hier fiihren nicht nur
die Mangelversorgung sondern intrazellulare Mechanismen und spezifische Zell-Zell
Interaktionen zum neuronalen Zellsterben. Es handelt sich um einen akuten
neurodegenerativen Prozess (Dirnagl et al., 1999). Die Mechanismen, die in der Penumbra
zum Untergang der Neurone beitragen sind in Abbildung 1.1 dargestellt und wurden
groftenteils in Tierversuchen untersucht. Ihre Rolle im menschlichen Gehirn ist noch nicht
hinreichend geklart.

Die Unterbrechung der Hirndurchblutung bewirkt einen intrazellularen ATP-Mangel, der zum
Versagen der lonenpumpen in der Zellmembran und damit zum Verlust des lonengradienten
tlber der Membran fiihrt. Der Vorgang der Membrandepolarisation filhrt zur Offnung
spannungsabhangiger Kalziumkanéle, die den Einstrom von Kalziumionen in die Zelle
ermoglichen. Kalzium als second messenger schadigt die Zellwand und initiiert eine
ubermélige Ausschittung erregender Neurotransmitter wie Glutamat. Die vom Glutamat
beim Schlaganfall vermittelten Effekte werden im Folgenden beschrieben und unter dem
Begriff der Exzitotoxizidt zusammengefasst. Durch N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) und
metabotrope Glutamatrezeptoren kommt es zum Einstrom von Kalzium-, Natrium- und
Chloridionen und Wasser in die Zelle. Das resultierende Zellddem beeintrachtigt die
Hirndurchblutung zusatzlich. Das Glutamat setzt zahlreiche Signalwege in Gang und erhoht
den Stoffwechsel des Gewebes. Halt die Membrandepolarisation langer an, l6st sich der
Magnesium-Block der NMDA-Kanéle und eine Potenzierung der Exzitotoxizitat resultiert
(Lee et al., 2000).

In der Penumbra sind die Zellen in der Lage, ihre Membran auf Kosten eines weiteren
Energieverbrauchs zu repolarisieren. Kommt es durch den anhaltenden Energiemangel zu
einer erneuten Depolarisation, so spricht man von der Peri-Infarkt-Depolarisation, die kurz
nach der Ischdmie einsetzt, sich mehrmals in der Stunde wiederholen kann und durch
zusatzliche Steigerung des Energiebedarfs des Hirngewebes zur Infarkterweiterung beitragt.
Mit langerer Latenz werden inflammatorische und apoptotische Prozesse in der Penumbra in
Gang gesetzt. Kalzium, freie Radikale und der Sauerstoffmangel per se aktivieren
proinflammatorisch wirksame Gene durch Induktion von Transkriptionsfaktoren wie dem
nuklearen Faktor kB (NFkB), hypoxia inducible factor 1, interferon regulatory factor 1 und
signal transducer and activator of transcription 3. Die geschadigten Neurone produzieren
proinflammatorische Zytokine, wie z.B. platelet-activating factor, Tumornekrosefaktor-o
(TNF-a), Interleukin-1p (IL-1B) und Interleukin-6. Diese Botenstoffe bewirken unter anderem

eine Uberexpression von Adhasionsmolekiilen wie dem interzellularen Adhasionsmolekiil 1
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(ICAM-1) und P- und E-Selektinen auf der Zelloberflache des Endothels und ermdglichen so
die Invasion von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen aus dem Blut. Die
Entzindungszellen initiieren gemeinsam mit Mikrogliazellen die inflammatorische Reaktion
des Hirngewebes und halten diese aufrecht (Lee et al., 2000).

Die Entzlindungsreaktion verstarkt den ischdmischen Gewebeschaden und leistet einen
entscheidenden Beitrag zum Neuronensterben (Lucas et al., 2006; Wang et al., 2007). Ein
mdoglicher Mechanismus ist die Produktion schadlicher Mediatoren wie dem
Stickstoffmonoxid (NO) in neutrophilen Granulozyten oder der Cyclooxygenase 2 (COX-2)
in Neuronen, die zur Produktion von freien Radikalen, Superoxiden und toxischen
Prostaglandinen beitragen.

Stark geschéadigte Neurone in der Penumbra gehen durch Nekrose zugrunde, weniger
geschadigte Zellen sterben den programmierten Zelltod (Apoptose). Effektormolekile der
Apoptose sind die Caspasen, die wichtige Molekile des Zellstoffwechsels inaktivieren und
Mediatoren des Zelluntergangs aktivieren. Die fur die Caspasen codierenden Gene werden
nach der fokalen Ischamie tberexprimiert. Vor allem Caspase 1 und Caspase 3 scheinen eine
entscheidende Rolle zu spielen. Uber die Initiierung der apoptotischen Kaskade ist nur wenig
bekannt. Das intrazelluldre Kalzium und freie Radikale setzten die Apoptose in Gang, indem
sie die Ausschittung von mitochondrialem Zytochrom C bedingen. Zytochrom C aktiviert
den apoptotischen Komplex aus apoptosis activating factor 1 und Procaspase 9, der Caspase 3
in Gang setzt (Dirnagl et al., 1999; Lee et al., 2000).

1.2 Interleukin-1 im zentralen Nervensystem

1.2.1 Regulation der Freisetzung und Signaltransduktion

Es existieren drei relevante Vertreter der Interleukin-1 Gruppe: IL-1a, IL-1p (gemeinsam im
folgenden Text als IL-1 bezeichnet) und der endogene Interleukin-1 Rezeptorantagonist
(IL-1Ra) (Rothwell, 1999). IL-1p ist der im zentralen Nervensystem vorrangig exprimierte
Agonist am Interleukin-1 Rezeptor (Touzani et al., 1999). In der Peripherie wird IL-1 vor
allem von aktivierten Makrophagen gebildet, zentral sind auch Mikrogliazellen an der
Produktion beteiligt.

Die genauen Mechanismen der Freisetzung von IL-1 sind wenig erforscht. Alle drei Zytokine
werden als Vorlaufermolekil gebildet. Pro-IL-1o. und Pro-IL-1Ra sind bereits biologisch

aktiv, wahrend Pro-IL-1B durch das IL-1 Konversionsenzym (ICE) gespalten und damit
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aktiviert werden muss. Das ICE ist das zuerst entdeckte Mitglied der Caspasen-Familie und
wird daher auch als Caspase 1 bezeichnet. Kommt es zu einer Uberexpression von IL-1,
wird auch das ICE vermehrt gebildet (Rothwell, 1999; Rothwell & Luheshi, 2000).

IL-1a, IL-1p und IL-1Ra binden an den IL-1 Rezeptor Typ | (IL-1RI) und an den IL-1
Rezeptor Typ Il (IL-1RII). Es existieren weitere Rezeptoren, an die IL-1 binden kann,
allgemein gilt der IL-1RI aber als der wichtigste Vermittler der Wirkungen von IL-1. Er wird
zentral vor allem von Neuronen, aber auch von Glia- und Endothelzellen exprimiert.
Untersuchungen an Mause- und Rattenhirnen zeigen eine ubiquitére Expression des Rezeptors
(Touzani et al., 1999).

Der IL-1RI aktiviert intrazellular eine komplexe Signalkaskade, an deren Ende die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB steht. Der Rezeptor assoziiert sich mit dem
accessory protein und dem MyD88 Protein. Es kommt zur Aktivierung der
IL-1 receptor-associated-kinase 1 und 2, die Gber den TNF receptor-associated-factor und die
NFkB inducing kinase verschiedene andere Kinasen aktivieren, von denen einige den
NF«B-Inhibitor phosphorylieren und inaktivieren. Der NFxB-Inhibitor I6st sich daraufhin aus
dem Komplex mit NFxB, der nun im Zellkern als Transkriptionsfaktor aktiv werden kann.
Weitere Proteinkinasen wie die mitogenaktivierte Proteinkinase oder die c-Jun N-terminale
Kinase 1 ergénzen die Signaltransduktion durch IL-1 (Rothwell & Luheshi, 2000).

Der IL-1RII vermittelt keine Wirkung und aktiviert keine Signaltransduktionskaskade, da er
nur Ober einen Kkleinen intrazellularen Anteil verfigt (Rothwell et al., 1999). Er agiert
regulierend, indem er freies IL-1 inaktiviert und bindet den IL-1Ra mit nur geringer Affinitat
(Janeway et al., 2002).

1.2.3 Die Wirkung von Interleukin-1

Die Wirkung von IL-1 wurde vor allem an peripheren Entziindungsprozessen untersucht.
IL-1 spielt eine entscheidende Rolle in der angeborenen Abwehr gegen pathogene
Mikroorganismen und ist daher ein wichtiger Vermittler in der akuten und chronischen
Entzlindungsreaktion. Lokal kommt es zur Aktivierung von Leukozyten und Endothelzellen
und zur Produktion von IL-6 und anderen Entzindungsmediatoren. Eine umschriebene
Gewebsschadigung ermdglicht weiteren inflammatorischen Zellen den erleichterten Zugang.
Systemisch wirkt IL-1 auf viele Bereiche des Kdorpers. Es mobilisiert Energiereserven aus
dem Fettgewebe und der Muskulatur, aktiviert neutrophile Granulozyten im Knochenmark
und induziert die Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Leber (Janeway et al., 2002).
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Die Wirkung von IL-1 im zentralen Nervensystem ist weniger erforscht. Im gesunden Gehirn
scheint IL-1 nur untergeordnete Aufgaben zu haben. Es ist an der Regulation des Tiefschlafs
beteiligt und beeinflusst die neuronale und synaptische Plastizitat des Gehirns.

Bei vielen pathologischen Zustdnden des zentralen Nervensystems wird IL-1 vermehrt
exprimiert (Rothwell, 1999). Seine Wirkungen sind: lokales Odem, vaskulare Schaden,
Aktivierung von Glia, Induktion von Wachstumsfaktoren, Induktion der Phospholipase A,,
Induktion der COX-2, Induktion des p-Amyloid Vorlauferproteins, Induktion von
Adhasionsmolekiilen und die Produktion von NO und freien Radikalen.

Zentraler Wirkort von IL-1 im Gehirn ist der Hypothalamus. Dort induziert es Fieber und die
Ausschittung von corticotrophin releasing factor. Damit beeinflusst IL-1 die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse und die Synthese von Glucocorticoiden. Die mit vielen
Krankheiten assoziierten unspezifischen Symptome wie allgemeines Krankheitsgefiihl,
verminderter Appetit und reduzierte Nahrungsaufnahme scheinen ebenfalls durch IL-1 im
Hypothalamus vermittelt zu werden (Hill et al., 1999; Legos et al., 2000; Rothwell &
Luheshi, 2000; Rothwell, 2003).

Es gibt eindeutige Hinweise fir die Beteiligung von IL-1 bei akuten neurodegenerativen
Prozessen, wie sie z.B. im Rahmen eines Schlaganfalles oder Sché&del-Hirn-Traumas
auftreten. IL-1 allein wirkt nicht neurotoxisch, es verstarkt aber bereits entstandene
Zellschaden (Touzani et al., 1999). Fir eine Beteiligung von IL-1 bei der ischdmisch
bedingten Neurodegeneration im Tierversuch sprechen folgende Befunde: Fokale und globale
Ischamien erhohen den IL-1 Spiegel im geschadigten Gehirn von Versuchstieren; die
Injektion von IL-1 in das zentrale Nervensystem verstarkt einen ischdmischen Hirnschaden;
die Hemmung der Freisetzung von IL-1 durch Deletion der fir Caspase 1 kodierenden
Genregionen verringert einen ischamischen Hirnschaden (Hara et al., 1997; Liu et al., 1999;
Rothwell & Luheshi, 2000; Allan and Rothwell, 2001; Rothwell, 2003).

1.2.3 Der IL-1 Rezeptorantagonist

Der IL-1Ra bindet an den IL-1RI, ohne eine Signalkaskade zu aktivieren. Eine andere
Funktion wird ihm nicht zugesprochen. Er wird physiologisch im Gehirn exprimiert (Touzani
et al., 1999) und blockiert alle Wirkungen von IL-1a und IL-1p. Damit hat er als endogener
Ligand eine hemmende Wirkung auf lokale Entzlindungsprozesse und unterbindet die
systemischen Inflammationsreaktionen, die IL-1 ausldst. Der rekombinant hergestellte IL-1Ra
(rhiL-1Ra) stellt eine Option fir die experimentelle Therapie zahlreicher pathologischer

Zusténde dar. In der Klinik wurde er zuerst unter dem Freinamen Anakinra zur Therapie der
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rheumatoiden Arthritis eingesetzt. Dieser Ansatz hat sich aber als wenig effektiv gezeigt.
Zurzeit wird er zur Therapie der Gicht verwendet (McGonagle et al., 2007).

Die Bedeutung von IL-1 bei der fokalen Ischdmie macht den IL-1Ra zu einem
mdoglicherweise effektiven Therapeutikum. Zentral wird er vor allem von Neuronen
exprimiert. Eine erhohte Expression im ischamischen Hirngewebe wurde nachgewiesen.
Tierexperimente zeigen, dass die Blockade der IL-1 Wirkung mit dem IL-1Ra sich positiv auf
das Schlaganfallvolumen und das neurologische Defizit auswirken. Auch exzitotoxisch
herbeigefiihrte Zelldegeneration wird reduziert (Rothwell & Luheshi, 2000; Relton &
Rothwell, 1992).

1.3 Der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor

1.3.1 Aufbau und Funktion

Der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor (PPAR) ist ein nuklearer Rezeptor, der in drei
bekannten Formen vorliegt: PPARa, PPARy und PPARS, auch als PPARP bezeichnet. Alle
Formen des Rezeptors fungieren als Transkriptionsfaktoren, das heif3t sie aktivieren oder
inhibieren die Transkription verschiedener Gene.

Um am Promotor des Zielgens, am sogenannten peroxisome proliferator response element
(PPRE) aktiv werden zu kénnen, muss der PPAR seinen Liganden binden und dann mit dem
Retinoid X Rezeptor, dem Rezeptor der 9-cis Retinoidsdure, dimerisieren. Der Komplex aus
PPAR, Ligand und Retinoid X Rezeptor kann dann an das PPRE binden, was die
Transkription des Gens in Gang setzt oder bremst. Die Transkriptionsprodukte der durch
PPAR kontrollierten Gene regulieren primar den Fettstoffwechsel der Zelle. PPARo kommt
vor allem im braunen Fettgewebe und in der Leber vor. Dort steigert er den
Lipidmetabolismus.  PPARS  wird  ubiquitir  exprimiert —und mit  basalen
Fettstoffwechselvorgéngen in Verbindung gebracht (Desvergne & Wahli, 1999; Kersten et
al., 2000).

PPARYy existiert in zwei Isoformen: PPARy1 und PPARY2. Die Expression von PPARyI ist
vor allem auf braunes und weiRRes Fettgewebe, in geringem Malle auch auf Herz- und
Skelettmuskel beschriankt. PPARy2 kommt in verschiedenen Organen und Gewebetypen vor,
z.B. dem zentralen Nervensystem, dem Darm und in spezifischen inflammatorischen und
vaskularen Zellen (Staels & Fruchart, 2005; Michalik et al., 2006). Hauptsachlich bewirkt
PPARy die Einlagerung von Triglyceriden in Adipozyten. Daher wird der Rezeptor im
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Fettgewebe postprandial vermehrt exprimiert. Dort sorgt er fur eine optimale Verwertung von
Glukose und Fettsduren. Zusitzlich begilinstigt die Aktivierung von PPARy die
Differenzierung der Adipozyten. Im Fastenzustand ist der PPARy erniedrigt. PPARa
stimuliert dann den Abbau von Fett in der Leber (Kersten et al., 2000).

1.3.2 Bedeutung der Agonisten am PPARy

Physiologische Agonisten am PPAR sind langkettige Fettsauren und Eicosanoide (Derivate
der Arachidonsaure), wie z.B. 15-Deoxy-A'?**-Prostaglandin J, (15d-PGJ,), die an die
verschiedenen Isotypen des Rezeptors mit unterschiedlicher Affinitat binden. Therapeutisch
werden die Thiazolidindione, auch als Glitazone bezeichnet, als selektive Agonisten am
PPARy ecingesetzt (Stacls & Fruchart, 2005). Ebenfalls schwach agonistisch am PPARYy
wirken nichtsteroidale Antiphlogistika wie lbuprofen (Desvergne & Wahli, 1999; Bordet et
al., 2006).

Die Fahigkeit, Einfluss auf den Fettstoffwechsel des Organismus zu nehmen, macht den
PPAR zum geeigneten Ziel in der Therapie vieler Zivilisationskrankheiten wie z.B. dem
metabolischen Syndrom. Die Glitazone wie Rosiglitazon und Pioglitazon senken die
Insulinresistenz in der Muskulatur, der Leber und dem Fettgewebe und eignen sich daher zur
Therapie des Diabetes mellitus Typ Il (Aktories et al., 2006). Eine Schlisselrolle bei der
Senkung der Insulinresistenz spielt die Skelettmuskultur. Da ihr Besatz mit PPARy jedoch
sparlich ist, wird ein indirekter Mechanismus diskutiert: Die Fettzellen werden allmé&hlich
gegen die anabole Wirkung von Insulin resistent, verwerten das Angebot an freien Fettsauren
also nicht. Zuséatzlich produzieren sie Zytokine wie TNF-o oder IL-6. Die erhohten Spiegel
der freien Fettsduren und der Entziindungsmediatoren im Blut bewirken die erhohte
Insulinresistenz von Skelettmuskulatur und Leber. Die Aktivierung der Adipozyten Uber
PPARy wirkt diesem Mechanismus entgegen.

Klinische Studien konnten zeigen, dass sich die Therapie mit PPARy-Agonisten positiv auf
die Folgeerkrankungen der Arteriosklerose auswirkt und zu einer Senkung der
kardiovaskuldaren Mortalitat fihrt (Staels & Fruchart, 2005). Fir die Entstehung der
Arteriosklerose sind neben verdnderten Glukose- und Lipidspiegeln im Blut auch die
Dysfunktion und die chronische Inflammation der Gefallwand, vaskuldrer Umbau und die
Bildung von Schaumzellen von Bedeutung. Thiazolidindione hemmen die Proliferation von
glatten Muskelzellen und steigern die NO-Expression des Endothels. NO bewirkt die
Weitstellung der Gefalle und schutzt in physiologischen Konzentrationen das Endothel vor

toxischen Einflissen. Die Expression von PPARy in den Schaumzellen der
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arteriosklerotischen Plaques wird durch oxidiertes LDL induziert. Die Aktivierung des
Rezeptors beginstigt in diesen Zellen den Cholesterol-Efflux, wirkt also dem
Entstehungsprozess der Arteriosklerose entgegen.

Eine entscheidende Rolle im Pathomechanismus der Arteriosklerose spielt zusatzlich die
inflammatorische Komponente. Aktivierter PPARy hemmt die Produktion inflammatorischer
Zytokine wie TNF-a, IL-1 und IL-6 und steigert die Expression von Adiponektin, einem
Protein, das entzindungshemmend und insulinsensitivierend wirkt. Bei einer
Langzeitbehandlung von Patienten mit Rosiglitazon sinkt der Spiegel des
Entziindungsmarkers C-reaktives Protein, der Matrix Metalloproteinase-9 und der COX-2
sowie verschiedener Marker der endothelialen Aktivierung (Staels & Fruchart, 2005).

1.3.3 PPARy im zentralen Nervensystem

PPARy kommt im zentralen Nervensystem in Neuronen, Astrozyten, Mikroglia und den
versorgenden BlutgefaRen vor. Uber die physiologischen Funktionen des Rezeptors ist nur
wenig bekannt. Es wird angenommen, dass er den Fettstoffwechsel der Zellen reguliert und
an der neuronalen Differenzierung und Plastizitat beteiligt ist (Bordet et al., 2006).

Der PPARY spielt bei diversen pathologischen Zustéinden des Gehirns eine Rolle, die mit akut
neurodegenerativen und chronisch neurodegenerativen Prozessen verbunden sind. Zum
Beispiel konnte die neuroprotektive Wirkung von Thiazolidindionen bei der fokalen
zerebralen Ischamie im Tiermodell gezeigt werden. Bis zu vierzehn Tagen nach dem
ischdmischen Insult ist die Expression von PPARy im geschadigten Hirngewebe gesteigert.
Maximalwerte werden vierundzwanzig Stunden nach dem Ereignis erreicht. Die Aktivierung
des Rezeptors wirkt sich protektiv auf das Schlaganfallvolumen und das neurologische Defizit
der behandelten Tiere aus (Zhao et al., 2005b, Zhao et al., 2006b; Lin et al., 2006; Ou et al.,
2006; Patzer et al., 2008). Die Wirkungen der Thiazolidindione auf das GeféalRsystem addieren
sich mit direkten zerebralen Mechanismen zu dem beschriebenen neuroprotektiven Effekt.
Die intrazerebroventrikulire (ICV) Applikation eines PPARy-Agonisten wirkt dabei
vergleichbar effektiv wie die systemische Behandlung (Zhao et al., 2006a; Zhao et al.,
2005b). Dies belegt die Bedeutung des zerebralen PPARy nach einem Schlaganfall.

Die Stimulation des Rezeptors fihrt zu einer Reduktion des oxidativen Stresses in dem
ischamischen Kortexareal. Die Expression der COX-2 und der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) ist erniedrigt (Pereira et al., 2005; Sundararajan et al.,
2005; Zhao et al., 2006b). Es werden erhohte Spiegel antioxidierender Enzyme wie der
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CuZn-Superoxiddismutase gefunden. Insgesamt resultiert daraus eine geringere Belastung des
geschadigten Gewebes mit freien Sauerstoffradikalen (Shimazu et al., 2005).

Zu den antiinflammatorischen Effekten des aktivierten PPARy zdhlen die verminderte
Expression des Adhésionsmolekiils ICAM-1, der Matrix-Metalloproteinase-9 und
verschiedener inflammatorischer Zytokine, z.B. TNF-a, IL-6 und IL-1B. Es kommt zu einer
verminderten Akkumulation von Makrophagen und mikroglialen Zellen und zu einer
Hemmung des Transkriptionsfaktors NFkB und der p38-mitogenaktivierten Proteinkinase.
PPARy-Agonisten vermindern den neuronalen Schaden durch Reduktion des oxidativen
Stresses und Hemmung der beteiligten Entziindungsreaktionen. Ein Zusammenhang zwischen
der Behandlung mit Thiazolidindionen und einer vermehrten Expression des IL-1Ra wurde an
synovialen Fibroblasten der Ratte beobachtet (Moulin et al., 2005). Auch zentral konnte eine
Verbindung zwischen PPARy und dem IL-1Ra nachgewiesen werden. Systemisch appliziert
steigert der unselektive PPARy-Agonist Ibuprofen die postischdmische Expression des
Antagonisten in aktivierten mikroglialen Zellen und das Uberleben von Neuronen im
Hippocampus (Park et al., 2005). Detaillierte Studien zu der Bedeutung von Thiazolidionen
bei der Regulation des IL-1Ra nach dem ischamischen Schlaganfall wurden von dieser
Arbeitsgruppe aber nicht durchgefiihrt.

Die Effektivitdat der Behandlung konnte bisher nur bei Applikation des PPARy-Agonisten vor
oder wahrend der Ischamie gezeigt werden (Culman et al., 2007). Ob eine Behandlung nach
Beginn des Schlaganfalles erfolgreich sein kann, bleibt fraglich (Zhao et al., 2005a).
In-vitro-Versuche konnten weitere Mechanismen der durch PPARy vermittelten
Neuroprotektion aufzeigen. PPARy-Agonisten wirken in Zellkulturen dem exzitotoxisch
induzierten Zelltod entgegen. Sie wirken auch noch zu einem Applikationszeitpunkt, an dem
NMDA-Antagonisten bereits wirkungslos sind. Sie verhindern die Sekretion neurotoxischer
Molekiile durch Makrophagen und Mikroglia. Zudem haben PPARy-Liganden in
verschiedenen Modellen eine Beteiligung an der Differenzierung von Neuronen gezeigt. Die
strukturelle und funktionale Regeneration der Neurone nach der Ischdmie kann zu dem

beobachteten neuroprotektiven Effekt der Glitazone beitragen (Culman et al., 2007).
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1.4 Fragestellung

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass PPARy-Agonisten eine neuroprotektive
Wirkung bei der experimentellen fokalen Ischdmie beim Tier haben und die postischdmische
Inflation hemmen (Bordet et al., 2006; Culman et al., 2007).

Einer der wichtigsten Mediatoren der postischamischen Inflammation ist das Zytokin IL-1R.
Es wird im ischdmischen Hirngewebe vermehrt exprimiert und aktiviert tber die Bindung an
den IL-1RI die Transkription zahlreicher inflammatorischer Zytokine und neurotoxischer
Stoffe, die fir den fortschreitenden Gewebsschaden und neuronalen Zelltod verantwortlich
sind. Der IL-1Ra bindet als endogener Ligand an den IL-1RI, ohne die Signaltransduktion zu
aktivieren. Samtliche Effekte von IL-1B, einschliellich der postischamischen
Inflammationsreaktionen, werden gehemmt. Eine veranderte Expression von IL-1p und dem
IL-1Ra durch Aktivierung des PPARy kann zu den neuroprotektiven Effekten von Pioglitazon
beitragen. Ziel dieser Studie war es, die Bedeutung des PPARy-Agonisten Pioglitazon fir die
Expression von IL-1B, IL-1RI und IL-1Ra im ischdmischen neuronalen Gewebe nach einer
fokalen zerebralen Ischamie zu untersuchen.

Um eine effektive Stimulation des zentralen PPARy zu erzielen, wurde normotensiven
Wistar-Ratten mittels osmotischer Minipumpen funf Tage lang der selektive PPARy-Agonist
Pioglitazon intrazerebroventrikular infundiert. Die Kontrollgruppe wurde mit Vehikel
behandelt. Zur Induktion der tempordren fokalen zerebralen Ischdmie wurde die rechte
A. cerebri media der Tiere verschlossen und nach 90 min wieder er6ffnet. Der neurologische
Status wurde anschliefend einmal téglich kontrolliert und das Hirngewebe fir die weitere
Untersuchung 24 bzw. 48 h nach der Induktion der Ischd&mie entnommen.

Im frontoparietalen Kortex am Rand des Ischdmiekerns wurde die Expression von IL-10,
IL-1RI und IL-1Ra mittels der Western-Blot-Analyse quantifiziert und Anzahl und Typ der
Zellen, die die Zytokine und den Rezeptor exprimieren, bestimmt. Primére kortikale
Zellkulturen wurden angelegt, um festzustellen, ob die beobachteten Effekte von Pioglitazon
auf die Produktion von IL-1Ra in Neuronen iiber die Aktivierung von PPARy vermittelt
werden. Zu diesem Zweck wurde neben Pioglitazon auch der selektive PPARy-Antagonist
GW 9662 verwendet. Zusatzlich wurde der selektive PPARS-Agonist GW 501516 eingesetzt,
um eine mogliche Beteiligung von PPARS an der Wirkung von Pioglitazon auf Expression
des IL-1Ra zu Klaren. Zur Untersuchung der Bedeutung von Pioglitazon fur die IL-1Ra

Produktion unter pathologischen Bedingungen wurden die priméren Neurone mit Pioglitazon
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allein oder mit Pioglitazon in Kombination mit dem PPARy Antagonisten GW 9662
vorbehandelt. Beide Ansatze wurden mit NMDA stimuliert. Die Stimulation von NMDA
Rezeptoren, als Model der postischamischen Exzitotoxizitat, schadigt die Neurone und
induziert deren Absterben. Die Expression des IL-1Ra wurde mittels der
Western-Blot-Analyse erfasst. Die Untersuchung der neuroprotektiven Effekte der
PPARy-Aktivierung erfolgte durch Messung der Laktatdehydrogenase, die als Indikator fur

den neuronalen Zelltod dient.
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2 Material und Methoden

Die Herkunft der verwendeten Materialien ist in Klammern angegeben. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die Chemikalien und Verbrauchsmaterialien von den Firmen Merck

(Darmstadt), Sigma (Steinheim) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1 Versuchstiere

4% Chloralhydrat: 40 g Chloralhydrat (Merck, Darmstadt) wurden in 1 | destilliertem
Wasser gelost.

Fur die Versuchsreihe wurden ausschliellich ménnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht
zwischen 220 g und 250 g verwendet. Die Tiere stammten aus der Zucht des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (Campus Kiel) und wurden unter kontrollierten
Bedingungen aufgezogen und gehalten. Dabei wurden Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit
Uberwacht und ein simulierter Tag- und Nachtzyklus von je 12 h aufrecht erhalten. Die Tiere
hatten permanent freien Zugang zu Futter und Wasser.

Vor jedem operativen Eingriff wurden die Ratten in eine tiefe Narkose versetzt. Dazu wurde
Chloralhydrat in einer Dosierung von 400 mg/kg Kérpergewicht intraperitoneal injiziert.

Fur die Gewinnung der neuronalen Zellkulturen wurden neugeborene Ratten bis zu 24 h nach

der Geburt verwendet.

2.2 Chirurgische Techniken

2.2.1 Implantation der osmotischen Minipumpen
Pioglitazon (Cayman, Ann Arbor, Mi, USA): Eine Losung der Konzentration 6 mM wurde
mit Dimethylsulfoxid und Natriumchlorid (NaCl) im Verhéltnis 1:1 angefertigt.

Zur ICV-Applikation von Pioglitazon wurden den Tieren fiinf Tage vor Versuchsbeginn
osmotische Minipumpen der Firma ALZET (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Model
Nr. 2002) in eine Tasche am Rucken implantiert. Die Pumpen bestehen aus zwei
Kompartimenten: Ein mit hyperosmolarer Losung gefulltes Kompartiment zieht durch eine

semipermeable Membran Wasser aus dem umliegenden Gewebe an. Durch den entstehenden
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Druck werden pro Stunde 3 nmol Pioglitazon (0,5 ul) aus einem zweiten Kompartiment Gber
eine Kanule in den linken lateralen Ventrikel der Versuchstiere infundiert (Theeuwes & Yum,
1976). Fur die mit Vehikel behandelte Gruppe wurde NACL im Verhaltnis 1:1 mit
Dimethylsulfoxid appliziert. Vor der Verwendung wurde die Pumpe 20 — 24 h in isotoner
Kochsalzlosung bei 37°C gelagert, um den Pumpvorgang zu starten und die
Funktionsfahigkeit der Pumpen zu testen.

Zur Implantation der Pumpen wurde ein Polyethylen-Schlauch (PP-20) in den linken lateralen
Ventrikel der Tiere eingebracht. Dazu wurde ein stereotaktisches Gerat (David Kopf
Instruments, Tujunga, USA) verwendet. Der Kopf der Ratte wurde in die Vorrichtung
eingespannt und der Schéadel mit einer medialen Inzisur freigelegt. Das Gewebe wurde mit
einer feinen Schere und einem Wattestdbchen abgetragen. Zusatzlich wurde
Wasserstoffperoxid verwendet, um die Blutung zu minimieren. Mittels eines feinen Bohrers
wurde ein Loch fur den Schlauch 0,6 mm kaudal und 1,3 mm lateral von Bregma
(Kreuzungspunkt der Sutura sagitalis mit der Sutura coronaris) in den Schadel gebohrt. Die
Pumpe wurde mittels eines Polyethylen-Schlauchs (PP-60) mit einer rechtwinkligen
Metallkanule (GroRe: 21 Gauge) verbunden, die 5 mm tief (von der Schadeloberfléache
gemessen) in den Ventrikel eingebracht und mit Zahnzement fixiert wurde. Die Pumpe wurde
in eine Tasche auf dem Ricken der Ratten implantiert und die Wunde genéht (Dai et al.,
1999).

2.2.2 Messung der Hirndurchblutung

Die haufigsten Komplikationen beim experimentellen Verschluss der A. cerebri media sind
eine unzureichende Okklusion oder eine Ruptur der Arterie. Wahrend des Eingriffs ist daher
eine Uberwachung der Durchblutung des Gebietes, das von der Arterie versorgt wird,
unerlasslich. Mit dem Periflux System 5000 der Firma Perimed (Jarfalla, Schweden) wurde
der Blutfluss kontinuierlich gemessen (Schmid-Elsaesser et al., 1998). Das Prinzip der
Flussmessung beruht auf dem Doppler-Effekt.

Die Halterung fur die Lasersonde wurde gemeinsam mit der osmotischen Pumpe mit Hilfe
des stereotaktischen Gerates auf der Schadeloberflache implantiert. Mit Zahnzement wurde
eine Plastikhulse (innerer Durchmesser: 1 mm, &uBerer Durchmesser: 2 mm) 1 mm kaudal
und 6 mm rechts von Bregma am Schédel der Ratte befestigt. Der Knochen wurde an dieser

Stelle mit einem Bohrer leicht eingekerbt, um die Messung zu erleichtern.
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2.2.3 Herstellung des Okklusion-Monofilaments

Die Spitze eines Fadens (4/0, 1,5 Metrik Monofilament, ETHILON, Johnson & Johnson
MEDICAL GmbH, Norderstedt) wurde mit einer Silikonschicht tiberzogen (Provil, Bayer AG,
Leverkusen), um den Durchmesser auf den distalen 5 mm des Fadens auf etwa 0,25 mm zu

erweitern. Vor Beginn der Operation lieR man die Silikonpaste antrocknen.

2.2.4 Verschluss der A. cerebri media mit Reperfusion

Es wurde ein intraluminaler Verschluss der Arterie mit nachfolgender Reperfusion
durchgefihrt (Koizumi et al., 1986; Dai et al., 1999). Durch einen 2 cm langen Schnitt medial
am Hals der Ratte wurden die A. carotis communis und die begleitende Vena jugularis interna
und Nervus vagus freigelegt. Die A. carotis communis wurde frei prapariert, die A. carotis
externa an ihrem Abgang aufgesucht und mit einer 4-0 Naht ligiert. AnschlieRend wurde auch
die A. carotis communis proximal ligiert. Dies fiihrt zu einer Reduktion des zerebralen
Blutflusses um bis zu 50% des Ausgangswertes, verursacht aber im Gehirn der Ratte, das Uber
eine hervorragend kollateralisierte Blutversorgung verfugt, keine Ischdmie (Nagasawa &
Kogure, 1989).

Dann wurde ein Faden um das distale Ende der Arterie gespannt, um den Blutriickfluss zu
unterbinden. Durch einen Schnitt zwischen der proximalen Ligatur und dem distalen
Haltefaden wurde der vorbereitete Silikonfaden vorsichtig etwa 17 mm weit durch die
A. carotis interna in die A. cerebri media vorgeschoben, bis der zerebrale Blutfluss im rechten
frontoparietalen Kortex auf unter 25% des Ausgangswertes gefallen war. Das Monofilament
wurde durch eine feste Ligatur an der A. carotis communis fixiert, verblieb 90 min in der
Arterie und wurde dann entfernt, was zur Reperfusion des betroffenen Hirnareals fiihrte.
AbschlieBend wurde der Hautschnitt verndht. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter dem Wild
M3Z Mikroskop (Leica Mikrosysteme, Wetzlar). Die Korpertemperatur der Tiere wurde mit
einer Heizdecke konstant auf 37°C gehalten.

Eine Gruppe Tiere wurde sham-operiert. Es wurde also keine zerebrale Ischdmie verursacht,
sondern lediglich eine ,,Placebo-Operation durchgefiihrt. Die Ratten wurden narkotisiert. Der
Schnitt am Hals wurde gemacht und die Arterie dargestellt. Nach 90 min wurde die Wunde

verschlossen.
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2.3 Neurologische Untersuchung

Die Versuchstiere wurden 24 und 48 h nach dem Schlaganfall neurologisch untersucht. Die
Auswertung wurde von einem unvoreingenommenen Mitarbeiter ausgefihrt. Die Bewertung

des neurologischen Defizits erfolgte nach dem in Tabelle 2.1 beschriebenen Schema (Garcia

etal., 1995).

Test 0 1 2 3
Spontanaktivitét Keine Kaum Bewegung zu | Bewegung zu
(5 min im Kafig) Bewegung | Bewegung < 3 Wanden allen 4 Wénden
Bewegungssymmetrie Li.: Keine | Li.: Wenig Li.: Langsame | Symmetrische
(alle Gliedmalien) Bewegung | Bewegung Bewegung Bewegung
Bewegungssymmetrie Li.: Kein | Li.: Versuch Li: Strecken Symmetrisches
der vorderen Extremitat | Strecken des Streckens | verringert Strecken
. Klettern nicht | Li.: Schwacher | Normales

Klettern (Kafigwand) maoglich als rechts Klettern

. Li.: Keine Li.: Schwache | Symmetrische
Sensibilitat (Rumpf) Reaktion Reaktion Reaktion

. Li.: Keine Li.: Schwache | Symmetrische
Sensibilitat (Tasthaare) Reaktion Reaktion Reaktion

Tabelle 2.1: Neurologische Auswertung der Ratten nach Verschluss der A. cerebri media
Punktbewertung fur die verschiedenen motorischen und sensorischen Leistungen der Ratte
mit einer Gesamtpunktzahl von 3-18 Punkten (Garcia et al., 1995). Der Schlaganfall betraf
die rechte Hemisphare des zerebralen Kortex, die Ausfalle wurden daher an der linken (Li.)
Korperhalfte beobachtet.

Die spontane Aktivitat des Tieres wurde fir 5 min im Kafig beobachtet. Zur Untersuchung
der Bewegungssymmetrie der Gliedmalien und des Ausstreckens der Vorderpfoten hielt man
die Ratte an ihrem Schwanz in die Luft. Die Kletterfdhigkeit der Ratte wurde an einem
Ké&figgitter quantifiziert. Die Sensibilitatsprifung erfolgte durch beidseitiges Beriihren von
Rumpf und Tasthaaren mit einem Holzst&bchen.

Spontanaktivitat und Bewegungssymmetrie wurden jeweils mit 0 bis 3 Punkten, Klettern und
Sensibilitat mit 1 bis 3 Punkten bewertet. Die Quantifizierung des neurologischen Defizits
geschah durch Addition aller Punkte. Bewertet wurde somit auf einer Skala von 3 bis 18
Punkten, wobei 3 Punkte dem starksten neurologischen Defizit und 18 Punkte dem Befund

einer vollstandig gesunden Ratte entsprachen.
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2.4 Perfusion und Gewebeentnahme

10xPBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung): 80 g NaCl, 11,5 g Na,HPO,, 2 g KH,PO, und
2 g KCI wurden in 800 ml destilliertem Wasser gelost. Nach Einstellen des pH-Wertes mit
HCI oder NaOH auf 7,4 wurde die Lsung mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefulit.
Als Arbeitslosung wurde eine 1:10 Verdinnung dieser Lésung verwendet (1xPBS).

4% Paraformaldehyd: 40 g Paraformaldehyd wurden in 900 ml PBS bei 60°C gel0st;
anschlieBend wurde die Losung mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt und im
Kihlschrank aufbewahrt.

30% Saccharose: 30 g Saccharose wurden mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt.

Einen Tag (Sham: 8, Vehikel: 17, Pioglitazon: 15) bzw. zwei Tage (Sham: 8, Vehikel: 20,
Pioglitazon: 18) nach dem Schlaganfall wurden die Ratten erneut narkotisiert. Flr die
Immunfluoreszenzuntersuchung und die
immunhistochemische Untersuchung
wurden sie nacheinander erst mit 100 ml
1xPBS und anschlieBend sofort mit
100 ml 4% Paraformaldehyd

transkardial perfundiert. Die Gehirne

wurden entnommen, 24 h in 4%iger

. Paraformaldehydldsung nachfixiert, fur

. I, , o
Abbildung 2.1: Gewebeentnahme an einem drei  Tage bei 4°C in  30%iger
Rattengehirn Saccharoseldsung eingelegt, eingefroren
Gezei_gt Wi“.j ein koronarer Schnitt (Brg_gm_a ~ 1 und in dem cMm3050 S Cryostat (Leica
mm) in Ansicht von posterior. Der Ischamiekern

(3) stellt sich blass dar. Die Schnitte fir die Mikrosysteme, Wetzlar) geschnitten.
Immunfluoreszenz- und die Immun-
histochemische Untersuchung wurden aus der
Area 2, die Proben firr die Western-Blot-Analyse wurden serielle koronare Schnitte von
aus der Area 1 entnommen.

Fir die Immunfluoreszenzuntersuchung

8 um Dicke von Bregma + 0 mm bis
Bregma — 2 mm angefertigt, die auf Objekttragern mit Gelatine beschichtet wurden. Fur die
immunhistochemische Untersuchung wurden 40 um dicke Schnitte von Bregma + 0 mm bis
Bregma — 1,3 mm hergestellt, die in 24-well-Platten in 0,1%iger Paraformaldehydldsung bis
zur Verwendung bei 4°C gelagert wurden. Die Gehirne flr die Western-Blot-Analyse wurden
ohne vorherige Perfusion entnommen. Unter dem Wild M3Z Mikroskop (Leica Mikrosyteme,
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Wetzlar) wurden Gewebeproben aus dem ischamischen Bereich des rechten frontoparietalen
Kortex (Abbildung 2.1) gewonnen und mit fliissigem Stickstoff eingefroren.
Bei der anatomischen Beurteilung richtete man sich nach dem Atlas von Paxinos & Watson

(1986) mit Darstellungen von Rattengehirnen.

2.5 Zellkulturen

Kulturmedium: Zu dem neurobasalen Medium (Invitrogen, Karlsruhe) wurde 0,5 mM
I-Glutamin, 2% B-27 Ergénzungsmittel (Invitrogen, Karlsruhe) und 50 1U/ml

Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe) gegeben.

Die Schalen zur Zellkultivierung wurden mit einer 0,1 mg/ml Lésung von Poly-L-Lysine
(Molekulargewicht 70,000 bis 150,000) eine Stunde bei 37°C inkubiert, mit hochreinem
Wasser gereinigt und trockneten anschlielRend fur eine Stunde.

Die neuronalen Zellen wurden aus der Hirnrinde neugeborener Ratten (bis zu 24 h nach
Geburt) isoliert. Die Gehirne wurden entnommen und auf steriles Filterpapier gelegt.
Membranen und Gefalle wurden mit dem Papier abgewischt. Das Gewebe von zehn Gehirnen
wurde in eine 60 mm Schale transferiert und in Stiicke von weniger als 1 mm? geteilt. Nach
der 20-mindtigen Inkubation mit 4 bis 8 ml einer 0,25% Trypsin-Lésung bei 5% CO, und
37°C wurde das Gewebe zehnmal mit einem Glasstab gemorsert, der zuvor in einer Flamme
sterilisiert worden war. Die Zellen wurden nun dreimal fir 4 min in einer Zentrifuge bei 1000
Umdrehungen pro Minute und 4°C in dem neurobasalen Medium gewaschen und in 3 ml des
Mediums suspendiert. Nach 3 min Wartezeit hatte sich das ungeltste Material abgesetzt. Der
Uberstand wurde abpipettiert und in 15 ml Kulturmedium gegeben.

Fiir die Immunfluoreszenzuntersuchung wurden 500 pl mit der Konzentration 1,5x10° Zellen
pro well auf eine 4-well Platte transferiert und fiir die Western-Blot-Analyse 2 ml mit 1x10°
Zellen in einer Kulturschale (3,5 cm) angelegt. Die Zellen wurden fir 3 h inkubiert.
Anschlielend folgten ein Austausch des Mediums und die Inkubation bei 5% CO, und 37°C.
Nach 24 h wurde 1-y-D-Arabinofuranosyl-Cytosin (5 uM) zugegeben, um das Wachstum
nicht neuronaler Zellen zu hemmen. Alle drei bis vier Tage wurde nun die Halfte des
Mediums gewechselt. Nach neun Tagen erfolgte die Kontrolle des neuronalen Zellgehalts der
Kulturen und anschlieBend die Stimulation der Zellen. Es wurden vier verschiedene

Experimente durchgefuhrt:
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1. Western-Blot-Untersuchung des PPARy unter basalen Bedingungen bei Behandlung
mit Pioglitazon: Eine Kontrollkultur erhielt Vehikel, eine Kultur erhielt Pioglitazon (10 uM).

2. Western-Blot-Untersuchung des IL-1Ra unter basalen Bedingungen bei Behandlung
mit Pioglitazon und Antagonisierung des PPARy: Eine Kontrollkultur erhielt Vehikel,
eine Kultur erhielt Pioglitazon (10 uM) und eine dritte GW 9662 (1 uM) (Cayman, Ann
Arbor, Mi, USA) und 30 min spéater Pioglitazon.

3. Western-Blot-Untersuchung des IL-1Ra unter basalen Bedingungen bei Aktivierung
des PPARS: Eine Kontrollkultur erhielt Vehikel, zwei Zellkulturen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen (0,1 puM und 1 pM) des selektiven PPARGS-Agonisten
GW 501516 (Cayman, Ann Arbor, Mi, USA) behandelt.

4. Messung der Laktatdehydrogenase, Immunfluoreszenzuntersuchung (PPARy und
IL-1Ra) und Western-Blot-Analyse des IL-1Ra an NMDA-stimulierten Zellen bei
Behandlung mit Pioglitazon und GW 9662: Eine Kontrollkultur erhielt VVehikel, eine Kultur
wurde mit N-Methyl-D-Aspartat (NMDA, 100 uM) versetzt, um exzitotoxische Effekte zu
simulieren, eine dritte Kultur wurde erst mit Pioglitazon (10 uM) vorbehandelt und 30 min
spater mit NMDA stimuliert, eine vierte erhielt den PPARy-Antagonisten GW 9662 (Cayman,
Ann Arbor, Mi, USA) in der Konzentration von 1 uM, nach 30 min Pioglitazon und nach
weiteren 30 min NMDA.

Nach 24 Stunden wurden die Zellen aus der Kulturschale fiir die Western-Blot-Analyse
entnommen, die Proteine wurden wie unten beschrieben isoliert und quantifiziert. Jedes
Experiment wurde funf bis sieben Mal durchgefihrt.

Die well-Platten wurden nach 24 Stunden mit PBS bei Zimmertemperatur gewaschen und mit
4%  Paraformaldehyd bei  Raumtemperatur fir eine  Stunde fixiert. Die

Immunfluoreszenzuntersuchung wurde wie unten beschrieben durchgefihrt.
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2.6 Western-Blot-Analyse

2.6.1 Proteinisolierung

1xChaps Lysepuffer: Zu 0,5 ml 10xChaps Lysepuffer (Cell Signal Technology, Danvers,
Ma, USA) wurden 0,4 ml Complete Inhibitor (Roche, Mannheim), 60 ul Phosphatase
Inhibitor Cocktail Il (Sigma-Aldrich, Miinchen) und 25 pl DTT (1 M, 200x, Signal
Technology, Danvers, Ma, USA) und 4,015 ml destilliertes Wasser gegeben.

Zur Proteinisolation wurden die Gewebe- bzw. Zellproben mit 200 pl 1xChaps Lysepuffer
unter stdndigem Kihlen mit flussigem Stickstoff vorsichtig gemdrsert. Durch dreimaliges
Einfrieren der Proben mit flissigem Stickstoff, zwischenzeitliche Erwérmung auf 37°C und
Behandlung mit Ultraschall (zweimal 5 s) wurden die Lysate homogenisiert. Nach
anschlieBendem Zentrifugieren (15 min bei 13 000 Umdrehungen pro Minute und 4°C) wurde

der Uberstand abpipettiert und bei — 80°C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.

2.6.2 Messung des Proteingehalts

BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA): Der Albumin Standard mit einer
Albumin-Konzentration von 2 mg/ml in NaCl wurde mit destilliertem Wasser verdunnt, so
dass Standardlosungen der Konzentration 0, 25, 50, 125, 250, 500 und 1000 pg/ml entstanden.
Die Reaktionslosung wurde aus Ldsung A und Losung B im Verhédltnis 50:1 kurz vor

Gebrauch hergestellt.

Die Standardlésungen und die zu messenden Proben (Verdinnung 1:50 mit destilliertem
Wasser) wurden mit 1 ml des Proteinassay-Farbstoffkonzentrat 30 min bei 37°C im
Warmeblock inkubiert. Anschlielend erfolgte die photometrische Bestimmung der
Proteinkonzentration bei einer Wellenldange von 562 nm. Jede Proteinprobe wurde doppelt
gemessen. Es wurde das Hitachi U-2000 Spektrophotometer verwendet. Mit Hilfe der
Standardlosungen (bekannte Proteinkonzentration) lie} sich eine Gleichung der Form
C = axA + b (C: Proteinkonzentration; A: Absorption) etablieren mit der die
Proteinkonzentrationen der Probenldsungen errechnet werden konnte. Mit V = M/C (V:
Volumen; M: Masse; C: Proteinkonzentration) konnte man nun das fur die Gelelektrophorese

zu verwendende Losungsvolumen (mit einer Proteinmenge von 30 pg) bestimmen.
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2.6.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.6.3.1 Prinzip

Die Gelelektrophorese mit Natriumdodecylsulfat (SDS) ist eine Methode, um Proteine nach
deren Molekulargewicht aufzutrennen. Das Polyacrylamidgel dient als hochvernetzter Trager
und wird direkt vor dem Gebrauch durch Polymerisation von Monomeren hergestellt. ES
werden zwei miteinander verbundene Gelabschnitte eingesetzt. Im sogenannten Sammelgel
werden die Proteine zu einer Bande komprimiert. Im zweiten Abschnitt, dem Trenngel,
werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Das Verhaltnis von Acrylamid zu
Polyacrylamid bestimmt die PorengroBe des Gels und kann variiert werden, um eine
bestimmte Auftrennung der Proteine zu erreichen. Damit die Proteine nach ihrer Grole
aufgetrennt werden kénnen, miissen sie in eine wassrige Losung mit SDS gegeben werden,
um ihre Eigenladung zu (berdecken. Pro 1 g Protein lagern sich 1,4 g SDS an die
Proteinketten an und tberlagern mit ihrer negativen Ladung so die Eigenladung der Proteine.
Die stark negativ geladenen Proteine wandern in einem elektrischen Feld zur Anode. Die
Beweglichkeit der Proteine in diesem elektrischen Feld stellt eine lineare Funktion ihrer
Molekulargewichte dar. GroRe Proteine wandern langsamer durch das Gel als kleinere
Proteine.

2.6.3.2 Durchfiihrung

4xTrenngelpuffer: 150 ml 2 M Trihydroxymethylaminomethan (Tris) mit einem pH von 8,8
(36,34 g Tris in 150 ml destilliertem Wasser) und 8 ml einer 10%igen SDS-L&sung (10 ¢
SDS in 100 ml destilliertem Wasser) wurden mit 42 ml destilliertem Wasser gemischt.
4xSammelgelpuffer: 92 ml destilliertes Wasser wurden mit 100 ml 1 M Tris mit einem pH
von 6,8 (12,1 g Tris in 100 ml destilliertem Wasser) und 8 ml einer 10%igen SDS-L6sung
gemischt.

Acrylamid/Bisacrylamid-Ldsung: Es wurde die 40%ige Acrylamid/Bisacrylamid-L&sung
(39:1) der Firma Bio Rad Laboratories (Munchen) verwendet.

10xElektrophoresepuffer: 30 g Tris, 144 g Glycin und 100 ml einer 10%igen SDS-L6sung
wurden auf 1000 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Als Arbeitslésung wurde eine

1:10 Verdunnung dieser Losung verwendet.
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5xProbenpuffer: 0,6 ml 1 M Tris mit einem pH von 6,8, 5 ml einer 50% Glycerollésung
(50 ml Glycerol plus 50 ml destilliertes Wasser), 2 ml einer 10%igen SDS-L6sung, 0,5 ml
-Mercaptoethanol und 1 ml einer 1% Bromphenolblau-Lésung wurden gemischt.

Trenngel (12% fur 1,5mm Plattenabstand): 3,0 ml der Acrylamidlésung, 4,5 ml
destilliertes Wasser und 2,5 ml des 4xTrenngelpuffers wurden gemischt. Zur Einleitung der
Polymerisation wurden 10 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED) und als Katalysator 100 ul
einer 10%igen Ammoniumperoxodisulfatiosung (APS) zugesetzt.

Sammelgel (12% fur 1,5 mm Plattenabstand): 0,5 ml Acrylamid-Lésung, 2,47 ml
destilliertes Wasser und 1 ml 4xSammelgelpuffer wurden gemischt. Beim Sammelgel wurden
5 ul TEMED und 30 pl der APS-L0sung zugesetzt.

Markerlésung: Als Proteinmolekulargewichtsmarker wurde ein Breitband-Proteinmarker
(2212 kDa) der Firma New England Bio Labs (Frankfurt a. M.) verwendet.

Proteinleiter: Um das Proteingewicht auch auf dem Film zu markieren, wurde eine

biotinilierte Proteinleiter (Cell Signal, Frankfurt a. M.) verwendet.

Die SDS-PAGE wurde mit dem Mini-PROTEAN 3 System der Firma Bio-Rad Laboratories
(Minchen) durchgefuhrt. Die GelgieBkammer wurde mit Ethanol gereinigt und
zusammengebaut. Das Trenngel wurde sofort nach Zugabe von TEMED und APS-L&ésung mit
einer Pasteurpipette mdoglichst luftblasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen und zur
Begradigung der Kante mit etwas Wasser bedeckt. In 10 bis 30 min polymerisierte das Gel
und hértete aus. Das Wasser wurde abgegossen und das Trenngel mit dem Sammelgel
uberschichtet. Vor der Polymerisation wurde ein Kamm, der die Probentaschen formte, in das
Sammelgel eingesetzt. Das fertige Gel wurde in die Elektrophoresekammer tberfihrt, die mit
1xElektrophoresepuffer gefillt wurde. Die Kdmme wurden entfernt und die Geltaschen mit
einer Kanile gespiilt.

Von den Proteinproben wurden jeweils 30 pg verwendet. Die Proben wurden mit Chaps-
Lysepuffers auf 16 pl aufgefillt und mit 4 ul 5xProbenpuffer versetzt. Nach funf minitiger
Inkubation bei 95°C und anschlielendem Zentrifugieren (Eppendorf Zentrifuge 3200) wurden
die Proben aufgetragen. Von Proteinmarker und Proteinleiter wurden jeweils 4 ul pro Gel
verwendet. Hinzu kamen 12 pl Lysepuffer.

Nun wurde Spannung an das Gel angelegt (200 V fir 5 min, dann 150 V fir 1 h).
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2.6.4 Western-Blot

2.6.4.1 Prinzip

Der Western-Blot wird zum Nachweis von Proteinen genutzt. Dabei werden die vorher durch
eine SDS-Page aufgetrennten Proteine auf eine Trdgermembran transferiert. Den Proteinen
wird durch Anlegen eines elektrischen Feldes senkrecht zum Gel das Ubertreten auf die
Membran ermdglicht. Dabei werden die Proteine vom angelagerten SDS befreit und kénnen
und Tertidrstruktur annehmen. Die Proteinbanden auf der

wieder ihre Sekundar-

Tragermembran konnen jetzt mit Hilfe von spezifischen Immunreaktionen detektiert werden.

2.6.4.2 Durchfihrung

Primarantikdrper: Folgende Primérantikbrper wurden in entsprechender Verdiinnung

verwendet:

Antikorper (Quelle) Hersteller Verdinnung
Interleukin-1 Rezeptor R&D Systems, Minneapolis | 1:1000 TTBS
Antagonist (Ziege)

Interleukin-1 Rezeptor R&D Systems, Minneapolis | 1:1000 TTBS

(Ziege)

Interleukin-1p3 (Kaninchen)

Serotec, Dusseldorf

1:1000 4 % BS

PPARy (Kaninchen) Cell Signal Technology, 1:1000 4 % BS

Danvers, Ma, USA

1:10 000 4 % BS

B-Aktin (Maus) Sigma, Steinheim

Sekundarantikorper: Folgende Sekunddrantikdrper wurden in entsprechender Verdinnung
verwendet (Alle Antikdérper sind mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt, die mit ECL

detektiert werden kann).

Antikorper Hersteller

Anti-Ziege (Esel)

Verdinnung
1:5000 — 1:6000 2% Esel-Serum

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-Maus (Ziege) | Amersham Biosciences, GE |1:10 000 4% BS
Healthcare, Littel Chalfont
Buckinghamshire, UK

Anti-Kaninchen 1:1000 — 1: 3000 4% BS

(Ziege)

Amersham Biosciences, GE
Healthcare, Littel Chalfont
Buckinghamshire, UK
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10xTransferpuffer: 5,82 g Tris, 2,93 g Glycin und 0,375 g SDS wurden bei einem pH von 9
bis 9,4 mit 250 ml Methanol und destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt.

10xTBS (Tris-gepufferte Salzlésung): 60,57 g Tris und 43,83 g NaCl wurden in 500 ml
Wasser geldst. Der pH-Wert der Losung soll bei 7,5 liegen.

IxTTBS (Tween TBS): Zu 100 ml 10xTBS wurden 1 ml Tween 20 (Calbiochem,
Darmstadt) zugesetzt. Die Losung wurde auf 1 | mit destilliertem Wasser aufgefiillt.
Blocklosung (BS): Als Blocklésung wurde abhangig vom verwendeten Antikorper eine
2 — 4%ige fettfreie Milchpulverlosung in 1xTTBS oder 2% Esel-Serum (Santa Cruz,
Heidelberg) in 1xTTBS verwendet.

ECL-Substratlosung: ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham
Biosciences, GE Healthcare, Littel Chalfont Buckinghamshire, UK). Kurz vor Gebrauch

wurden Losung A und Losung B im Verhaltnis 25:1 gemischt.

Fur den Western-Blot wurde der Elektroblotter Transblot SD Cell (Bio Rad Laboratories,
Minchen) benutzt. Es wurden pro Blot zwei Filter (extra dickes Filterpapier; Bio-Rad
Laboratories, Munchen; 10x7 c¢cm) und eine Membran (Immobilon P 1500, Porengrofiie:
0,45 um; Millipore, Schwalbach; 10x7 cm) zugeschnitten. Die Membran wurde 3 min in
konzentriertem Methanol aktiviert und dann in destilliertes Wasser gelegt, bis sie sich
abgesenkt hatte. Die Membran und die Filter wurden anschlieRend in Transferpuffer getaucht.
Auf den Elektroblotter wurden ein Filter und die Membran geschichtet. Das Gel wurde vom
Sammelgel getrennt, in Transferpuffer gewaschen, auf die Membran gelegt und mit einem
weiteren Filter abgedeckt. Auftretende Luftblasen wurden ausgestrichen. Nach dem SchlieRRen
des Gerétes wurde fur 90 min ein konstanter Strom von 0,16 mA angelegt. AnschlieRend
wurden die Filter und das Gel von der Membran entfernt, die Membran nummeriert und die
Banden markiert. Alle folgenden Inkubations- und Waschvorgédnge wurden auf einer
Schuttelmaschine (CAT RM5 oder ST5, M. Zipperer, Staufen) durchgefthrt. In einer Schale
wurde die Membran 20 min in 1XTTBS und anschlieBend fir 30-60 min bei Raumtemperatur
in der Blockldsung gewaschen und tiber Nacht bei 4°C mit dem Primdrantikorper inkubiert.
Am nédchsten Tag wurde die Membran einmal 15 min und anschlieBend zweimal 5 min in
1XTTBS gewaschen, mit dem Sekundarantikorper bei Raumtemperatur fir 60 min inkubiert
und abermals einmal 15 min und anschlie3end flinfmal 5 min mit 1XTTBS gewaschen.

Die Detektion der Banden erfolgte in der Dunkelkammer. Dazu wurde die Membran mit den

aufgetragenen Proteinen nach oben auf eine feste Plastikfolie gelegt und mit der ECL-L6sung
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bedeckt. Die Uberschissige Losung lief nach 3 min ab. Die Membran wurde mit einer zweiten
Plastikfolie bedeckt und in einer Rontgenkassette mit einem Klebestreifen fixiert. Ein
ECL-Film wurde auf den Blot gelegt, fiir unterschiedliche Zeitradume (1 s bis 5 min) exponiert
und danach mit der AGFA Curix 60 Entwicklermaschine (Agfa HealthCare GmbH,
Hamburg) entwickelt. Die Banden wurden gescannt und die Pixelintensitat des Blots mit der
Quantity One Software der Firma Bio Rad Laboratories (Munchen) ausgewertet. Die Werte
wurden in Relation zu den Intensitdten der Banden flr R-Aktin, einem ubiquitaren Zellmarker,
gesetzt, um eventuelle Fehler in der Probenladung des Blots oder dem Proteintransfer auf die

Membran auszugleichen.

2.6.5 Strippen von Western-Blot-Membranen

Stripping-solution: 7,57 g Tris wurden in 600 ml destilliertem Wasser geldst, der pH wurde
auf 6,7 eingestellt und 20 g SDS sowie 14,3 ml B-Mercaptoethanol wurden hinzugegeben. Die
Losung wurde mit destilliertem Wasser auf 1 | aufgefullt.

Die Western-Blot-Membran wurde nach der ersten Farbung mit der stripping-solution fir
30 min bei 50°C inkubiert, um die Komplexe aus Primér- und SekundarantikOrper zu
entfernen und die Membran fir einen anderen PrimarantikOrper zugénglich zu machen. Dann
wurde die stripping-solution entfernt und die Membran zweimal fur 10 min in TTBS
(2.6.4.2) gewaschen. Anschlieend wurde die Membran fir 30 — 60 min in Blockldsung
(2.6.4.2) inkubiert. Nun wurde die Membran wie unter 2.6.4.2 beschrieben mit dem néchsten

Priméarantikorper inkubiert.

2.7 Immunfluoreszenzuntersuchung

2.7.1 Prinzip

Bei Immunfluoreszenzfarbung bindet ein Antikorper, der sogenannte Primérantikdrper, an ein
Epitop des gesuchten Proteins. Gleichzeitig gibt man einen zweiten Primérantikorper, z.B.
gegen spezifische Zellmarker hinzu, der eine Bestimmung der entsprechenden Zelltypen
maoglich macht. Wir verwendeten entweder neuronal-nuclei (NeuN) fur Neuronen, saures
Gliafaserprotein (GFAP) fir Astrozyten oder CD68 fir aktivierte mikrogliale Zellen und

Makrophagen. Im zweiten Schritt werden Sekundarantikorper gegen die Primérantikorper
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hinzugegeben. An den Sekundarantikorper ist ein Fluorochrom gebunden,

und Methoden

entsprechender Anregung fluoresziert.

Auch die Zugabe zweier Zellmarker ist bei speziellen Untersuchungen moglich.

2.7.2 Durchfuhrung
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Priméarantikorper: Folgende Priméarantikorper wurden in entsprechender Verdiinnung

verwendet:

Antikdrper

Hersteller

Verdinnung

Interleukin-1 Rezeptor
Antagonist (Ziege)

Interleukin-1 Rezeptor
(Ziege)

PPARy (Kaninchen)

R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA

R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA

1:300 0,5% BSA

1:100 0,5% BSA

1:50 0,5% BSA

Primarantikdrper als Zellmarker: Folgende Priméarantikorper wurden als Zellmarker in

entsprechender Verdunnung in Blocklésung verwendet:

Antikorper

Hersteller

Verdinnung

Anti-NeuN (Maus)

Anti-GFAP (Kaninchen)

Anti-CD68 (Maus)

Chemicon, Schwalbach

DakoCynomation, Glostrup,
Dénemark

Serotec, Dusseldorf

1:100 0,5% BSA
1:100 0,5% BSA

1:300 0,5% BSA

Sekundarantikorper: Folgende Sekundarantikdrper wurden in entsprechender Verdiinnung

verwendet (Alle Antikorper sind mit einem Fluorochrom gekoppelt):

Antikorper

Hersteller

Verdinnung

Alexa Fluor® 488 Anti-Maus
IgG (Ziege) — Griin

Alexa Fluor® 488 Anti Ka-
ninchen IgG (Esel) — Griin

Alexa Fluor® 546 Anti-Ziege
IgG (Esel) — Rot

Alexa Fluor® 546 Anti-Ka-
ninchen IgG (Ziege) — Rot

Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

Molecular Probes, Eugene,
OR, USA
Molecular Probes, Eugene,

OR, USA

Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

1:100 1% BSA

1:100 1% BSA

1:100 1% BSA

1:200 1% BSA
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PBST: Zu 100 ml 10xPBS (siehe 2.4) werden 3 ml Triton X-100 gegeben und die Lésung
wird auf 1 I mit destilliertem Wasser aufgefullt.
3% Bovines Serum Albumin (BSA): 3 g BSA-Pulver werden in 100 ml PBST gel6st. Die

Verdlnnung der Lésung mit PBST ergibt die gewiinschte Konzentration.

Die Gewebefarbungen wurden auf Permanox Objekttragern durchgefiihrt. Mit dem DakoPen
(DakoCynomation, Glostrup, Danemark) wurde eine Barriere um die Gehirnschnitte gebildet.
Dann wurden drei Mal ca. 250 pl PBST fir 5 min auf die Schnitte gegeben, um das
Paraformaldehyd zu entfernen. Die priméren neuronalen Zellen wurden in den zur Kultur
verwendeten Platten mit vier wells gefarbt.

Damit die Primdr- und die Sekundérantikorper keine unspezifischen Bindungen eingehen,
wurde das Gewebe, bzw. die Zellen mit 3% BSA fir 30 min bei Raumtemperatur geblockt.
AnschlieBend wurde der Primérantikérper (100 pl pro Hirnschnitt, 200 pl pro well)
hinzugegeben und fir 24 h bei 4°C in einer mit feuchtem Papier ausgelegten Plastikkassette
inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte dreimal je 5 min mit PBST gewaschen, um den
uberschiissigen Primérantikorper zu entfernen. Nun folgte die Inkubation mit dem Antikdrper
gegen den jeweiligen Zelltyp fur 4 h bei 4°C in der Plastikkassette. Der zweite
Primarantikdrper muss von einem anderen Tier als der erste Priméarantikdrper stammen, um
Kreuzreaktionen zu vermeiden. Die Schnitte wurden dreimal 5 min mit PBST gewaschen und
abschlieBend mit dem korrespondierenden Sekundarantikérper fur eine Stunde bei 37°C mit
1% BSA in der Plastikkassette inkubiert. Anschlielend wurde erneut dreimal je 5 min mit
PBST gewaschen und die Schnitte bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet.

Die Gewebeschnitte bzw. Zellen wurden mit Slow Fade Light Antifade Reagent (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) bedeckt und mit einem Deckglédschen auf den Objekttragern

versiegelt.

2.7.3 Mikroskopie

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit dem Leica DMR Fluoreszenz
Mikroskop  (Leica  Mikrosysteme,  Wetzlar) mittels  konventioneller  Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhrt. Es wurde ein Objektiv mit 200-facher VergrofRerung
und den Filtern 43HE, 38HE und 49 DAPI verwendet. Alle Bilder wurden mit der
AxioCamMRmKamera und dem Adapter TV 1,0x (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena)
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aufgenommen. Die Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte mit dem AxioVision 4.5
Programm (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena).

2.8 Immunhistochemische Untersuchung

2.8.1 Prinzip

Die immunhistochemische Untersuchung basiert auf dem Einsatz eines Primar- und eines
korrespondierenden  Sekundérantikorpers. Der  Sekundarantikorper bindet an den
Primdrantikdrper und ist an ein Enzym, hier einer Peroxidase, gekoppelt. In einer
enzymkatalysierten Reaktion wird durch dieses Enzym aus einem farblosen Chromogen ein
Farbstoff gebildet.

Um die Methode empfindlicher zu machen, wird die Avidin-Biotin-Methode verwendet.
Diese Methode nutzt die starke Affinitdt von Avidin fir Biotin zur Bindung von
enzymmarkierten Avidin-Biotin-Komplexen an biotinilierte Sekundarantikérper. Das Biotin
ist kovalent an den Antikdrper gebunden. Bei der Reaktion bindet das Avidin der Komplexe
an den Sekundéarantikorper. Die Reihenfolge der Applikation ist: Primarantikorper —
biotinilierter ~ Sekundarantikdrper — vorgeformte  Avidin-Biotin-Enzymkomplexe —
Substratldsung.

Als Enzym wird die Meerrettichperoxidase verwendet. Als Substrat der Peroxidase wird
Wasserstoffperoxid hinzugegeben. Der frei werdende Wasserstoff reduziert das vorher
farblose 3,3'- Diaminobenzidin (DAB) zu seinem braunen Endprodukt.

2.8.2 Durchfiihrung

Primarantikérper: Folgender Primérantikbrper wurde in entsprechender Verdiinnung

verwendet.

Antikorper Hersteller Verdinnung
Interleukin-1 Rezeptor R&D Systems, Minneapolis | 1:300 1% Esel-Serum
Antagonist (Ziege)

Sekundarantikorper: Folgender Sekundarantikrper wurden in entsprechender Verdiinnung

verwendet.

Antikorper Hersteller Verdinnung
Vectastain® biotinilierter Vector Laboratories, Nach Protokoll
Anti-Ziege Antikorper (Esel) | Wiesbaden
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PBS: Siehe 2.4; PBST siehe 2.6.4.2

H,0,: 30%iges Wasserstoffperoxid wird in Methanol 1:100 gelost.

ABC-L6sung: Es wurde das Vectastain® Elite ABC Reagenz der Firma Vector Laboratories
(Wiesbaden) verwendet. Zwei Tropfen von Reagenz A wurden zu 5 ml PBST hinzugeflgt.
Danach wurden zwei Tropfen Reagenz B hinzugegeben. Nach dem Mischen wurde die
Losung 30 min bis zum Gebrauch stehen gelassen.

DAB-L6sung: Es wurde das Kit D 4418 der Firma Sigma (Steinheim) verwendet. Eine
3,3'-Diaminobenzidine-Tetrahydrochlorid-Tablette (10 mg DAB) und eine Tablette
Wasserstoffperoxid wurden in 15 ml destilliertem Wasser gelost. Die Lsung wurde kurz vor

Gebrauch zubereitet und im Dunkeln aufbewahrt.

Die Féarbungen wurden in 24-well -Platten mit je drei bis sechs Schnitten pro well nach
folgendem Protokoll durchgefiihrt: Um das Paraformaldehyd abzuwaschen, wurden die
Schnitte 5 min in PBST gewaschen. AnschlieBend wurden sie 10 min in Wasserstoffperoxid
gewaschen, um die endogene Peroxidase abzuséttigen. Es folgte zweimaliges Waschen mit
PBST flr 10 min.

Um interferierende Proteine zu blockieren, wurden die Schnitte danach 60 min bei
Raumtemperatur in 2%igem Esel-Serum (2.6.4.2) inkubiert, dann kurz mit PBST gewaschen
und schlieRlich mit dem Primarantikorper tber Nacht bei 4°C inkubiert. Uberschiissige
Primarantikdrper wurden durch Waschen mit PBST (dreimal: 5, 10 und 15 min) entfernt. Die
Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte fir 60 min bei Raumtemperatur. Die Schnitte
wurden dann dreimal 5 min mit PBST, 30 min in der ABC-L&ésung, zweimal 5 min in PBST
und 5 min in PBS gewaschen und fiir 5 — 15 min mit der DAB-L6sung inkubiert. Die korrekte
und ausreichende Farbung wurde unter dem Mikroskop (Leica DMR, Leica Mikrosysteme,
Wetzlar) kontrolliert. Durch Verdinnung mit destilliertem Wasser wurde der Prozess
gestoppt.

Nach dem Trocknen wurden die Schnitte auf Objekttrager gelegt, kurz in Xylol getaucht und
mit Pertex (Medite, Burgdorf) abgedeckt. Die Auswertung der positiv gefarbten Zellen
erfolgte mit der Leica Image Analysing Software (Leica Qwin, Leica Mikrosysteme, Wetzlar)

in drei zuféllig ausgewahlten, sich nicht Giberschneidenden Arealen.
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2.9 Messung der Laktatdehydrogenase in Zellkulturen

Cytotoxicity detection kit (Roche, Mannheim): 25 ul der Detektionslésung 1 wurden mit

1128 pl der Detektionslosung 2 vermischt.

Freigesetzte Laktatdehydrogenase (LDH) im Kulturmedium reduziert Tetrazoliumchlorid zu
Formazan. Formazan ist ein Farbstoff, der sich photometrisch quantifizieren lasst.

50 ul Zelliiberstand von jeder Kultur wurden in einem 1,5 ml Réhrchen zentrifugiert (10 min
bei 2000 Umdrehungen pro Minute und 20°C). AnschlieBend wurden je 10 pl/well der Proben
mit 90 ul/well PBS (siehe 2.4) auf einer 96 well-Platte gegeben. Es folgte die Inkubation mit
100 pl der Reaktionsldsung fir 30 min bei 20°C im Dunkeln.

Die Lichtabsorbtion der Proben wurde bei 490 nm mit einem ELISA Auswerter der Firma

Bio-Rad (Miinchen) bestimmt. Jede Probe wurde dreimal ausgewertet.

2.10 Statistische Analyse

Alle Werte sind als Mittelwert + SD (Standardabweichung) dargestellt. Die statistische
Auswertung des Blutflusses erfolgte tber eine mehrfaktorielle Varianzanalyse (MANOVA).
Da es hier keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Vehikel-Gruppe und der
Pioglitazon-Gruppe gab, wurden keine paarweisen Vergleiche durchgefuhrt. Der Effekt der
Ischdmie und der Behandlung der Ratten mit Vehikel oder Pioglitazon auf den neurologischen
Status und die Ergebnisse der immunhistochemischen  Untersuchungen und
Western-Blot-Analyse wurde (ber eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) analysiert.
Die paarweisen Vergleiche zwischen der sham-operierten Gruppe und den Vehikel und
Pioglitazon vorbehandelten Gruppen erfolgten dann Gber einen post-hoc Bonferroni-Test.

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse und der LDH-Messung, die aus den Versuchen mit
Zellkulturen gewonnen wurden, wurden ebenfalls mittels ANOVA und anschlieBendem

post-hoc Bonferroni-Test untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 zerebrale Blutflussmessung

Vor, wahrend und 30 min nach Verschluss der A. cerebri media (MCAQO) wurde die
Durchblutung des rechten frontoparietalen Kortex (zerebraler Blutfluss, CBF) des
Versuchstieres registriert. Damit die Ratte in die Versuchsauswertung eingeschlossen werden
konnte, musste der CBF auf unter 25% des Ausgangswertes sinken und durfte bis zur
Wiedererdffnung des verschlossenen Gefalies nicht iber 30% des urspriinglich gemessenen
Blutflusses ansteigen.

Gruppe (Anzahl)  MCAO +10 min  MCAO + 60 min Reperfusion + 30 min
V1d (N =17) 18,5+6,9 19,8+ 7,6 60,1+ 18,4
P1d (N =15) 23058 239+6,5 58,8 £15,3
V 2d (N = 20) 20,1+48 22,2+54 65,8 +17,1
P2d (N =18) 18,45 +£6,5 21,1+44 59,6 £ 19,1

Tabelle 3.1: Registrierung des zerebralen Blutflusses wahrend und nach MCAO

Notiert ist der CBF (als prozentualer Anteil des Ausgangswertes vor OP-Beginn) 10 und 60
min nach MCAO und 30 min nach Wiedereroffnung des Gefalles. Alle Werte entsprechen dem
arithmetischen Mittel £ SD. V 1d und V 2d: Mit Vehikel behandelte Tiere, Hirnentnahmen am
ersten (1d), bzw. zweiten Tag (2d) nach MCAO. P 1d und P 2d: Mit Pioglitazon behandelte
Ratten, Hirnentnahmen am ersten (1d), bzw. zweiten Tag (2d) nach MCAOQO. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels MANOVA, es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.

Fir die Versuche wurden insgesamt 130 Ratten operiert. 10 Tiere zeigten keine hinreichende
Blutflusssenkung und weitere 12 Tiere starben wéhrend der OP. 22 Tiere verstarben nach
OP-Ende vorzeitig, davon 13 mit Vehikel (V) und 9 mit Pioglitazon (P) behandelt. Insgesamt
wurden 86 Tiere eingeschlossen und neurologisch evaluiert. Fir die Western-Blot-Analyse
wurde 34 Tiere (shaml: 4; sham2: 4; V1. 7; Pl. 6; V2: 6; P2: 7), fur die
immunhistochemische Untersuchung 48 (shaml: 4; sham2: 4; V1: 10; P1: 9; V2: 10; P2: 11)
und fur die Immunfluoreszenzuntersuchung 4 Tiere (V2) verwendet.

Tabelle 3.1 stellt die durchschnittlichen CBF-Messungen der Gruppen dar. Die Werte der mit
Pioglitazon behandelten Tiere nach Beginn und im Verlauf der Ischdmie sowie nach
Wiedererdffnung des Gefalies zeigten keine signifikante Abweichung zu den Messwerten der
mit Vehikel behandelten Tiere.
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Gruppe Neurologie gesamt Motorisches Defizit | Sensorisches Defizit
sham 1d (N = 8) 16,3+ 1,7 8,6 +0,2 59+0,2

V 1d (N =17) 7,4 +2,9 (***) 4,0 +1,6 (***) 2,6 £ 1,0 (***)

P 1d (N = 15) 10,3+ 1,4 (***; 11) |52 +0,7 (***; 1) 3,2+ 0,8 (***)
sham 2d (N = 8) 17,0+1,3 8,7+0,3 6+0

V 2d (N = 20) 8,2 £ 2,5 (***) 4,3 1,5 (***) 2,4 +0,4 (***)

P 2d (N = 18) 10,0 £2,5 (***; 1) | 53%1,3 (***) 3,1+ 0,9 (***; 1)

Tabelle 3.2: Neurologische Evaluation der Versuchstiere nach MCAO

Dargestellt ist der Gesamtscore nach Garcia et al. (1995) als Quantifizierung des
motorischen und sensorischen Defizits der Versuchstiere. Verglichen werden die mit Vehikel
(V) behandelten, mit Pioglitazon (P) behandelten und sham-operierten Ratten einen Tag (1d)
und zwei Tage (2d) nach MCAO. Alle Werte entsprechen dem arithmetisches Mittel £ SD. Die
statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc Bonferroni-Test. Der
statistische Vergleich wurde mit den sham-operierten Tieren (*** p < 0.001) und den mit
Vehikel behandelten Tieren (7 p < 0,05; 77 p < 0,01) durchgefiihrt.

Die Quantifizierung des neurologischen Defizits der Versuchstiere erfolgte 24 und 48 h nach
MCAO. Tabelle 3.2 zeigt die Testergebnisse der Tiere.

Hier aufgefihrt ist jeweils die Evaluation direkt vor der Hirnentnahme, also 24 oder 48 h nach
MCAO. Der Vergleich mit den sham-operierten Tieren ergab hochsignifikante Unterschiede.
Die mit Pioglitazon behandelten Tiere zeigten im Gesamtscore 24 und 48 h, in der
Quantifizierung der motorischen Ausfallen 24 h und in der Untersuchung der sensorischen
Ausfélle 48 h nach MCAO einen besseren neurologischen Status als die mit Vehikel
behandelten Tiere.

Die ICV-Behandlung mit Pioglitazon verringerte den durch die Ischdmie verursachten

Schaden daher signifikant im Vergleich zu der mit Vehikel behandelten Gruppe.
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3.3 Gewebeanalysen

3.3.1 PPARYy
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Abbildung 3.1: Exemplarische Darstellung
der Expression von PPARy in der Penumbra
Vergleich (Western-Blot-Analyse) der sham-
operierten Tiere mit den mit Vehikel und
Pioglitazon behandelten Tieren 24 (V 1d;
P 1d) und 48 h (V 2d; P 2d) nach MCAO
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Die Ergebnisse aus der Western-Blot-
Analyse (Abbildung 3.1) beschreiben die
Expression des PPARYy in dem ischdmischen
Kortexareal.

Die Ischamie induzierte eine Uberexpression
des Rezeptors sowohl 24 als auch 48 h nach
MCAOQO (Abbildung 3.2). Die Behandlung
mit Pioglitazon verstarkte zusatzlich die in

dem ischamischen Hirngewebe induzierte

Uberexpression des Rezeptors. Der Unterschied zur mit Vehikel behandelten Gruppe zeigte

sich nach 24 und 48 h signifikant.
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Abbildung 3.2: Western-Blot-Analyse von PPARYy in der Penumbra

Das Diagramm zeigt die Intensitdit der Banden (im Verhdltnis zu [-Aktin). Verglichen werden
die mit Vehikel (V) behandelten, mit Pioglitazon (P) behandelten und sham-operierten Tiere
einen Tag (1d) und zwei Tage (2d) nach MCAO. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen
Mittel = SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc

Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich

wurde mit den sham-operierten Tieren

(* p <005, ** p <001, *** p < 0,001) und den mit Vehikel behandelten Tieren

(7 p <0,05; 777 p < 0,001) durchgefihrt.
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3.3.2 IL-1p

IL-1p Ladal L ""

p_Aktin..—. ——— e T

Sham V1d P1d V2d P2d

Abbildung 3.3: Exemplarische Darstellung
der Expression von IL-1f in der Penumbra
Vergleich (Western-Blot-Analyse) der sham-
operierten Tiere mit den mit Vehikel und
Pioglitazon behandelten Tieren 24 (V 1d;
P 1d) und 48 h (V 2d; P 2d) nach MCAO
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Nach der fokalen Ischamie erhohte sich der
Spiegel des Zytokins IL-1pB im ischdmischen
Hirngewebe. Unsere Ergebnisse aus der
Western-Blot-Analyse sind in Abbildung 3.3
und 3.4 dargestellt.

Die Induktion des Zytokins war sowohl 24
als auch 48 h nach MCAO zu beobachten.
Durch Behandlung der Versuchstiere mit

Pioglitazon wurde diese Uberexpression zu

beiden Zeitpunkten signifikant gehemmt. Nach 48 Stunden unterschied sich der IL-1p Spiegel

im ischamischen Kortexgewebe der mit Pioglitazon behandelten Tiere nicht mehr signifikant

von dem Spiegel, der bei der sham-operierten Gruppe gemessen werden konnte.
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Abbildung 3.4: Western-Blot-Analyse von IL-18 in der Penumbra

Das Diagramm zeigt die Intensitdt der Banden (im Verhdltnis zu [-Aktin). Verglichen werden
die mit Vehikel (V) behandelten, mit Pioglitazon (P) behandelten und sham-operierten Tiere
einen Tag (1d) und zwei Tage (2d) nach MCAO. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen
Mittel = SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc

Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich

wurde mit den sham-operierten Tieren

(*** p < 0.001) und den mit Vehikel behandelten Tieren (7771 p < 0.001) durchgefihrt.
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3.3.3 IL-1RI

In dem ischdmischen Hirnareal kam es zu einer deutlichen Induktion des IL-1RI sowohl 24
als auch 48 h nach MCAO. Abbildung 3.5 zeigt, dass die Behandlung mit Pioglitazon die
Expression des Rezeptors nach dem Schlaganfall nicht verandert. Aufschluss Uber den Zelltyp
der den Rezeptor exprimierenden Zellen gibt die Immunfluoreszenzuntersuchung (Abbildung
3.6). Die Kolokalisation des IL-1RI mit NeuN, einem neuronalen Marker, und CD-68, einem
Marker fir aktivierte Mikroglia und Makrophagen, zeigte, dass beide Zelltypen den Rezeptor
in dem ischamischen Gewebe exprimieren. In der VergroRerung der Zellabbildungen lasst

sich der IL-1R1 auch in der Membran von Neuronen und Entziindungszellen erkennen.
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Abbildung 3.5: Western-Blot-Analyse des IL-1 Rezeptors I in der Penumbra

Das Diagramm zeigt die Intensitat der Banden (im Verhdltnis zu [-Aktin). Verglichen werden
die mit Vehikel (V) behandelten, mit Pioglitazon (P) behandelten und sham-operierten Tiere
einen Tag (1d) und zwei Tage (2d) nach MCAO. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen
Mittel = SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc
Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich wurde mit den sham-operierten Tieren
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0.001) und den mit Vehikel behandelten Tieren (keine
signifikanten Ergebnisse) durchgefuhrt.
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Abbildung 3.6: Detektion des IL-1 Rezeptors I in Neuronen (NeuN) und aktivierten
mikroglialen Zellen und Makrophagen (CD-68)

Dargestellt sind die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchung der Penumbra mit
Vehikel behandelter Tiere am zweiten Tag nach MCAO.

A) Farbung des IL-1RI (rot) B) Farbung von NeuN (grun)
C) Kolokalisation des IL-1RI mit NeuN (gelb) D) Vergrofierung aus C)
E) Farbung des IL-1RI (rot) F) Farbung von CD-68 (grun)

G) Kolokalisation des IL-1RI mit CD-68 (gelb) H) Vergrolierung aus G)
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3.3.4. IL-1Ra
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Abbildung 3.7: Exemplarische Darstellung
der Expression des IL-1Ra in der Penumbra
Vergleich (Western-Blot-Analyse) der sham-
operierten Tiere mit den mit Vehikel und
Pioglitazon behandelten Tieren 24 (V 1d;
P 1d) und 48 h (V 2d; P 2d) nach MCAO
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Das ischamische Hirngewebe zeigte in der
Western-Blot-Analyse (Abbildung 3.7) eine
Tendenz zur erhohten Expression des
IL-1Ra sowohl 24 als auch 48 h nach
MCAO, aber keine signifikante Differenz zu
den sham-operierten Tieren. Bei den mit
Pioglitazon behandelten Tieren wurde in
Gewebeproben, die aus dem frontoparietalen
Kortex am Rand des Ischdmiekerns

entnommen wurden, eine hoch signifikante Uberexpression des antientziindlichen IL-1Ra

nach 48 Stunden im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Tieren festgestellt. Dartiber

hinaus war eine Tendenz zur Uberexpression bereits nach 24 Stunden erkennbar

(Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Western-Blot-Analyse des IL-1 Rezeptorantagonisten in der Penumbra

Das Diagramm zeigt die Intensitat der Banden (im Verhaltnis zu S-Aktin). Verglichen werden
die mit Vehikel (V) behandelten, mit Pioglitazon (P) behandelten und sham-operierten Tiere
einen Tag (1d) und zwei Tage (2d) nach MCAOQ. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen
Mittel £ SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc

Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich

wurde mit den sham-operierten Tieren

(*** p < 0.001) und den mit Vehikel behandelten Tieren (17 p < 0.001) durchgefiihrt.
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Die immunhistochemische Untersuchung zeigte andere Ergebnisse (Abbildung 3.9). Die
Zahlen IL-1Ra-positiver Zellen stimmten dabei in beiden untersuchten Schnittebenen tiberein.
Die mit Vehikel behandelten Tiere zeigten in der immunhistochemischen Untersuchung nach
48 h einen signifikanten Anstieg der IL-1Ra-positiven Zellen im Vergleich zu den sham-
operierten Tieren. Nach 24 h zeigte sich keine signifikante Induktion des Antagonisten durch
die Ischamie, es war lediglich ein Trend hin zu erhdhten Werten erkennbar. Die Behandlung
mit Pioglitazon fuhrte bereits 24 h nach MCAO zu einer signifikanten Induktion des
IL-1Ra. Auch nach 48 h war dieser Effekt erkennbar. Abbildung 3.10 zeigt exemplarische
Farbungen des Rezeptorantagonisten im ischdmischen Kortex. Die hohe Zahl
IL-1Ra-positiver Zellen im Infarktareal der mit Pioglitazon behandelten Tiere im Vergleich
mit den mit Vehikel behandelten Tieren wird deutlich.

Die Bestimmung des Typs der Zellen, die den IL-1Ra exprimieren, erfolgte mittels
Immunfluoreszenzuntersuchung (Abbildung 3.11). Die Untersuchung zeigte, dass sowohl

Neurone als auch Entzlindungszellen den Antagonisten exprimieren.
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Abbildung 3.9: Zahl der fur den IL-1 Rezeptorantagonisten positiv gefarbten Zellen pro
mmzin der Penumbra

Das Diagramm zeigt die Ergebnisse aus der immunhistochemischen Untersuchung aus zwei
verschiedenen Ebenen, oben Bregma £ 0 mm, unten Bregma — 1,3 mm. Verglichen werden die
mit Vehikel (V) behandelten, mit Pioglitazon (P) behandelten und sham-operierten Tiere
einen Tag (1d) und zwei Tage (2d) nach MCAO. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen
Mittel £ SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc
Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich wurde mit den sham-operierten Tieren
(* p <005; * p < 0,01; *** p < 0.001) und den mit Vehikel behandelten Tieren
(¥ p<0,05; 71 p <0.01) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.10: Immunhistochemische Farbung des IL-1 Rezeptorantagonisten

Die IL-1Ra-positiven Zellen farben sich braun. Dargestellt sind Beispielschnitte aus der
Penumbra einen Tag (1d; oben) und zwei Tage (2d; unten) nach MCAO. Links die
sham-operierten (Sham 1d und 2d), in der Mitte die mit Vehikel behandelten (V 1d und 2d)
und rechts die mit Pioglitazon behandelten Tiere (P 1d und 2d).
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Abbildung 3.11: Detektion des IL-1 Rezeptorantagonisten in Neuronen (NeuN) und
aktivierten mikroglialen Zellen und Makrophagen (CD-68)

Dargestellt sind die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchung der Penumbra mit
Vehikel behandelter Tiere am zweiten Tag nach MCAO.

A) Farbung des IL-1Ra (rot) B) Farbung von NeuN (griin)
C) Kolokalisation des IL-1Ra mit NeuN (gelb) D) Vergrofierung aus C)
E) Farbung des IL-1Ra (rot) F) Farbung von CD-68 (griin)

G) Kolokalisation des IL-1Ra mit CD-68 (gelb) H) Vergrolierung aus G)
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3.4 Neuronale Zellkulturen

Die Beteiligung des PPARy an der
Uberexpression des IL-1Ra durch die
Behandlung mit Pioglitazon wurde an
neuronalen Zellkulturen untersucht.

Der Anteil neuronaler Zellen in der
verwendeten Kultur wurde mit der
Immunfluoreszenzuntersuchung  bestimmt.
Die Kolokalisation der Zellmarker NeuN
(Neurone) mit GFAP (Astrozyten) ist in
Abbildung 3.12 dargestellt. Es zeigte sich
ein Neuronen-Anteil von (ber 90% aller

gefarbten Zellen.

Zur Kontrolle des Befundes wurde der

Abbildung 3.12: Kolokalisation von
NeuN (grun) mit GFAP (rot)

Zellmarker CD-68 flr aktivierte mikrogliale
Zellen und Makrophagen angefarbt. Eine
vernachlassigbare Anzahl von Zellen zeigte sich CD-68 positiv. Daher kann von einem hohen

Anteil neuronaler Zellen in der verwendeten Zellkultur ausgegangen werden.

2.4.1 Analyse des PPARY und des IL-1Ra unter basalen Bedingungen

Die PPARy-Expression einer mit Vehikel behandelten Kultur wurden mit der Expression
einer mit Pioglitazon behandelten Kultur verglichen. Abbildung 3.13 zeigt die Ergebnisse der
Western-Blot-Analyse. Pioglitazon steigerte die Expression des PPARy unter basalen
Bedingungen.

Der IL-1Ra wurde ebenfalls unter basalen Bedingungen untersucht. Die
Western-Blot-Analyse (Abbildung 3.13) vergleicht die IL-1Ra-Expression einer mit Vehikel
behandelten Kultur, einer mit Pioglitazon und einer mit Pioglitazon und dem selektiven
PPARy-Antagonisten GW 9662 behandelten Kultur. Pioglitazon steigerte die Expression des
IL-1Ra und das auch in Anwesenheit von GW 9662. Dies deutet auf -einen

PPARy-unabhdngigen Mechanismus hin.
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Abbildung 3.13: Western-Blot-Analyse der Expression des PPARy (oben) und des IL-1Ra
(unten) in Zellkulturen

Das Diagramm zeigt die Intensitdt der Banden (im Verhdltnis zu [-Aktin). Eine mit Vehikel
behandelte Kultur (Kontrolle) wird mit einer mit Pioglitazon (Pio) behandelten Kultur
verglichen. Die Expression des IL-1Ra wurde zusétzlich an einer mit Pioglitazon und einem
selektiven PPARy-Antagonisten (GW 9662) behandelten Kultur untersucht. Alle Werte
entsprechen dem arithmetischen Mittel + SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA,
gefolgt von einem post-hoc Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich wurde mit der mit
Vehikel behandelten (* p < 0,05; ** p < 0,01) und der mit Pioglitazon behandelten Kultur
(kein signifikanter Unterschied) durchgefiihrt.
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2.4.2 Bedeutung des PPARGS fiir die Expression des IL-1Ra unter basalen Bedingungen
Die Behandlung primérer Kortikaler Neurone mit dem selektiven PPARGS-Agonisten
GW 501516 bewirkte bereits in geringer Konzentration einen Trend zur erhdhten Expression
des IL-1Ra (Abbildung 3.14). Deutlich zeigte sich der Effekt bei héherer Konzentration des
Agonisten.

GW 501516 induziert den IL-1Ra in vitro unter basalen Bedingungen also dosisabhéngig.
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Abbildung 3.14: Western-Blot-Analyse der Expression des IL-1Ra in Zellkulturen

Das Diagramm zeigt die Intensitdit der Banden (im Verhdltnis zu B-Aktin). Eine mit Vehikel
behandelte Kultur (Kontrolle) wird mit zwei Kulturen verglichen, die mit einem selektiven
PPARJ-Antagonisten (GW 501516) in unterschiedlicher Konzentration behandelt wurden
(0,1 uM und 1 uM). Alle Werte entsprechen dem arithmetischen Mittel + SD. Die statistische
Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem post-hoc Bonferroni-Test. Der statistische
Vergleich wurde mit der mit Vehikel behandelten Kultur (* p < 0,05) durchgefihrt.
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2.4.3 Analyse des PPARY, des IL-1Ra und der LDH bei Stimulation mit NMDA
Die Wirkung von Pioglitazon auf exzitotoxisch geschadigte neuronale Zellen wurde durch
Stimulation der Zellen mit NMDA untersucht. Verglichen wurden:

- eine mit Vehikel behandelte Kultur

- eine mit NMDA stimulierte Kultur

- eine zusatzlich mit NMDA stimulierte und mit Pioglitazon vorbehandelte Kultur

- eine mit NMDA stimulierte und mit Pioglitazon und dem selektiven

PPARy-Antagonisten GW 9662 vorbehandelte Zellkultur

Abbildung 3.15 zeigt eine exemplarische Darstellung der Western-Blot-Analyse und
Abbildung 3.16 illustriert die zusammengefassten Ergebnisse. Der durch NMDA
herbeigefiihrte exzitotoxische Zellschaden hatte keinen signifikanten Effekt auf die
Expression des IL-1Ra. Erst die Behandlung mit Pioglitazon filhrte zu einer Uberexpression
des IL-1Ra, die durch GW 9662 nicht aufgehoben und daher PPARy-unabhdngig vermittelt
wurde. Zusétzlich ist die Messung der LDH als Marker des Zellsterbens in Abbildung 3.16
dargestellt. So konnte der Zelltod in den verschiedenen Gruppen quantifiziert werden. Die mit
NMDA behandelte Gruppe zeigte ein signifikant erhdhtes Zellsterben im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Die Stimulation mit Pioglitazon verringerte diesen Effekt deutlich, die LDH
war im Vergleich zur Kontrollgruppe aber weiterhin signifikant erhdht. Durch Zugabe des
PPARy-Antagonisten GW 9662 wurde die protektive Wirkung von Pioglitazon aufgehoben.
Dieser Effekt wird daher iiber PPARY vermittelt.
Mit der Immunfluoreszenzuntersuchung (Abbildung 3.17) konnten die Ergebnisse der
Western-Blot-Analyse bestatigt werden. Es wurden der IL-1Ra und der PPARY dargestellt.

IL-1 Ra Die Zellen aller vier Gruppen zeigten eine

B-Aktin I | — | — ——

| konstant hohe Expression des PPARy. Die

Kontrolle NMDA Pio GW9662 mMit NMDA stimulierte Gruppe zeigte ein

Abbildung 3.15: Exemplarische Darstellung vermehrtes  Zellsterben und  zahlreiche

der Expression des IL-1Ra in Zellkulturen Zellfragmente. Der an den mit Pioglitazon
Western-Blot-Analyse  einer mit  Vehikel -

behandelten KuItEJ,r (Kontrolle), einer mit und Pioglitazon plus GW 9662 behandelten
NMDA stimulierten Kultur, einer mit NMDA Zellen entstandene Schaden fiel deutlich
stimulierten und Pioglitazon vorgehandelten
Kultur (Pio) und einer zusatzlich mit einem
selektiven PPARy-Antagonisten (GW 9662) |L-1Ra vermehrt.
behandelten Kultur

geringer aus. Diese Zellen exprimierten den
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Abbildung 3.16: Untersuchung exzitotoxisch stimulierter Zellkulturen

— Western-Blot-Analyse des IL-1Ra (oben) und Messung der LDH (unten)

Aufgetragen sind die Intensitdt der Banden (im Verhdltis zu f-Aktin) oben und die
photometrische Absorption bei 490 nm unten. Verglichen werden eine mit Vehikel behandelte
Kultur (Kontrolle), eine mit NMDA stimulierte Kultur (NMDA), eine Kultur, die mit NMDA
stimuliert und mit Pioglitazon vorbehandelt wurde (Pio) und eine vierte Kultur, der zusatzlich
ein selektiver PPARy-Antagonisten zugefugt wurde (GW 9662). Alle Werte entsprechen dem
arithmetischen Mittel £ SD. Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem
post-hoc Bonferroni-Test. Der statistische Vergleich wurde mit der mit Vehikel behandelten
Kultur (** p < 0,01; *** p < 0.001), der mit NMDA stimulierten Kultur (# p < 0.05;
777 p < 0.001) und der mit Pioglitazon behandelten Kultur (## p < 0,01) durchgefuhrt.
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Abbildung 3.17: Kolokalisation (orange) des IL-1Ra (rot) mit PPARy (griin) in
Zellkulturen

(A)  Eine mit Vehikel behandelte Zellkultur

(B)  Eine mit NMDA stimulierte Kultur

(C)  Eine Kultur, die mit NMDA stimuliert und mit Pioglitazon vorbehandelt wurde

(D)  Eine Kultur, der zusdtzlich der selektive PPARy-Antagonist GW 9662 zugefligt wurde
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die ICV-Infusion von Pioglitazon die Expression
des neuroprotektiven PPARy im Randbereich des ischdmischen zerebralen Kortex erhoht, die
Induktion des proinflammatorischen Zytokins IL-1R unterdriickt und die Expression des
IL-1Ra steigert. Diese Mechanismen reduzieren den postischdmischen Entziindungsprozess,
der den Gewebeschaden nach einem ischdmischen Schlaganfall verstarkt und zum Absterben
von Neuronen malgeblich beitragt.

Frihere Untersuchungen zeigten, dass eine fokale oder globale Ischdmie die zerebrale
Expression von PPARy in Neuronen und Mikroglia in dem betroffenen Kortexareal induziert.
In der ischamischen Penumbra wurden erhéhte Spiegel der PPARy-mRNA und eine
vermehrte Akkumulation PPARy-positiver Zellen nachgewiesen (Ou et al., 2006; Zhao et al.,
2006a). Gleichzeitig ist die Bindung von PPARy an das PPRE des Zielgens erniedrigt, die
biologische Aktivitat des Rezeptors also eingeschrankt. Die Behandlung mit einem Agonisten
am PPARy normalisiert die DNA-Bindungskapazitdt des PPARy vollstdndig (Luo et al.,
2006; Ou et al., 2006). Bei Versuchstieren, die mit einem selektiven PPARy-Antagonisten
behandelt wurden, der die Wirkung endogener PPARy-Liganden verhindert, richtete der
Schlaganfall groReren Schaden an, das Schlaganfallvolumen war ausgedehnter. Die
physiologische Aktivierung des PPARy durch endogene Liganden allein schitzt daher die
Neurone vor dem Zelltod (Victor et al., 2006). Dieser Befund belegt die Relevanz der
postischiimischen Uberexpression des PPARy trotz reduzierter Bindung an das PPRE.
Mechanismen, durch die aktivierter PPARy ohne Bindung an die DNA entziindungshemmend
und neuroprotektiv wirken kann, werden im Folgenden noch diskutiert.

Luo et al. (2006) berichten von einer Induktion von PPAR-y nach einer ICV-Gabe des
endogenen Agonisten 15d-PGJ,, Es wird deutlich, dass PPARy-Agonisten einerseits die
Expression des PPARy im ischdmischen Gewebe induzieren, anderseits auch dessen
Bindungsaktivitat erhdhen. Es ist deshalb wichtig, die Bedeutung des zentralen PPARy nach
dem ischdmischen Schlaganfall weiter zu untersuchen. In unseren Versuchen wurde
Pioglitazon ICV infundiert, um eine selektive Aktivierung des PPARy im Gehirngewebe zu
erreichen, ohne den peripheren PPARY zu beeinflussen. In friiheren Experimenten konnte
gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit verwendete Dosis von Pioglitazon das ischdmische

kortikale Gewebe ausreichend mit dem Agonisten saturiert (Patzer et al. 2008).
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass die ICV-Behandlung mit Pioglitazon die Ischdmie-induzierte
Uberexpression von PPARy im betroffenen Kortex steigert. Das bedeutet, dass der
PPARy-Agonist seinen eigenen Rezeptor induziert. Aus anderen Rezeptorsystemen, etwa den
Adrenozeptoren, ist das Gegenteil bekannt: Vermehrte Stimulation durch einen Agonisten
flhrt zu einer reduzierten Expression der entsprechenden Rezeptoren (Aktories et al., 2006).
Pioglitazon verstéarkt allerdings die Bindung des PPARy an das PPRE. Die Transkription
verschiedener Gene, die fir die erhdhte Expression des PPARy verantwortlich sind, wird so
induziert (Ou et al, 2006; Victor et al., 2006). Die Aktivierung des PPARy hat sowohl
protektive Effekte flr das umliegende Hirngewebe als auch fur die PPARy-Uberexprimierende
Zelle selbst (Culman et al., 2007). Wir gehen davon aus, dass Zellen, die den Rezeptor
exprimieren, in Anwesenheit eines PPARy-Agonisten vor den schéadlichen Einfliissen der
Ischédmie geschutzt werden.

Die neuroprotektive Wirkung des aktivierten PPARy bei der experimentellen fokalen
Ischdmie wurde mehrfach beschrieben (Bordet et al., 2006; Culman et al., 2007; Yi et al.,
2007). Auch in dieser Arbeit konnte der glnstige Effekt von Pioglitazon auf den Hirnschaden
durch die neurologische Untersuchung der Versuchstiere deutlich gemacht werden. Die mit
Pioglitazon behandelten Tiere zeigten geringere neurologische Ausfélle als die mit Vehikel
behandelten Tiere. Pioglitazon bewirkte diesen Effekt nicht U(ber eine verbesserte
Durchblutung der Rattengehirne, da sich die wahrend der MCAO-Operation gemessenen
CBF-Werte in der mit Vehikel und Pioglitazon behandelten Gruppe nicht unterschieden. Der
beobachtete neuroprotektive Effekt des Glitazons muss also Uber zentrale Mechanismen
vermittelt werden.

Neben der neuroprotektiven Eigenschaft haben PPARy-Agonisten eine nachgewiesene
entzindungshemmende Wirkung. Glitazone, wie z.B. Pioglitazon, modulieren postischdmisch
die Expression von Entziindungsmediatoren und vermindern dadurch die postischdmische
Inflammation (Ricote et al., 1999).

Die postischamische Inflammation spielt in der Pathogenese der zerebralen Ischdmie eine
entscheidende Rolle. Die Entziindungsreaktion wird durch zahlreiche Zytokine initiiert und
aufrechterhalten. Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Behandlung mit
PPARy-Agonisten eine verringerte Akkumulation von Entzindungszellen und eine
verminderte Expression von proinflammatorischen Mediatoren nach dem Schlaganfall
bewirkt. Dazu gehdren Zytokine wie TNFa und IL-6, Chemokine, Adhdsionsmolekule, die
COX-2 und die INOS (Sundarajajan et al., 2005; Collino et al., 2006; Luo et al., 2006; Zhao
et al., 2006b; Tureyen et al., 2007; Patzer et al., 2008). Der Schwerpunkt unserer Arbeit lag
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auf der Untersuchung der postischdamischen Expression von IL-1f und dem IL-1Ra. Wir
konnten zeigen, dass die zentrale Behandlung von Versuchstieren mit dem PPARy-Agonisten
Pioglitazon die Expression von IL-1 hemmt.

IL-1B ist einer der wichtigsten Entziindungsmediatoren mit vielseitiger Wirkung auf das
geschadigte Hirngewebe (Allan & Rothwell, 2003). IL-1f initiiert und beschleunigt den
inflammatorischen  Prozess im  postischdmischen  Geschehen und fordert die
neurodegenerativen Vorgange. Im Tierexperiment vergroRert die Applikation von IL-1p in
ein ischdmisches Hirnareal den Gewebeschaden und damit das neurologische Defizit der
Tiere. IL-1p gehort zu den potentesten Induktoren von Adhidsionsmolekiilen auf der
Oberflache aktivierter Endothelzellen und ist in der Lage, die Invasion von
Entzindungszellen in das ischamische Gebiet zu verstarken (Huang et al., 2006). Diese
Entzindungszellen halten den inflammatorischen Prozess in Gange und verstarken den
entstehenden Gewebeschaden. Diskutiert wird ebenfalls ein Zusammenhang zwischen IL-1
und apoptotischen Prozessen. Die Aktivierung der Signalkaskade am IL-1RI durch IL-1pB
kdnnte den programmierten Zelltod induzieren (Rothwell et al., 1999).

Wir konnten eine Uberexpression von IL-1B sowohl am ersten als auch am zweiten Tag nach
dem Schlaganfall beobachten. Andere Arbeitsgruppen haben zuvor die gewebeschadigende
Wirkung von IL-1B im postischdmischen Inflammationsprozess beschrieben und einen
deutlichen Anstieg der IL-1p mRNA im ischdmischen Gewebe bereits nach einer Stunde
detektiert (Touzani et al., 1999; Rothwell & Luheshi, 2000). In unseren Versuchen wurde
deutlich, dass der IL-1 Spiegel am zweiten postischdmischen Tag noch starker erhoht ist, als
24 h nach der Ischdmie. Das geschadigte Hirngewebe ist dem Einfluss von IL-1pB auch noch
Stunden und Tage nach Ablauf der Ischamie ausgesetzt, die zytotoxischen Effekte summieren
sich und wirken verstarkt neurodegenerativ.

Wir haben eine deutliche Verminderung der Ischdmie-induzierten Expression von IL-1p im
ischamischen Gewebe durch die Behandlung mit Pioglitazon festgestellt. Sundararajan et al.
zeigten 2005 erstmals einen hemmenden Effekt von Troglitazon auf die postischdmischen
Spiegel von IL-1p mRNA bei der Ratte. Die postischdmisch produzierte mRNA, wird aber
nicht in jedem Falle vollstandig translatiert, geht also nur begrenzt mit der tatséchlich
vorhanden Menge IL-1B einher (Roux-Lompard, 1998). Die von uns durchgefihrte direkte
Bestimmung des Proteins liefert den definitiven Beweis fir den hemmenden Effekt von
Pioglitazon auf die Expression von IL-1p im ischdmischen Gewebe.

Unterschiedliche Mechanismen konnen die Reduktion des IL-1p Spiegels nach fokaler

Ischdmie durch Pioglitazon erkléren. Die wichtigste Quelle von IL-1f im zentralen
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Nervensystem sind Makrophagen und mikrogliale Zellen (Davies et al., 1999). Die
ICV-Behandlung mit Pioglitazon verringert die Anhdufung inflammatorischer Zellen im
ischamischen Kortexareal. Dieser Effekt zeigt sich aber erst 48 h nach Beginn der Ischdmie
deutlich (Zhao et al., 2005b). In unseren Experimenten verringerte die Gabe von Pioglitazon
den IL-1B Spiegel bereits 24 h nach MCAO. Ein geringeres Aufkommen von
Entziindungszellen kann die verringerte Expression von IL-1p also nicht vollstandig erklaren.
Im Gegenteil vermuten wir, dass die reduzierte Ansammlung von Entzindungszellen im
ischamischen Kortex auch mit der verminderten Induktion von IL-1B nach Behandlung mit
Pioglitazon zusammenhéngt. Da Pioglitazon zentral appliziert wird und nicht direkt auf die
GefaBe und die Expression vaskuldrer Adhé&sionsmolekiile wirken kann, muss es die
vaskularen Strukturen durch Initiation indirekter Signalwege beeinflussen. Die Reduktion von
IL-1B stellt einen moglichen Mechanismus dar, durch den Pioglitazon der Akkumulation von
Entziindungszellen entgegenwirken kann.

Die PPARy-Aktivierung kann die Expression von IL-1B im ischdmischen Gewebe auf
zelluldrer Ebene hemmen. Der PPARy ist in der Lage unabhéngig von seiner Bindung an die
DNA die Transkription proinflammatorischer Gene zu beeinflussen. Das fur IL-1p kodierende
Gen wird durch zahlreiche Transkriptionsfaktoren kontrolliert, wie z.B. NFxB oder AP-1
bindende Proteine (Allan et al., 2005). Einerseits konkurriert aktiviertes PPARy mit diesen
Transkriptionsfaktoren um Ko-Aktivatoren, die zur Bindung an die DNA bendtigt werden,
andererseits blockiert PPARy die Phosphorylierung von Kinasen wie der mitogenaktivierten
Proteinkinase oder der c-Jun N-terminalen Kinase 1, die Transkriptionsfaktoren
phosphorylieren und aktivieren (Abdelrahman et al., 2005). Eine wichtige Rolle spielt auch
der Mechanismus der Transrepression, einer Interaktion zwischen PPARy und anderen
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NFkB. Die Transkription proinflammatorischer Gene wird
durch gebundene Ko-Repressions-Komplexe unterdriickt (Ricote & Glass, 2007). Aktivierter
PPARY ist in der Lage diese Ko-Repressions-Komplexe zu binden und ihren Austausch gegen
Ko-Aktivatoren zu verhindern. Die Transrepression wurde fir NFxB in Makrophagen
beschrieben (Pascual et al., 2005). Dass sie auch in mikroglialen Zellen stattfindet, liegt
aufgrund der gemeinsamen Vorlduferzellen nahe. Ob dieser Mechanismus aber auch in
Neuronen eine Rolle spielt, bleibt fraglich.

Als weitere Moglichkeit reduziert die Behandlung mit Pioglitazon die Produktion von TNF-a
im ischdmischen Kortexareal (Zhao et al., 2006b). Dieses Zytokin induziert Uber eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF«xB die Produktion von IL-1p. Die verringerten
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Spiegel von IL-1B kdnnen also auch durch die verminderte Induktion von TNF-a und folglich
verminderte Aktivierung von NFkB vermittelt sein.

IL-1B entfaltet seine Wirkung ber die Bindung am IL-1RI. Ein zweiter Rezeptor, der
IL-1RII, bindet ebenfalls das Zytokin, ohne aber eine Signalkaskade auszulGsen. Seine
einzige Funktion scheint daher die Inaktivierung von freigesetztem IL-1 zu sein. Beide
Rezeptoren werden nach globaler oder fokaler Ischdmie im Dbetroffenen Kortex
uberexprimiert. Der Anstieg des IL-1RI erfolgt erst nach mehreren Stunden bis Tagen, der
des IL-1RII bereits nach wenigen Stunden (Touzani et al., 1999; Fogal & Hewett, 2008).
Eine signifikante Induktion des IL-1RI nach fokaler Ischamie wurde auch in dieser Arbeit
beobachtet. Sairanen et al. (1997) konnte die Uberexpression des Rezeptors nach globaler
Ischdmie  hauptsachlich in Neuronen nachweisen. Wir haben mittels der
Immunfluoreszenzfarbung gezeigt, dass auch mikrogliale Zellen und Makrophagen zur
postischdmischen Expression des Rezeptors beitragen. IL-1 entfaltet seine Wirkung daher
nicht nur in neuronalen Zellen, sondern hat auch eine Funktion bei der Stimulation der
Abwehrzellen. Welche Faktoren die Uberexpression des Rezeptors vermehrt in Neuronen
oder inflammatorischen Zellen begunstigen, bleibt fraglich. Das Ausmal} der Ischdmie und
der Reperfusion konnten determinierend sein (Sairanen et al., 1997).

Ein Effekt von Pioglitazon auf die erhohte Expression des IL-1RI nach dem Schlaganfall
konnte in dieser Versuchsreihe nicht beobachtet werden. Die Uberexpression des Rezeptors
geht aber nur begrenzt mit der Signaltransduktion von IL-1 einher, da auch andere
Rezeptoren die Wirkung von IL-1B vermitteln konnen (Touzani et al., 1999). Die
postischamische Uberexpression des IL-1R1 bleibt aber ein wichtiger Faktor fir die verstarkte
IL-1 Signaltransduktion im geschéadigten Hirnareal.

Die Existenz eines endogenen Antagonisten am IL-1 Rezeptor bietet dem Organismus die
Maoglichkeit, die Wirkung von IL-1p zu modulieren. Der IL-1Ra konkurriert mit IL-1p um
die Bindung am Rezeptor. Er verhindert alle Effekte von IL-1p auf die Zelle. Genau wie
IL-1 B wird er im ischdmischen Hirngewebe vermehrt exprimiert. Fokale oder globale
Ischdmien stimulieren die Produktion des IL-1Ra. Der Spiegel des antiinflammatorischen
Zytokins steigt erst einige Stunden nach Ischdmiebeginn und somit spater als der von IL-1
an (Wang et al., 1997). Der postischamische Anstieg des IL-1Ra konnte in dieser Arbeit in
Einklang mit der Literatur bestétigt werden. Wir haben ebenfalls beobachten kénnen, dass der
Rezeptorantagonist in Neuronen aber auch in Mikroglia und Makrophagen exprimiert wird.
Park et al. (2005) konnten ahnliche Ergebnisse prasentieren: Die Arbeitsgruppe zeigte die

Induktion des IL-1Ra in mikroglialen Zellen des Hippocampus nach transienter Ischamie.
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Die postischdmisch produzierte Menge des IL-1Ra ist aber nicht ausreichend, um die
Wirkung von IL-1 zu blockieren. Das Gleichgewicht zwischen den Zytokinen ist zugunsten
des proinflammatorischen verschoben. Die in unseren Versuchen beobachtete Induktion des
IL-1Ra und die Unterdriickung von IL-1f stellen einen mdglichen Wirkmechanismus dar,
durch den Pioglitazon inflammatorische Prozesse hemmt und die Progression des
ischdmischen Schadens vermindert.

Der IL-1Ra zeigte in diversen Tiermodellen, z.B. bei der experimentellen fokalen Ischamie,
neuroprotektive Eigenschaften (Rothwell & Luheshi, 2000). Die Deletion des fur den
Antagonisten kodierenden Gens verschlimmert den Gewebeschaden genauso wie die
Applikation eines spezifisch gegen den IL-1Ra gerichteten Antikorpers (Loddick et al., 1997;
Allan et al, 2005; Pinteaux et al, 2006). Im Gegenzug reduzieren die transgene
Uberexpression und die externe Applikation des IL-1Ra den ischamischen Hirnschaden und
den Neuronentod (Relton & Rothwell, 1992; Yang et al., 1997; Betz et al., 1995; Yang et al.,
1999; Rothwell & Luheshi, 2000).

Die Behandlung mit Pioglitazon verstarkte die durch die Ischdmie hervorgerufene Induktion
des IL-1Ra. Interessanterweise lieferten die verschiedenen Untersuchungsmethoden von
einander abweichende Ergebnisse. Die immunhistochemische Farbung zeigte deutlich erhéhte
Zahlen IL-1Ra-positiver Zellen in den am Ischamierand lokalisierten Arealen sowohl 24 als
auch 48 h nach MCAO. Die Behandlung mit Pioglitazon erhéhte die Zahl der
IL-1Ra-positiven Zellen zu beiden Zeitpunkten. Mit der Western-Blot-Analyse konnten wir
dagegen keine signifikante Induktion des IL-1Ra durch die Ischdmie feststellen. Die
Behandlung mit Pioglitazon induzierte erst 48 h nach MCAO einen erhdhten IL-1Ra-Spiegel
im ischdamischen Kortex der Ratten.

Diese Diskrepanz kann durch die Lokalisation der fir die immunhistochemische Féarbung
gewdhlten Gebiete im frontoparietalen Kortex erklart werden: Die untersuchten Areale lagen
sehr nah am Kern der Ischamie. Fir die Western-Blot-Analyse wurde ein Teil des
frontoparietalen Kortex verwendet, der neben dem stark beschadigten Gewebe am Rand des
ischamischen Kerns auch Gewebe beinhaltete, das von der Ischdmie leichter betroffen war.
Wir vermuten also, dass die postischamische Expression des IL-1Ra durch das Ausmal} der
Ischamie beeinflusst werden kann. Wir gehen davon aus, dass eine ausgepragte Ischdmie eine
starkere Induktion des IL-1Ra bewirkt als eine unvollstandige Ischdmie. Die Behandlung mit
Pioglitazon scheint bei starker Ischdamie ebenfalls eine grélRere Wirkung zu entfalten. Auch
der Zeitverlauf der Induktion kann durch das Ausmal} der Ischdmie beeinflusst werden. Die
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Behandlung mit Pioglitazon scheint den Anstieg der IL-1 Expression umso schneller zu
induzieren, desto stéarker sich die Ischdmie manifestiert.

Pioglitazon reguliert inflammatorische Prozesse liber PPARy abhdngige und unabhéngige
Mechanismen (Chawla et al., 2001; Kielian & Drew, 2003; Sundararajan & Landreth, 2004).
Um die Bedeutung des Rezeptors fiir die Uberexpression des IL-1Ra zu untersuchen, fiihrten
wir weitere Versuche an primaren neuronalen Zellkulturen durch. Pioglitazon induzierte auch
bei primiren kortikalen Neuronen die Uberexpression des PPARY.

Die Stimulation der Zellkulturen erfolgte in unserer Versuchsreine mit NMDA. Massiver
Kalzium-Einstrom nach NMDA-Rezeptor-Aktivierung bewirkt das Sterben der Neurone
(Dirnagl et al., 1999), das durch die Freisetzung von LDH in das Kulturmedium quantifiziert
wurde. Pioglitazon verringerte den LDH-Spiegel im Kulturmedium. Dieser Effekt wird Uber
PPARy vermittelt, da er durch die Applikation des selektiven PPARy-Antagonisten
GW 9662 aufgehoben werden konnte. Luna-Medina et al. (2005) beobachteten ebenfalls, dass
der von Thiazolidindionen bewirkte Schutz primérer kortikaler Zellkulturen vor exzitotoxisch
wirkender Substanzen durch PPARy vermittelt wird.

NMDA st direkt neurotoxisch und aktiviert die Transkription inflammatorischer Gene
(Jander et al., 2000). In unseren Versuchen bewirkte NMDA einen Trend zu erhéhten Werten
des IL-1Ra, aber erst die Behandlung mit Pioglitazon induzierte eine deutliche
Uberexpression des Antagonisten. Da die Gabe von GW 9662 die Uberexpression des
Rezeptorantagonisten nicht beeinflussen konnte, wurde dieser Effekt nicht tber PPARYy
vermittelt. Die Induktion des IL-1Ra durch Pioglitazon liel sich auch an intakten neuronalen
Zellen, die nicht mit NMDA stimuliert wurden, beobachten und ebenfalls nicht durch GW
9662 aufheben. Auch unter basalen Bedingungen vermittelt Pioglitazon seine Wirkung also
nicht iiber PPARY.

Die von Moulin et al. (2005) beobachtete Induktion des IL-1Ra durch Rosiglitazon in mit
IL-1pB stimulierten Fibroblasten der Ratte konnte ebenfalls weder durch Uberexpression noch
durch Inhibition des PPARY beeinflusst werden. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten
Meier et al. (2002) zeigen, dass die durch PPARy-Liganden induzierte Produktion des
Rezeptorantagonisten in stimulierten Monozyten tatséchlich (ber eine Aktivierung von
PPARy vermittelt wird. Die Antwort der Zellen auf Pioglitazon scheint daher von dem
entsprechenden Zelltyp und den verwendeten Stimuli abzuhangen.

Wir haben gezeigt, dass Pioglitazon den durch NMDA verursachten Schaden an neuronalen
Zellkulturen durch einen PPARy abhdngigen Mechanismus verringert. Entsprechend wurde
fir die PPARy-Liganden 15d-PGJ2 und Ciglitazon (einem Vorldufer der modernen
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Thiazolidindione) gezeigt, dass sie die durch NMDA und Glutamat hervorgerufene Toxizitét
in kortikalen Zellkulturen mindern (Zhao et al., 2006a). Die Peri-Infarkt-Depolarisation und
die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren fiihren im postischamischen Geschehen zu einer
Induktion der COX-2 (Hewett et al., 2000; Koistinaho & Chan, 2000; Strauss & Marini,
2002). Die Reduktion der COX-2 nach Vorbehandlung mit Pioglitazon und konsekutiver
Stimulation mit Wasserstoffperoxid wurde in priméaren kortikalen Neuronen von Zhao et al.
(2006b) gezeigt. Diese Daten implizieren einen Zusammenhang zwischen den
neuroprotektiven Eigenschaften von Pioglitazon und der Reduktion des neuronalen oxidativen
Stresses. Glutamat-Toxizitét, oxidativer Stress und IL-1p stehen somit in enger Verbindung
zueinander. Die Aktivierung des neuronalen PPARy leistet hierbei einen entscheidenden
Beitrag zur neuroprotektiven Wirkung von Pioglitazon (Fogal & Hewett, 2008).

Unabhéngig von der PPARy vermittelten neuroprotektiven Wirkung von Pioglitazon auf
primdre kortikale Neurone, induziert das Glitazon die Expression des IL-1Ra in den Neuronen
sowohl unter basalen Bedingungen als auch bei Stimulation mit NMDA durch einen
PPARy-unabh&ngigen Mechanismus. Die Induktion des Antagonisten ist in vitro bei
Hemmung der PPARy-abh&ngigen Effekte nicht neuroprotektiv wirksam. Der IL-1Ra
entfaltet seine Wirkung in vivo (ber die Hemmung der proinflammatorischen Effekte von
IL-1p (Pinteaux et al., 2006). In den von uns verwendeten rein neuronalen Zellkulturen spielt
IL-1p fur die Entstehung des neuronalen Schadens durch NMDA offensichtlich keine grofe
Rolle. Der IL-1Ra kann unter diesen Bedingungen daher nicht neuroprotektiv wirken.
Maogliche Vermittler der PPARy-unabhangigen Modulation der Expression des IL-1Ra sind
die anderen Isoformen des PPAR. Es konnte gezeigt werden, dass Glitazone einen Teil ihrer
Effekte tiber PPARa und PPARS vermitteln. So induziert Pioglitazon z.B. Apolipoprotein A-1
in humanen Leberzellen tGber PPARa (Qin et al.,, 2007) und die bereits beschriebene
Induktion des IL-1Ra durch Rosiglitazon in mit IL-1fB stimulierten Fibroblasten der Ratte
wird durch aktivierten PPARS bewirkt (Moulin et al., 2005). Wir konnten zeigen, dass die
Behandlung primédrer Neurone mit dem selektiven PPARS-Agonisten GW 501516
dosisabhéngig eine Uberexpression des IL-1Ra hervorruft. Die Tatsache, dass Pioglitazon den
IL-1IRa PPARy-unabhdngig induziert und dass die Aktivierung von PPARS zu
Uberexpression des IL-1Ra fihrt, impliziert einen PPARS-vermittelten Mechanismus der
Induktion des IL-1Ra durch Pioglitazon in Neuronen in vivo und in vitro. Detaillierte
Analysen der Interaktion von Pioglitazon und PPARS, z.B. in mit NMDA stimulierten

priméren Neuronen, sind notwendig um unsere Vermutung definitiv zu belegen.
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In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass Pioglitazon das postischdmische Geschehen durch
zwei unabhédngige Mechanismen moduliert: PPARy-abhdngig hauptsachlich durch Reduktion
des oxidativen Stresses und durch Hemmung des exzitotoxischen Zellschadens und
PPARy-unabhéngig durch Steigerung der postischamischen Expression des IL-1Ra und der
daraus resultierenden Hemmung der durch IL-1p induzierten inflammatorischen Prozesse.
Wir gehen davon aus, dass die Reduktion von IL-1p und die Induktion des IL-1Ra durch
Pioglitazon beim Schlaganfall signifikant zum neuroprotektiven Effekt des PPARy-Agonisten
beitragen.

Dies erdffnet neue Perspektiven fir den klinischen Einsatzes der PPARy-aktivierenden
Thiazolidindione. Zur Antagonisierung der Effekte von IL-1p nach einem Schlaganfall sind
groBe Mengen des IL-1Ra notwendig. Die Uberexpression des Antagonisten im
minderperfundierten Hirngewebe reicht nicht aus, um die Wirkung von IL-1pB ausreichend zu
blockieren (Fogal & Hewett, 2008). Ein deutlich hoherer Spiegel des IL-1Ra durch
ICV-Applikation oder transgene Uberexpression wirken im Tierversuch neuroprotektiv
(Relton & Rothwell, 1992; Yang et al., 1997). Diese Methoden sind zwar experimentell
wegweisend, Klinisch aber nicht relevant.

Ein effektives therapeutisches Prinzip stellt die systemische Behandlung mit rhiL-1Ra dar.
Die Therapie zeigte im Tierversuch eine signifikante Reduktion des Schlaganfallvolumens
und des neurologischen Defizits (Garcia et al., 1995; Gibson et al., 2004; Relton et al., 1996).
Eine wiederholte Injektion des Antagonisten in hoher Dosis war jedoch erforderlich, um eine
zufriedenstellende Wirkung zu erreichen. Da es sich bei dem Antagonisten mit 17 kDa um ein
groRRes Protein handelt, ist seine Wirksamkeit im zentralen Nervensystem eingeschrénkt. Bei
der Ratte konnte nachgewiesen werden, dass der IL-1Ra nach einem Schlaganfall die Blut-
Hirn-Schranke Uberwinden kann, beim Menschen ist diese Frage nicht geklart (Allan &
Rothwell, 2003). Ein aktives Transportersystem in Kombination mit der durch die Ischamie
geschadigten zentralen Barriere, konnte aber das Eindringen des rhiL-1Ra in das zentrale
Nervensystem ermdglichen (Rothwell, 2003). Erste klinische Studien bestatigen, dass der
rhlL-1Ra postischamisch zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke in der Lage ist. Der rhlL-
1Ra wurde erfolgreich bei Schlaganfallpatienten getestet (Emsley et al., 2005). Aufgrund der
kurzen Halbwertszeit des Proteins waren jedoch mehrfache Injektionen Uber 72 Stunden
notwendig um eine Besserung des klinischen Krankheitsbildes zu erreichen (Emsley et al.,
2008).

Im Gegensatz zur systemischen Therapie mit systemischen Wirkungen und Nebenwirkung

stimuliert Pioglitazon die Produktion des IL-1Ra direkt am Ort des pathologischen
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Geschehens: im ischamischen Hirngewebe. In dieser Arbeit wurde eine neue Maoglichkeit
aufgezeigt, die Expression des IL-1Ra im ischamisch geschéadigten frontoparietalen Kortex zu
steigern. Die Schllsselrolle des IL-1 bei vielen pathologischen Zustdnden des zentralen
Nervensystems wie der multiplen Sklerose, der amyotrophen Lateralsklerose, Morbus
Parkinson und Morbus Alzheimer (Rothwell & Luheshi, 2000) machen PPARy-Agonisten zu
potentiell effektiven Substanzen bei diesen Erkrankungen. Bei der Therapie des Schlaganfalls
kdnnten sie in Zukunft eine wichtige Rolle spielen, allerdings muss eine systematische

Klinische Testung abgewartet werden.



5 Zusammenfassung Seite |58

5 Zusammenfassung

Das gestorte Gleichgewicht zwischen Interleukin-1p und dem Interleukin-1
Rezeptorantagonisten im ischamisch geschadigten frontoparietalen Kortex resultiert in einer
verstarkten inflammatorischen Reaktion und einem gesteigerten neuronalen Zellsterben.
Durch  intrazebrebroventrikulare ~ Behandlung ~ mit  Pioglitazon  werden  die
Entziindungsreaktion und der neuronale Zelltod bei der Ratte gehemmt.

In dieser Studie untersuchten wir die Wirkung von Pioglitazon bei der experimentellen
fokalen Ischdmie auf die Expression des Interleukin-1p, des Interleukin-1
Rezeptorantagonisten und des Interleukin-1 Rezeptors | im ischdmischen Kortex der Ratte
mittels der Western-Blot-Analyse, der Immunhistochemischen Untersuchung und der
Immunfluoreszenzfarbung. Die zerebrale Ischamie fiihrte zu einer deutlichen Uberexpression
des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors vy, des Interleukin-1pB, des Interleukin-1
Rezeptorantagonisten und des Interleukin-1 Rezeptor | und steigerte die Anzahl der Zellen,
die sich positiv flr den Interleukin-1 Rezeptorantagonisten farbten.

Die intrazerebroventrikulare VVorbehandlung mit Pioglitazon verbesserte den neurologischen
Status der Versuchstiere und stimulierte zusatzlich die erhohte Expression des Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptors y im ischdmischen Gewebe. Die Ischdmie-induzierte
Produktion von Interleukin-1p  wurde gehemmt und die des Interleukin-1
Rezeptorantagonisten zusatzlich gesteigert. Die Behandlung erhohte die Anzahl Interleukin-1
Rezeptorantagonist positiver Neurone und Abwehrzellen. Die Expression des Interleukin-1
Rezeptors |, der in den Membranen von Neuronen und Entziindungszellen detektiert wurde,
wurde durch die Behandlung mit Pioglitazon nicht beeinflusst.

An priméren neuronalen Zellkulturen wurde die Bedeutung des Peroxisom-Proliferator-
aktivierten Rezeptors y bei der Regulation des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten untersucht.
Pioglitazon fiihrte zu einer Uberexpression des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors y
und induzierte die Produktion des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten in priméren Neuronen
sowohl unter basalen Bedingungen als auch bei Stimulation mit exzitotoxisch wirksamen
N-Methyl-D-Aspartat. Dieser Effekt konnte durch den selektiven Antagonisten am
Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor y GW 9662 nicht aufgehoben werden und wird
daher nicht Uber diesen Rezeptor vermittelt. Als alternativer Mechanismus kommt eine
Aktivierung der anderen Isoformen des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors (a oder

8) durch Pioglitazon in Frage. Die Behandlung primérer Neurone mit dem selektiven
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Agonisten am Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor 6 GW 501516 induzierte
dosisabhingig eine Uberexpression des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten. Dies impliziert,
dass auch Pioglitazon die Induktion des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten unter basalen
Bedingungen lber den Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 6 vermittelt.

Die Stimulation der primaren kortikalen Neuronen mit N-Methyl-D-Aspartat fiihrte zu einer
deutlich erhohten Laktatdehydrogenase, einem Marker des Zellsterbens, im Kulturmedium.
Die Behandlung mit Pioglitazon senkte den Spiegel der Laktatdehydrogenase, wirkte also
neuroprotektiv. Dieser Effekt konnte mit GW 9662 vollstandig aufgehoben werden und ist
daher abhangig von der Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors y.

Die Normalisierung des Gleichgewichtes zwischen Interleukin-1 und dem Interleukin-1
Rezeptorantagonisten durch Pioglitazon im postischamischen Gewebe begrenzt die
Auswirkungen von Interleukin-1B als Mediator im Entziindungsprozess. Unsere Daten
implizieren, dass die Uberexpression des antiinflammatorischen  Interleukin-1
Rezeptorantagonisten einen zentralen Mechanismus bei der neuroprotektiven Wirkung von
Pioglitazon darstellt. Pioglitazon wirkt Uber den Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptor v in vivo und in vitro neuroprotektiv und induziert von diesem Rezeptor unabhangig,
hdchstwahrscheinlich tber den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor 6 vermittelt, den
Interleukin-1 Rezeptorantagonisten in ischd&mischen Neuronen. Pioglitazon aktiviert somit
zwei unabhéngige Rezeptoren, deren Aktivierung sich protektiv auf das ischamische Gewebe

und die geschadigten Neurone nach einem Schlaganfall auswirken kann.
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