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Glossar:

ACC - Arteria carotis communis

ACE - Arteria carotis externa

ACI - Arteria carotis interna

ACM - Arteria cerebri media

Akt - Enzym des PI-3-Signalwegs, mit Einfluss auf Apoptose, Proliferation und Zellstoffwechsel

AMPA - neben den NMDA- und Kainat-Rezeptoren eine Untergruppe der Glutamat-Rezeptoren,
Neurotransmitter-Rezeptoren im Zentralnervensystem, iiber die Bildung von Kationenkanilen
vermitteln sie die schnelle Komponente des postsynaptischen Stroms

Apoptose - programmierter Zelltod

Bax - Kofaktor von p53 bei der Apoptose

Bcl 2 - hemmt die Apoptose

BH2 - Membrandoméne

CBF - Zerebraler Blutfluss

Caspase - cysteinyl-aspartat-spezifische Protease, Enzyme der Apoptose

Erk 1/2 - extrazellulér regulierte Kinase 1/2

Fyn- Kinase der Src-Familie, Phosphorylierung von Tyrosinrezeptoren fiihrt zur Aktivierung von

Signalkaskaden

Grb2 - Adapterprotein von Tyrosinkinase-Rezeptoren

ICB - intrazerebrale Blutung

IL-1p - Interleukin, Zytokin mit mitogener und differenzierender Wirkung auf Lymphozyten, Makrophagen

in vitro - im Glas, organische Prozesse auflerhalb eines organischen Organismus

in vivo - im lebendigen Organismus

Kainat - sieche AMPA

MAPK - mitochondrial aktivierte Proteinkinase

NMDA - siche AMPA

Penumbra - Periinfarktregion mit noch vitalen Stoffwechselprozessen

PI-3-Kinase - Phosphatidylinositol-3-Kinase, Signalmolekiil

PKA - cAMP abhingige Proteinkinase A

PrP° - zelluldres Prionprotein

SAB - subarachnoidale Blutung

SOD - Superoxiddismutase

SOS - son of sevenless, Adapterprotein

TNFa - Tumornekrosefaktor, Zytokin involviert bei Wachstum, Zelldifferenzierung und Apoptose

tg - transgen verdnderte Tiere

tg35-Miuse - Prnp-transgen verdnderte Mause, mit einer 4-5 fachen PrP°-Konzentration

WT-Miuse - Wildtyp-Prnp-Mause (129/sv(ev)xC57BL/6J)



1 Einleitung
1.1 Einfiihrung in Problemlage und Aufgabenstellung

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen einer experimentellen Studie in der Abteilung
Neurologie der Universititsklinik Gottingen durchgefiihrt.

Aus verschiedenen in-vitro- und in-vivo Studien ist bekannt, dass das Prionprotein
neuroprotektive Eigenschaften aufweist. Auf der anderen Seite kann eine PrP‘-
Uberexpression zu einer Neurodegeneration fiihren. Die molekularen Mechanismen PrP‘-
vermittelter Neuroprotektion sowie der Einfluss einer PrP°-Uberexpression auf die Schwere
des neuronalen Schadens in vivo sind noch nicht vollstindig verstanden. Anhand eines
zerebralen Ischimiemodells soll der Einfluss einer PrP°-Uberexpression auf die ischimisch
induzierte Hirnschddigung untersucht werden. Fiir die erforderlichen Experimente werden
Wildtyp-Méuse und PrP° {iberexpremierende Miuse (tg 35) eingesetzt.

Ein ischdmischer Schlaganfall ist ein akut fokal neurologisches Defizit aufgrund einer
umschriebenen Durchblutungsstorung des Gehirns. Die Durchblutungsstdorung hat eine
Mangelversorgung mit Sauerstoff zur Folge, welche zu einem Funktionsverlust und
anschliefendem Absterben von Hirngewebe fiihrt.

Pathophysiologisch unterscheidet man ischdmische Schlaganfille von hamorrhagischen
Schlaganfillen (intrazerebrale Blutungen) und Subarachnoidalblutungen. Die ischdmischen
Schlaganfille machen 80 Prozent der Schlaganfille aus, 20 Prozent sind durch intrazerebrale

Blutungen und Subarachnoidalblutungen verursacht (Bogousslavsky et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wird das AusmaBl der Hirnschiddigung nach Induktion einer
zerebralen Ischdmie in transgenen Maiusen, welche das zelluldire Prionprotein
iiberexpremieren, untersucht und mit der LéasionsgroBe einer Kontrollgruppe mit
physiologischer PrP-Expression verglichen. Weiterfilhrend werden die postischdmische
Aktivierung der phospho-Erk1/2-Expression und die phospho-Akt-Expression als mdgliche

molekulare Mechanismen einer Neuroprotektion analysiert.

PrP¢ und Funktion

Das zelluldre Prionprotein ist ein Sialoglykoprotein mit einer hohen Konzentration im
zentralen Nervensystem, im Herzen, in der Lunge und im lymphatischen System. In anderen
Organsystemen findet man das Prionprotein mit einer geringeren Konzentration (Oesch et al.,

1985; Kretzschmar et al., 1986).



Eine Reihe von Befunden zeigt diverse physiologische Funktionen des PrP° auf. So wurde
eine regulative Funktion in der prisynaptischen Kupferkonzentration und der intrazelluldren
Kalziumhomoostase festgestellt, sowie eine Einflussnahme auf die Aktivierung und
Proliferation von Lymphozyten und Astrozyten. Weitere noch nicht vollstindig verstandene
Prozesse werden iiber eine direkte und indirekte Signalvermittlung beeinflusst. Andere
Befunde sprechen fiir eine neuroprotektive Funktion des PrP° in der zelluliren Reaktion auf
oxidativen Stress (Cashman et al., 1990; Forloni et al., 1994; Whatley et al., 1995; Brown et
al., 1997b; Brown et al., 1999; Mouillet-Richard et al., 2000). Wichtig ist dabei eine
Korrelation der Aktivitit von antioxidativen Schliisselenzymen, wie der Cu/Zn-
Superoxiddismutase (SOD) und der Glutathionreduktase mit der PrP°-Konzentration (Brown,
Besinger, 1998; Rachidi et al., 2003).

Experimente zeigen, dass das PrP° neben der Interaktion mit Proteinen in Synapsen, wie
Synapsin Ib und Grb2, auch mit verschiedenen Zelladhédsionsmolekiilen interagiert. (Schmidt-
Ulms et al., 2001; Spielhaupter, Schatzl 2001). Von im Zytosol befindlichem PrP® wurde die
Interaktion mit Proteinen der Bcl-2-Familie nachgewiesen (Kurschner, Morgan 1996).

PrP® kann die Aktivierung von verschiedenen Signalkaskaden, wie PKA, Fyn, PI-3-
Kinase/Akt und MAPK/Erk-Kinasen beeinflussen, von denen bekannt ist, dass sie neuronales
Uberleben modulieren (Mouillet-Richard et al., 2000; Chiarini et al., 2002; Chen S et al.,
2003; Lopes et al., 2005; Vassallo et al., 2005). Die Induktion einer zerebralen Ischdmie bei
PrP°-Knockout-Tieren fithrt zu verminderter Akt-Phosphorylierung, erhohter Caspase-3
Aktivierung und vergréBerten Schlaganfallvolumina (Weise et al., 2006).

PrP° schiitzt Neurone vor Bax-vermittelter Apoptose und verringert den neuronalen Schaden
nach traumatischer Hirnschidigung bei Mausen (Bounhar et al., 2001; Hoshino et al., 2003;
Kuwahara et al., 1999; Roucou et al., 2004). Die bisher gefundenen Ergebnisse hinsichtlich
der physiologischen Funktionen von PrP° deuten auf eine wichtige Rolle fiir neuronales

Uberleben nach neuronaler Schidigung hin (Roucou et al., 2003).

Basierend auf diesen Vorarbeiten stellten wir die Hypothese auf, dass eine Uberexpression
von PrP® in transgenen (TG35) Méausen zu einer Reduktion der Infarktvolumina iiber eine
Beeinflussung der postischdmischen Aktivierung des PI-3-Kinase/Akt- oder des MAPK/Erk-
Signalweges fiihrt.



1.2 Zerebrale Ischimie

1.2.1 Einfiihrung in die Pathophysiologie des Schlaganfalls

Zwei unterschiedliche Ereignisse konnen zu einem Schlaganfall fiihren. In 80 Prozent der
Félle ist der Schlaganfall die Folge eines akuten GefdBverschlusses, hervorgerufen durch
kardiale oder arterio-arterielle Embolien oder durch eine bestehende zerebrale
Gefallerkrankung. Distal des GefaBBverschlusses kommt es zu einer verminderten zerebralen
Perfusion, die zu einer ischdmischen Schidigung neuronaler Strukturen in dem
Stromungsgebiet der verschlossenen Arterie fithrt. Etwa 20 Prozent der Hirninfarkte sind
durch intrazerebrale Blutungen (ICB) oder Subarachnoidalblutungen (SAB) verursacht. Bei
der ICB kommt es dabei zur Ruptur eines zerebralen Gefdlles, die meist Folge einer
jahrelangen hypertensiven Erkrankung ist. Die Einblutung fiihrt dabei zur Schidigung
neuronaler Strukturen.

Die Stérung des zerebralen Blutflusses und der daraus resultierende neuronale Zellschaden
sind das Resultat komplexer molekularer Mechanismen, die teilweise zeitlich parallel
ablaufen, einander bedingen oder ineinander greifen. Zu den wichtigsten
Schiadigungsmechanismen nach zerebraler Ischimie gehoren die Exzitotoxizitdt, die
Produktion von freien Radikalen, die Periinfarkt-Depolarisation, die Inhibierung der
Proteinsynthese, Entziindungsreaktionen und der programmierte Zelltod (Apoptose), welche
im Weiteren noch ausfiihrlicher besprochen werden sollen.

Den destruktiven Prozessen stehen schiitzende Mechanismen gegeniiber (z.B.
postischdmische Aktivierung protektiver Singnalkaskaden), welche darauf abzielen, das

Ausmal der Schadigung zu begrenzen (Weise, Béhr 2004).

1.2.2 Experimentelle Modelle der zerebralen Ischimie

Eine experimentell induzierte fokale zerebrale Ischdmie ist in Tiermodellen durch Verschluss
der Arteria cerebri media mittels Fadenokklusion, Koagulation, thrombembolischer
Okklusion und fotothrombotischen Verschluss reproduzierbar gelungen. Den verschiedenen
Modellen liegen unterschiedliche Methoden zu Grunde, die bevorzugt fiir eine bestimmte
Fragestellung ausgewihlt werden konnen.

Die Analyse molekularer Schddigungsmechanismen nach fokaler zerebraler Ischidmie
erfordert ein zuverldssig reproduzierbares experimentelles Tiermodell, das die Erfassung auch
geringer Abweichungen von Infarktvolumina zwischen genetisch verschiedenen Tierstimmen
oder verschiedenen Behandlungsgruppen erlaubt. Das Fadenokklusionsmodell erfiillt diese

Anforderungen in besonderem MafRe.



Die Okklusion der Arteria cerebri media (ACM), mittels eines Fadens fiir die Induktion einer
Ischdmie, wurde zunichst fiir die Ischdmieforschung an Ratten etabliert. Kamii et al. (1994)
und Hara et al. (1996) libertrugen die Methode auf ein Modell fiir Mause.

Der groBBe Vorteil dieses Modells, verglichen mit anderen ACM verschlieBenden Modellen
ist, dass die Schidelkalotte wahrend des Verfahrens nicht er6ffnet werden muss. Ein weiterer
Vorteil ist die Mdglichkeit der Reperfusion nach Induktion der Ischdmie. So sind zwei
experimentelle Ansdtze denkbar. Zum einen die permanente Ischdmie bei Belassen des
Fadens in situ und zum anderen eine transiente Ischdmie mit Entfernung des Fadens nach
einer gewdhlten Ischiamiezeit.

Nach adidquater Analgosedierung erfolgt nach medioventraler Halsinzision die Darstellung
der Arteria carotis communis (ACC). Diese wird, wie die Arteria carotis externa, isoliert und
ligiert. Ein Mikrogefalklip verschlieBt temporir die Arteria carotis interna (ACI). Nach einer
Arteriotomie der ACC distal der Ligation wird ein 8-0 mit Silikon beschichteter Faden in das
Gefal eingebracht und dieser etwa 9 Millimeter, von der Karotisbifurkation gemessen, iiber
die ACI nach kranial vorgeschoben, um dort die ACM zu verschlief3en.

Die erfolgreiche Induktion einer Ischidmie und das Ausmall der Reperfusion nach
Zuriickziehen des Fadens konnen mit Hilfe der Registrierung eines Laser-Doppler-

Flusssignals (LDF) erfasst werden (Hata et al., 1998).

1.2.3 Molekulare Grundlagen der zerebralen Ischimie

In den ischdmisch geschidigten Hirnarealen ist eine zentrale Infarktzone von einem
umgebenden Areal, der so genannten Penumbra, abzugrenzen. Grundlegend fiir diese
Unterscheidung sind zwei fundamental unterschiedliche Arten des neuronalen Zelltodes,
Nekrose und Apoptose. Die starke Reduktion des zerebralen Blutflusses in der zentralen
Infarktzone fiihrt zur Unterbrechung metabolischer Prozesse, zelluldrer Energieversorgung,
gestorter Elektrolytverschiebung und zu einem Verlust der Zellintegritét. Daraus resultiert ein
nekrotischer Zelltod in wenigen Minuten.

Das Infarktzentrum umgebende Gebiet ist eine Zone mit erhaltener, wenn auch verminderter
Perfusion - die Penumbra. Diese verminderte Perfusion resultiert in einem gestorten
Zellmetabolismus, der zu einem programmierten Zelltod (Apoptose) mit langsam
wachsendem Infarktareal fiihrt. In dieser Region spielt neben der Apoptose auch die
postischimische Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle. Die Erforschung der zelluldren
Prozesse in der Penumbra sind Gegenstand aktueller Forschung, da sie Ansatzpunkte fiir eine

mogliche neuroprotektive Therapie bieten (Mergenthaler et al., 2004).



Exzitotoxizitit, toxische Zellmetabolite, = Zusammenbruch des  zelluldren
Energiestoffwechsels

Infolge einer verminderten oder aufgehobenen zerebralen Perfusion, kommt es zu einer
Minderversorgung durch Sauerstoff und Glukose. Der wichtigste Energie liefernde Prozess
fiir Nervenzellen ist die oxidative Phosphorylierung, wohingegen die anaerobe Glykolyse
einen zu vernachldssigenden Stoffwechselprozess zur Energiegewinnung fiir Nervenzellen
darstellt.

Ist die Perfusion um 80 Prozent reduziert, resultiert eine irreversible Schidigung des
zelluldren Energiestoffwechsels und bereits nach vier Minuten vollstindiger zerebraler
Ischdmie sind alle ATP-Reserven des Gehirns aufgebraucht (Krause et al., 1988).

Aus dem Energiedefizit resultiert ein Funktionsverlust der lonenpumpen mit Abnahme intra-
und extrazelluldrer lonengradienten, worauf ein Zusammenbruch des Ruhemembranpotentials
folgt. Dies fiihrt zu einer anoxischen Depolarisation von Neuronen und Gliazellen (Martin et
al.1994, Katsura et al. 1994). Diese fiihrt wiederum zu einer Aktivierung spannungs-
abhingiger Kalziumkanile mit Einstrom von Ca®" nach intrazelluldr und einer Freisetzung
exzitatorisch wirkender Aminosduren, wie z.B. Glutamat. Dabei wird Glutamat sowohl
synaptisch als auch durch Glutamattransporter depolarisierter Astrozyten freigesetzt.
(Nicholls, Attwell 1990) Die Akkumulation exzitatorischer ~Aminosduren im
Extrazelluldrraum miindet in einer massiven Aktivierung ionotroper NMDA- , AMPA- und
Kainat-Rezeptoren und metabotroper Glutamatrezeptoren. Dies hat wiederum einen Kreislauf
verstirkenden Ca*"- und Na'- Einstrom nach intrazellulir iiber ionotrope Glutamatrezeptoren-
gesteuerte lonenkanéle zur Folge (Park et al. 1988, Lee et al. 1999). Diese als Exzitotoxizitit
bezeichnete Schadenskaskade fiihrt vor allem iiber die Generierung zelltoxischer Metabolite
(NO, freie 0O-Radikale, Peroxynitrit) und die Zerstorung des Zytoskeletts zum
Zusammenbruch des neuronalen Energiestoffwechsels mit anschlieBendem Verlust der
Membranintegritdt und folglich zum nekrotischen Zelltod. Die Relevanz der Aktivierung
ionotroper Glutamatrezeptoren fiir den Gewebeschaden nach einer zerebralen Ischdmie wurde
durch Studien unterstrichen, in denen durch den Einsatz spezifischer Rezeptorantagonisten in
tierexperimentellen Schlaganfallmodellen die ischdmische Gewebeschiddigung reduziert
werden konnte (Albers et al. 1992; Nellgard, Wieloch 1992).

Dariiber hinaus kommt es durch einen verstirkten Einstrom von Na' und CI iiber
monovalente lonenkanédle, wie beispielsweise den Kanal des AMPA-Rezeptors, zu einem
Ionengradienten folgenden passiven Wassereinstrom. Daraus resultiert wiederum die

Ausbildung eines Odems, welches neben direkter Zelllyse iiber vaskulire Kompression vor



allem in der Randzone des ischdmischen Infarktes, der sogenannten Penumbra, eine weitere
Verstarkung des relativen Perfusionsdefizits bewirkt. Dies ist besonders kritisch, da in der
Penumbra eine weitere Verminderung des dort auf 20-50% des Normalwertes reduzierten
CBF zu einem Zusammenbruch des noch erhaltenen Energiestoffwechsels und damit zu einer
weiteren Ausdehnung des letal geschiadigten Infarktgebietes fiihren kann. Bei ausgedehnten
ischdmischen Infarkten fiihrt das begleitende Hirnddem zudem zu einer deutlichen Erhéhung
des intrakraniellen Druckes mit der Gefahr der Herniation lebenswichtiger infratentorieller

Strukturen (Weise, Bihr 2004).

Periinfarkt-Depolarisation

In dem ischdmischen Kerngebiet kommt es zu einer dauerhaften Depolarisation von
Neuronen. Die geschiddigten Zellen sind nicht in der Lage, den Energie verbrauchenden
Prozess des intra- und extrazelluldren Ionengleichgewichts aufrecht zu erhalten und somit zu
repolarisieren. Im Gegensatz zum Kerngebiet konnen die Zellen im Randgebiet des Infarktes,
in dem eine Restperfusion und fundamentale zelluldre Prozesse erhalten sind, repolarisieren.
Da die Repolarisation ein Energie verbrauchender Prozess ist, werden ischdmisch
vorgeschddigte Zellen in der Penumbra noch stirker kompromittiert und daher fiihren
wiederholte Periinfarkt-Depolarisationen zu einer weiteren Ausdehnung des Infarktareals
(Mies et al., 1993). Beim Menschen konnten Periinfarkt-Depolarisationen nach einer
zerebralen Ischdmie bis jetzt jedoch nicht sicher nachgewiesen werden, so dass ihre
Bedeutung fiir die Pathophysiologie der humanen zerebralen Ischimie noch nicht beurteilt

werden kann (Back et al., 2000).

Postischimische Entziindungsreaktion

In den ersten Minuten und Stunden nach einer zerebralen Ischdmie sind neuronale und gliale
Zellschiadigung und Zelltod fast ausschlieBlich Folge exzitotoxischer Mechanismen. Dartiber
hinaus kommt es infolge dieser Mechanismen zur Induktion zusitzlicher Schadenskaskaden,
die 1im weiteren Verlauf zur Ausdehnung des infarzierten Areals beitragen (Weise, Béahr
2004). Dazu gehoren auch postischdmische Entziindungsreaktionen, die hauptsichlich {iber
die von geschidigten Neuronen und Gliazellen exprimierten Mediatoren TNFa und IL-1(
vermittelt werden (Iadecola et al., 1999). Deren Expression wird wiederum durch die als
Folge exzitotoxischer Zellschiadigung vermehrte Freisetzung freier Sauerstoffradikale und die
Ca’’-vermittelte ~ Aktivierung intrazellulirer — second-messenger-Systeme  getriggert.

Neutrophile Granulozyten interagieren iiber entsprechende Oberflichenrezeptoren mit
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Zelladhdsionsmolekiilen der Endothelzellen und gelangen so nach Durchtritt der GefdBwand
in das Hirngewebe. Uber dhnliche Mechanismen folgen Monozyten und Makrophagen zum
geschiadigten Hirngewebe. Auch Mikrogliazellen sind als hirneigene Zellen an den
inflammatorischen Prozessen nach einer zerebralen Ischidmie beteiligt. Verschiedene
Mechanismen tragen zur Verstdrkung des ischdmischen Gewebeschadens durch
postischdmische Inflammation bei. Die Expression von Cyclooxygenase 2 (COX2) durch
ischamische Neurone fiihrt iiber die Produktion des Superoxid-Radikals und toxischer
Prostanoide zur Verstirkung des neuronalen Zelltods (Nogawa et al., 1997). Aktivierte
Mikrogliazellen exazerbieren die postischdmische Gewebeschiddigung durch die Expression
von Neurotoxinen (z.B. NO), reaktiven Sauerstoffmetaboliten und toxischen Prostanoiden.
Des Weiteren spielt neben einer Reduktion der postischdmischen Mikrozirkulation durch
massenhaftes Einwandern neutrophiler Granulozyten (Del Zoppo et al., 2000) auch die
gesteigerte  Expression  toxischer Entziindungsmediatoren, wie beispielsweise der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) durch infiltrierende neutrophile Granulozyten, welche
wiederum zur zellschidigenden Uberproduktion von NO fiihrt, eine fiir die Ausdehnung des
Gewebeschadens wichtige Rolle (Forster et al., 1999). Dies wird durch die Beobachtung
unterstrichen, dass sowohl die pharmakologische Blockierung von iNOS als auch die Deletion
des fiir INOS codierenden Genes zu einer Reduktion des Ischdmie-induzierten
Gewebeschadens fiihrt (Iadecola et al., 1997). Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass
inflammatorische Adhdsionsmolekiile nach einer zerebralen Ischimie in Patienten vermehrt
exprimiert werden, dies allerdings mit einer erheblichen interindividuellen Variabilitit. Daher
gibt es zur Zeit noch keine sinnvolle Indikation fiir die Messung dieser Molekiile in der

klinischen Routine (Frijns und Kapelle 2002).

Inhibierung der Proteinsynthese nach zerebraler Ischimie

Die Wiedereréffnung eines verschlossenen HirngefdBBes fiihrt zu einer Reperfusion des
ischdmischen Hirnparenchyms. Diese Reperfusion kann mittels verschiedener Mechanismen
zur Ausweitung des ischdmisch geschéddigten Hirngewebes beitragen. Einen moglichen
Schidigungsmechanismus  stellt dabei die  Inhibierung der  postischdmischen
Proteinbiosynthese nach Reperfusion dar (White BC et al., 2000; DeGracia et al., 2002). Die
fir eine ldngere  Ischdmiedauer  moglicherweise  entscheidende  Rolle  der
Proteinsynthesestorung fiir die letztendliche InfarktgroBe konnte in einer Studie von Hata et
al. (2000) gezeigt werden. Eine Reperfusion nach einstiindiger fokaler Ischdmie fiihrt primér

zu einer Inhibierung der Proteinsynthese und erst sekundidr zu einer zelluldren ATP-

11



Depletion. Dariiber hinaus stimmt das Penumbraareal mit gestorter Proteinsynthese mit der

GroBe des letztendlichen Infarktgebietes tliberein.

Programmierter Zelltod (Apoptose)

Der programmierte Zelltod beginnt einige Stunden nach Beginn der Ischdmie und dauert fiir
etwa 72-96 Stunden an. Wéhrend nach einem permanenten oder lang andauerndem
GefaBverschluss mit ausgepragter Minderperfusion des betroffenen Hirngewebes
iiberwiegend nekrotischer Zelltod zur Gewebeschiddigung fiihrt, resultiert zumindest in
tierexperimentellen Schlaganfallmodellen aus milderen Noxen mit kiirzeren Ischdmiezeiten
und guter Reperfusion, vor allem in der Penumbra, iiberwiegend apoptotischer Zelltod (Li et
al., 1995; Endres et al., 1998; Dirnagl et al., 1999; MacManus und Buchan 2000). Die
Apoptose ist iiber spezifische, sie von der Nekrose abgrenzende Verdnderungen der
Zellmorphologie definiert. Zu diesen Verdnderungen gehdren die Kondensation des
Chromatins und des Zytosols bei intakter Zellmembran, die DNA-Fragmentierung und
schlieBlich der Zellzerfall in charakteristische membranumschlossene Korperchen, so
genannte apoptotic bodies, die einer raschen Phagozytose unterliegen (Kerr, Searle 1972).

Als Vermittler des apoptotischen Zelltods fungiert eine Gruppe von Cystein-Proteasen, die so
genannten Caspasen (Thornberry, Lazebnik 1998; MacManus, Buchan 2000). Die Caspasen
konnen intrinsisch- oder extrinsisch aktiviert werden. Bei der so genannten Rezeptor
vermittelten oder extrinsischen Aktivierung fiihrt die Bindung von Liganden (z.B. FAS-
Ligand, TNFa) an bestimmte membranstindige Rezeptoren, wie den FAS-, TNF- oder
TRAIL- (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) Rezeptor zur Aktivierung
intrazelluldrer, Apoptose auslosender Signalkaskaden (Nagata und Golstein 1995; Hu et al.,
1999). Am Anfang der Rezeptor unabhingigen oder intrinsischen Aktivierung steht eine
durch multiple Noxen (ATP-Defizienz, erhohte Ca*-Konzentration, dauerhafte
Depolarisation, Azidose, Toxine) auslosbare Schadigung der inneren Mitochondrienmembran
mit konsekutiv erhohter Permeabilitdt (MacManus, Buchan 2000; White et al., 2000; Padosch
et al., 2001).

Die Caspasen vermittelte Exekution der Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen durch
zelleigene Mechanismen moduliert und inhibiert werden. Proteine der Bcl-2-Familie kdnnen
im Rahmen der intrinsischen Aktivierung hemmend oder verstirkend auf apoptotische
Mechanismen einwirken. So verhindern die Proteine Bcl-2 und Bel-x1 den Austritt von Ca*"

aus dem endoplasmatischen Retikulum und stabilisieren damit die Mitochondrienmembran,
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was wiederum den Austritt von Cytochrom C verhindert (Lam et al., 1994; Padosch et al.,
2001).

In einer Vielzahl von Studien wurde mittlerweile nachgewiesen, dass die oben beschriebenen
Mechanismen des apoptotischen Zelltodes auch nach einer zerebralen Ischdmie einen
relevanten Schadigungsmodus darstellen (Fink et al., 1998; Fujimura et al., 1998; Blomgren
1999; Krajewski et al., 1999; Nakatsuka et al., 1999; Krupinski et al., 2000)

Entsprechend ihrer physiologischen Funktion fiihren Uberexpression, Gendeletion oder
Antagonisierung dieser Molekiile durch transgene- oder Knock-out-Mause, oder ein
Fremdprotein exprimierender Viruspartikel zu einer Verminderung oder Verstirkung der
ischamischen Gewebeschadigung.

So konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Bcl-2 in transgenen Miusen
(Martinou et al., 1994) und von Bcl-2 und Becl-xI mittels viraler Vektoren (Linnik et al., 1995;
Lawrence et al., 1997; Wiessner et al., 1999) zu einer Reduktion der Infarktgrof3e nach fokaler
zerebraler Ischdmie fiihrt. Im Gegensatz dazu resultierte aus einer Blockierung endogenen
Bcl-2 durch Antisense-Oligonukleotide ein deutlich vergroBertes Infarktvolumen im
Vergleich zu Kontrolltieren (Chen J et al., 2000). Dariiber hinaus lie} sich auch durch
pharmakologische Neutralisation von FAS-Ligand und TNFa, also von Liganden der fiir die
extrinsische Caspasenaktivierung verantwortlichen ,,Todesrezeptoren®, eine Reduktion des

Infarktareals nach fokaler zerebraler Ischdmie erreichen (Villalba et al., 2001).

1.3 Prion Protein

1.3.1 Rolle des Prion Proteins bei spongiformen Enzephalopathien

Spongiforme Enzephalopathien des Menschen wurden in den frithen 20er Jahren des letzten
Jahrhunderts als seltene neurodegenerative Krankheiten von Hans Gerhard Creutzfeld und
Alfons Jakob beschrieben (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921). Bei einem der ersten Fille der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD), die damals noch spastische Pseudosklerose genannt
wurde, handelte es sich um einen familidren Fall, bei dem spéter eine Mutation des
Prionproteingens nachgewiesen werden konnte, die D178 N-Mutation (Jakob 1923;
Kretzschmar 1995; Meggendorfer 1930). Die spongiformen Enzephalopathien des Menschen
galten deshalb von Anfang an und fiir eine lange Zeit als rein neurodegenerative und erbliche
Leiden. In den 30er Jahren konnten Cuillé und Chelle zeigen, dass Scrapie auf
experimentellem Wege {ibertragbar ist (Cuillé, Chelle 1936). Erst in den 60er Jahren,
nachdem William Hadlow Ahnlichkeiten zwischen Scrapie bei Schafen und Kuru, einer

Krankheit, die durch rituellen Kannibalismus in einem Volksstamm in Neuguinea verbreitet

13



wurde, festgestellt hatte (Hadlow 1959), und nachdem Kuru experimentell auf Primaten
iibertragen worden war, gelang es Gajdusek, Gibbs und Alpers zu zeigen, dass auch die
Creutzfeld-Jakob-Erkrankung (CJK), die in wesentlichen pathologischen Charakteristika der
Kuru-Krankheit sehr dhnlich ist, eine experimentell libertragbare Krankheit ist (Gajdusek et
al., 1966). Erbliche spongiforme Enzephalopathien (das Gerstmann-Striussler-Scheinker
Syndrom, GSS) des Menschen wurde zum ersten Mal 1981 experimentell auf Primaten
iibertragen (Masters et al., 1981). Die neuropathologischen Merkmale umfassen spongiforme
Veranderungen, Gliose und Ablagerungen eines physiologisch vorkommenden Proteins, das
bei Erkrankten durch eine verdnderte Konformation und erhohte Aggregationsneigung
charakterisiert ist.

Heute ist bekannt, dass Mutationen des Prionproteingens (Prnp) erbliche Prionkrankheiten
verursachen konnen (hereditdre Prionerkrankungen), ein Polymorphismus des Prnp ganz
wesentlich den klinischen und pathologischen Phinotyp der Erkrankung definiert und sogar
die Pridisposition eines Individuums fiir Prionkrankheiten bestimmt. Die iiberwiegende
Anzahl der Prionerkrankungen sind in ihrer Entstehung nicht verstanden (idiopathisch), sie
treten sporadisch auf. Bei einer Minderzahl von Fillen ist ein Ubertragungsmodus bekannt,

(so genannte erworbene Prionkrankheiten) (Kretzschmar 2002; Zerr, Poser 2002).

1.3.2 Physiologische Funktionen des zellulidren Prion Protein (PrP¢)

1.3.2.1 Expression im zentralen und peripheren Nervensystem

Das zelluldre PrP ist ein ubiquitdr vorkommendes Protein mit einer hohen Expression im
ZNS. Das vollstindig synthetisierte PrP besteht aus 207 Aminosduren und ist zum grofiten
Teil auf der AuBenseite der Zellmembran iiber einen Glykosylphosphatidylinositol- (GPI)-
Anker befestigt (Caughey et al., 1988).

Wie andere Plasmamembranproteine wird auch PrP, nach Transkription und Translation, am
rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und nach Modifikationen im Golgiapparat
iiber Vesikel an die Zelloberflache geschleust (Harris 1999).

Uberraschenderweise ist PrP, wie auch andere GPI-verankerte Proteine, in einem speziellen
Sphingolipid-Cholesterolkompartment, in so genannten ,Rafts“ organisiert. In
»Raftdoméinen® angeordnete Proteine gehdren im Allgemeinen zu den Signalproteinen in
einer Zelle (Gorodonsky, Harris 1995; Naslavsky et al., 1997).

Mit entsprechenden in situ Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dass nahezu alle
neuronalen Zellen und Gliazellen PrP® messenger-RNA (mRNA) enthalten, wobei Neurone

eine deutlich hohere Expression als Gliazellen aufweisen (Caughey et al., 1989; Moser et al.,
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1995). GABA-Neurone exprimieren die hochsten PrP°-Konzentrationen im ZNS, sie konnten
eine supportive Aufgabe im Zusammenhang mit der PrP°-Funktion haben (Collinge et al.,
1994). Dopaminerge Neurone mit nicht nachweisbaren PrP°-Konzentrationen sind bei
oxidativem Stress stark vulnerabel, wohingegen GABA-Neurone eine Resistenz gegeniiber
oxidativem Stress zeigen (Hirsch 1999; Zeevalk et al., 1998).

In jedem Abschnitt der neuronalen Achse, von zervikal bis lumbal weisen mehr als 98 Prozent

der neuronalen Zellkorper eine PrP“Expression auf (Ford et al., 2002).

1.3.2.2 Expression nach zerebraler Ischimie

Um festzustellen, ob PrP° einen Teil der zelluldren Antwort bei neuronaler Schadigung durch
hypoxischen Stress in vivo bilden, haben Weise et al. (2004) die PrP® Regulation nach fokaler
zerebraler Ischdmie mittels Fadenokklusionsmodell bei der Maus untersucht. Westernblot und
ELISA Analysen zeigten signifikant erhohte Konzentrationen von PrP® in der ischdmischen
Hemisphére vier und acht Stunden nach Induktion einer permanenten fokalen Ischimie.
Dahingegen war keine erhohte Konzentration an PrP° 24 Stunden nach Induktion der
Ischimie im Vergleich zu den Kontrolltieren feststellbar. Die erhohten PrP°-Konzentrationen
sind als eine direkte Reaktion auf die induzierte Ischdmie zu werten. Das Ausmal} der
Konzentrationserhohung scheint von der Schwere der ischdmischen Noxe abhidngig zu sein.
Hinsichtlich der bekannten neuroprotektiven Eigenschaften aus in-vitro Studien, ist die
gezeigte Konzentrationserhdhung des PrP¢ in der frithen Phase nach Induktion einer Ischiamie,
als aktiver Teil der adaptiven und regulativen Prozesse nach hypoxischer Noxe, auch in-vivo,
zu werten (Weise et al., 2004).

Auch McLennan et al. (2004) untersuchten die Konzentration der PrP° Expression nach
hypoxischer Schiddigung. Adultes und perinatal ischdmisch geschiadigtes menschliches
neuronales Gewebe wurden mit Kontrollgewebe verglichen. Es konnte immunologisch eine
Akkumulation von PrP° in der Penumbra von adultem hypoxischen Gewebe und eine
Akkumulation in neuronalen Zellkérpern von perinatalem hypoxischen Gewebe festgestellt
werden. Weiterhin durchgefiihrte in-situ-Hybridisierung konnte eine erhohte PrP-mRNA
Konzentration in den hypoxischen Gewebeanteilen feststellen. Auch in Tierexperimenten mit
Miusen war eine Akkumulation von PrP° in der Penumbra der ischdmischen Lésion
festzustellen. McLennan et al. (2004) diskutieren eine mogliche Akkumulation von PrP¢ als
passives Resultat einer hypoxischen Schiadigung bei gestortem axonalem Proteintransport.
Dahingegen konnte aber auch eine erhohte Konzentration von PrP® in den neuronalen
Zellkorpern festgestellt werden, was Ausdruck einer Synthesesteigerung nach hypoxischer
Noxe ist. McLennan et al. (2004) gehen daher von einer gezielten Steigerung der
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Transkription, resultierend in einer erhohten PrP°-Expression, aus. Ein spezifischer Stimulus
fiir die Steigerung der Transkription ist noch nicht bekannt. Es konnte jedoch in in-vitro
Studien eine erhohte PrP°-Expression durch inflammatorische Cytokine und
Sauerstoffradikale, welche auch in der Penumbra des Infarktgeschehens zu finden sind,
festgestellt werden (McLennan et al., 2004).

In einer weiteren Analyse der PrP°-Expression nach zerebraler Ischimie im Tierexperiment
durch  Shyu et al. (2005) konnte immunologisch eine signifikante PrP‘-
Konzentrationssteigerung in der Penumbra festgestellt werden. Westernblot-Analysen zeigten
eine von der Zeitdauer der Ischimie abhingige Konzentrationssteigerung von PrP¢. Eine
herbeigefiihrte Uberexpremierung von PrP¢ durch Injektion von rAd-PGK-PrP¢-Flag in die
ischamische Region fithrte zu gesteigerten adaptiven Prozessen, welche in einer
Verkleinerung des Infarktvolumens resultierten. Shyu et al. (2005) gehen von einer
gesteigerten PrP°-Expression nach zerebraler Ischimie und Hypoxie aus, welche
neuroprotektive Effekte zur Folge hat.

Auch in den neuesten Untersuchungen zur Expression von PrP® in ischimischem neuronalem
Gewebe, durchgefiihrt von Mitsios et al. (2007), konnte eine erhohte Expression von PrP°
bestitigt werden. Bei den Untersuchungen wurde eine erhohte Plasmakonzentration von PrP¢
bei Patienten nach akutem Schlaganfall festgestellt. Die Immunhistochemie zeigte eine
erhohte Expression von PrP® in den Zellkrpern von Neuronen im Periinfarktgebiet und in
Endothelzellen von kleinsten GefdB3en sowie in inflammatorischen Zellen im Periinfarktgebiet
von Patienten, die einen akuten Schlaganfall im Zeitraum von 2-34 Tagen iiberlebten. In-
vitro-Studien an menschlichen foetalen neuronalen Zellen zeigten in der PCR (polymerase
chain reaction) und im Westernblot, nach 12 Stunden Serum und Sauerstoffentzug, erhohte
Konzentrationen von PrP°. Fluoreszierende PrP°-Markierungen zeigten eine deutlich erhohte
Intensitdt in einem Bereich um den Zellkern und im Bereich der Axone. Mitsios et al. (2007)
interpretierten die erhohte Plasmakonzentration an PrP° als Ausdruck endogener
Expressionssteigerung im akuten Infarktgeschehen. Die erhohte Expression von PrP¢ im

Periinfarktgebiet konnte den hypoxischen Zellschaden beeinflussen (Mitsios et al., 2007).

1.3.2.3 Neuroprotektive Effekte in in-vitro-Studien

Den ersten Hinweis auf eine neuroprotektive Funktion des PrP¢ erbrachten Kuwahara et al.
(1999). In Zellkulturen aus Hippokampus-Neuronen von Prnp-Null Miusen, in denen PrP°
nicht synthetisiert wird, fiihrte ein Serumentzug zur Apoptose. Dagegen erfolgte nach dem
Serumentzug bei Prnp-Wildtypen mit normaler PrP°-Konzentration keine Apoptose. Nach
Ubertragung von PrP¢ oder Bcl-2 in Prnp-Null Miuse, konnte ebenfalls eine Apoptose nach
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Serumentzug unterdriickt werden. Chen S et al. (2003) zeigten zum ersten Mal in priméren
neuronalen Zellkulturen, dass unterschiedliche Signalwege an PrP° vermittelten Funktionen,
wie neuronales Wachstum und Neuroprotektion, beteiligt sind. Die hier involvierten
Signalwege beinhalten p59-Fyn, PI3-Kinase/Akt, cAMP-abhingige Proteinkinase A und
MAP-Kinase.

Bei den von Vassallo et al. (2005) prédsentierten Daten wird ein starker funktioneller
Zusammenhang zwischen der PrP°-Expression und der Aktivierung der PI3-Kinase, einer
Proteinkinase, die eine entscheidende Rolle in zellulirem Uberleben spielt, gezeigt. Um
herauszufinden, ob PrP¢ eine Rolle bei neuronalem Zelltod spielt, nutzten Chiarini et al.
(2002) ein PrP°-bindendes Peptid. In einem in-vitro-Versuch wurde zur Induktion einer
Apoptose von Retinaneuronen aus neonatalen Ratten, Anisomycin zur Zellkultur
hinzugesetzt. Es konnte festgestellt werden, dass das PrP°-bindende Peptid verschiedene
Signalwege wie die cAMP/Proteinkinase-A und Erk-Signalwege aktivierte und partiell den
induzierten Zelltod durch Anisomycin bei Neuronen von Prnp-Wildtyp Méusen, nicht aber
bei Prnp-Null Maiusen, abwenden konnte. Folglich ist PrP¢ iiber eine Aktivierung des
cAMP/PKA-Signalweg an der Neuroprotektion beteiligt.

Martins et al. (2002) berichten von verschiedenen Aspekten der PrP° Genexpression, seiner
Regulierung und Interaktion mit zelluldren Signalwegen. Die Interaktion von PrP° und
Laminin spielt eine wichtige Rolle bei neuronaler Differenzierung und Neuroprotektion.
Graner et al. (2000) demonstrierten, dass PrP ein hochspezifischer Rezeptor fiir Laminin ist.
Die PrP‘-Laminin Interaktion ist Bestandteil der Neuritogenese, induziert durch neuronale
Wachstumsfaktoren (NGF). Diese durch Laminin oder der Gamma-1 Laminindoméne
induzierte Neuritogenese in priméren neuronalen Zellkulturen von Ratten und auch in Prnp-
Wildtyp und Prnp-Null Miusen weisen auf eine Funktion des PrP® als Hauptrezeptor der
spezifischen Laminindomédne hin. Diese Resultate implizieren die Wichtigkeit der PrP‘-
Laminin Interaktion fiir die neuronale Plastizitét.

Eine Expression von PrP° auf der &uBeren Zellmembran schiitzt Neurone vor Bax
vermitteltem Zelltod (Bounhar et al., 2001; Roucou et al., 2003). Wegen der Ahnlichkeit der
Bcl-2 homologen Domine (BH2) der Bcl-2 Proteinfamilie mit der N-terminalen
Oktarepeatregion des PrP¢, wird angenommen, dass PrP¢ eine Rolle bei zellulirem Uberleben
oder Zelltod spielt. Die BH2-Domine vermittelt die Interaktion von Bcl-2 mit Bax und ist fiir
die Neuroprotektion vor Bax induziertem Zelltod verantwortlich. Weiterhin interagiert das C-
terminale Ende von Bcl-2 Proteinen mit PrP® (Kurschner, Morgan 1995). Bei einer

Uberexpression von PrP° und Bax in humanen Neuronen konnte eine Neurotoxizitit durch
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Bax festgestellt werden, nicht jedoch durch PrP°. Wurden PrP° und Bax simultan
iiberexprimiert, verschwand die Neurotoxizitit, vermittelt durch Bax (Bounhar et al., 2001).
Fir die neuroprotektive Funktion vor Bax induziertem Zelltod ist die N-terminale
Oktarepeatregion des PrP¢ verantwortlich. Bei den PrP°-Mutationen D178N und T183A,
welche mit Prionerkrankungen einhergehen, konnte die schiitzende Funktion von PrP°
gegeniiber Bax nicht aufrecht erhalten werden, daraus folgt, dass die physiologische Struktur
der PrP-Proteins fiir die schiitzende Funktion notwendig ist (Bounhar et al., 2001).
Mouillet-Richard et al. (2000) diskutieren eine PrP vermittelte Stimulation der Caveolin-1
abhingigen Fyn-Tyrosinkinase in 1C11-Neuronen. Von der Fyn-Tyrosinkinase ist bekannt,
dass eine Assoziation mit zelluldrer Proliferation und zellulirem Uberleben existiert. Durch
diesen Mechanismus konnte demzufolge das Zelloberflichen-PrP¢ neuronales Uberleben
initiieren.

Brown et al. (1997b) haben gezeigt, dass Prnp-Null Miuse eine erhohte Empfindlichkeit
gegeniiber oxidativem Stress, als Resultat einer verminderten Superoxiddismutase (SOD)-
Aktivitdt, aufweisen. In der Prnp-Null Zellkultur hat die verminderte SOD-1 Aktivitét bei
erhdhtem oxidativen Stress fatale Folgen fiir das Uberleben der Zellen (Brown et al., 1997a,
1999, 2001).

Brown et al. (2002) fanden eine erhohte Sensitivitit von Prnp-Null Zellkulturen aus der
Kornerzellschicht der GroBhirn- und Kleinhirnrinde gegeniiber oxidativem Stress im
Vergleich zu Neuronen von Prnp-Wildtyp Maiusen. Es war eine erhohte Oxidation von
Lipiden und Proteinen bei den Prnp-Null Zellkulturen im Vergleich zu den Wildtypzellen
festzustellen, wobei dem Prion Protein eine beeinflussende Funktion in der Neuroprotektion
von oxidativem Stress zugeschrieben werden kann.

Diverse Studien unterstreichen die neuroprotektive Funktion des PrP° gegen pro-apoptotische
Faktoren wie Bax. Zhang et al. (2006) untersuchten die neuroprotektive Funktion von PrP° bei
Staurosporin-vermittelter Apoptose. Staurosporin (STS) induziert einen Zellzyklusstillstand
durch Uberfithrung in die G2-Phase, Zytotoxizitit und DNA-Fragmentation. Wie aus den
Studien hervorgeht, fiihrt eine verminderte Konzentration von PrP¢ in N2a-Zellen zu erhohter
Sensitivitdt gegeniiber STS-induzierter Apoptose. STS induziert DNA-Fragmentation,
Immunreaktivitdt von Bax und Caspase-3, welche in einer Apoptose der Zellen resultieren.
Eine erhohte PrP°-Konzentration hat nahezu keinen Effekt auf die induzierte DNA-
Fragmentation in N2a-Zellen, verhindert aber die Apoptose in HEK293-Zellen, welches

wiederum einen zelllinienspezifischen Effekt vermuten ldsst. Eine physiologische
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Konzentration von PrP® hat protektives Potential gegeniiber zelluldrer Schidigung durch STS

und inhibiert die STS-vermittelte Apoptose.

1.3.2.4 Neuroprotektive Effekte in-in-vivo Studien

Aus in-vitro-Versuchen gewonnene Erkenntnisse liber die neuroprotektiven Eigenschaften
von PrP° veranlassten diverse Arbeitsgruppen zu weitergehenden Experimenten, in denen die
schiitzende Eigenschaft des PrP bei oxidativem Stress genauer untersucht werden sollte.

Um herauszufinden, ob PrP° Bestandteil der neuronalen Antwort gegen oxidativen Stress ist,
untersuchten Weise et al. (2004) die PrP Regulation nach transienter und permanenter fokaler
Ischdmie anhand des Fadenokklusionsmodells bei Méusen. Dabei konnte in Westernblot und
ELISA Analysen eine signifikant erhohte Expression von PrP° in der ischdmischen
Hemisphire, vier und acht Stunden nach Induktion der fokalen Ischidmie, festgestellt werden.
Dahingegen war 24 Stunden nach Ischdmieinduktion keine signifikante Erhohung der PrP®-
Expression nachweisbar.

Um die Eigenschaften des PrP° in vivo zu verifizieren, wihlten McLennan et al. (2004)
Miuse, in denen durch genetische Verdnderungen zum einen PrP° iiberexprimiert wurde, so
genannte PrP¢ +/+ -Méuse, zum anderen Stdmme, bei denen das PrP° inaktiviert wurde und
die als PrP® —Null Méuse oder auch als PrP° 0/0 bezeichnet werden. Als Kontrollgruppe
wurde ein Mausstamm mit einer heterozygoten Auspragung des PrP¢ gewihlt (PrP¢ +/0). In
diesem Tiermodell wurde durch Elektrokoagulation der Arteria cerebri media eine fokale
zerebrale Ischdmie induziert.

Die Resultate der durchgefiihrten Experimente zeigen in der Immunhistochemie eine erhohte
Konzentration von PrP, die sich besonders in den Infarkt angrenzenden Arealen und in der
restlichen, dem Infarkt zugehoérigen Hemisphédre nachweisen ldsst, nicht jedoch in der
unmittelbaren Infarktzone. Weiterhin fallen geringere Infarktvolumina bei PrP+/+- Mausen
und in aufsteigender Reihenfolge zunehmende Infarktvolumina bei PrP+/0- und PrP 0/0-
Mausen auf.

Auch Weise et al. (2006) fanden signifikant erhohte Infarktvolumina nach Induktion einer
transienten- oder permanenten Ischimie bei Prnp "’- Mausen im Vergleich zu Prp WT-
Mausen. In den durchgefiihrten Untersuchungen konnte eine signifikant reduzierte Expression
von phospho-Akt bei Prnp”’-Miusen sowie eine erhdhte postischidmisch erhdhte Caspase-3
Aktivierung in den Basalganglien und dem parietalen Kortex von Prnp ”°-Miusen festgestellt

werden (Weise et al., 2006). Im Gegensatz zu Resultaten einer anderen Gruppe (Brown et al.,
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1997a), war keine erhdhte Expression von Bax und Bcl-2, nach Induktion einer transienten
oder permanenten Ischdmie, in den verschiedenen Gruppen festzustellen (Weise et al., 2006).
Die Experimente zeigten allerdings bei PrP+/+- Méiusen geringere InfarktgroBen als bei
PrP+/0- und PrP0/0- Miusen, was wiederum fiir eine Einflussnahme durch PrP spricht und
dem Prionprotein einen zentralen neuroprotektiven Mechanismus bei hypoxisch bedingter
neuronaler Schidigung zuzuschreiben ist (McLennan et al., 2004; Weise et al., 2006).

In einem Tiermodell von Shyu et al. (2005) konnte durch PrP°-Uberexpression eine
Reduktion der InfarktgroBe bei Ratten erzielt werden. Die Uberexpremierung von PrP°
erfolgte durch Einschleusung eines modifizierten Adenovirus (rAd) (replication-defective
recombinant adenoviral) im Sinne eines Vektors. Zur Identifikation des PrP° wurden PrP°-
spezifische Antikorper verwendet. Als Vergleich der PrP°- Konzentrationen wurden Ratten
von gleichem Geno- sowie Phédnotyp herangezogen, wobei bei der einen Versuchsgruppe
keine zerebrale Ischdmie induziert wurde.

Die Auswertung der immunologischen Analysen ergab signifikant erhohte Werte fiir PrP® in
den ischdmischen Gehirnen im Vergleich zu den Hirnen ohne zerebrale Ischdmie. Dabei fiel
eine besonders hohe Konzentration von PrP¢ in der als Penumbra bezeichneten Hirnregion
von hypoxisch geschddigten Gehirnen auf.

Weiterhin konnte eine erhdhte PrP-Expression mit einer ebenso angeregten Expression von
Genen und Proteinen zur Synthese von Neuronen, Gliazellen und Endothelzellen registriert
werden, welche allgemein auf eine Adaptation bei zerebraler Ischdmie hinweisen. Die
Adenovirus vermittelte PrP°-Uberexpression fithrte zur Reduktion der InfarktgréBen in
diesem Tiermodell. Auch dieses Experiment unterstreicht den neuroprotektiven Aspekt des
Prionproteins. Shyu et al. (2005) gehen von einem adaptiven zelluldren Mechanismus bei
zerebraler Ischdmie aus. Dabei ist PrP in eine Signalkaskade involviert, die iiber mehrere
Schritte der Aktivierung mittels Phosphorylierung eines so genannten HSTF-1 (hypoxia
activated transcription factor) fiihrt, welches wiederum mit dem HSE (heat shock element)
interagiert, auf die Promotorregion des Prnp wirkt und letztendlich in einer erhdhten

Genexpression von Prnp und schlieBlich erhdhter PrP- Konzentration resultiert.

Um den Einfluss von PrP¢ beim Schlaganfallgeschehen beurteilen zu kénnen, wurden in einer
weiteren Studie Prnp-Null Maéause, Prp-Wildtyp Méuse und Prnp-iiberexpremierende
(Stamm: tga20) Miuse einer Fadenokklusion der Arteria cerebri media unterzogen (Spudich
et al.; 2005). Es konnte festgestellt werden, dass ein fehlendes PrP° zu einer massiven

Zunahme des Schlaganfallvolumens fiihrt und PrP° bei den Wildtyp-und transgenen Méusen
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einen neuroprotektiven Effekt aufweist. Dabei hatte jedoch eine Uberexpremierung von PrP°

keinen weiteren protektiven Benefit im Vergleich zu Wildtypen zur Folge.

Experimente mit neuronalen Zellkulturen haben fiir das PrP® und besonders dessen N-
terminale Oktarepeatregion, zusammen mit dem phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt
Signalweg, eine fundamentale Beeinflussung in der Neuroprotektion bei oxidativem Stress
impliziert. Mitteregger et al. (2007) fanden in ischdmischen Arealen von Wildtyp Méusen
eine erhohte Syntheserate des PrP° im Vergleich mit Kontrolltieren, bei denen keine zerebrale
Ischimie induziert wurde. Bei Wildtyp-Miusen, PrP-Knockout (PnpO/O) Tieren und
transgenen Miusen, bei denen die Oktarepeatregion (C4/-) des PrP® fehlt, wurde eine

Y0_Miuse

transiente zerebrale Ischdmie von 60 Minuten induziert. Die Infarktgrofe der Prnp
zeigte ein signifkant grosseres Infarktvolumen im Vergleich zu den PrP-Wildtyp-Méausen. Die
Infarktgroe der C4/- Miuse war identisch mit der InfarktgroBe der PrnpO/O-M'ause. Die
Uberexpremierung von PrP in transgenen Miusen (tga20) zeigte jedoch keine kleineren
Infarktvolumina nach transienter zerebraler Ischimie im Vergleich zu Wildtyp Maéusen

(Mitteregger et al., 2007).

1.3.2.5 Molekulare Mechanismen PrP‘-vermittelter Neuroprotektion

Die neuroprotektive Funktion von PrP® ldsst sich im Wesentlichen durch drei verschiedene
molekulare Hauptmechanismen beschreiben. Im FEinzelnen sind das die Modulation
intrazelluldrer Signalwege, die Interaktion mit Proteinen der Bcl-2-Familie (Bax-Inhibierung)
und seine antioxidative Aktivitidt. Wie im Folgenden noch detailliert aufgefiihrt werden wird,
liegen den drei verschiedenen Wegen voneinander unabhingige Mechanismen der

Neuroprotektion durch PrP® zugrunde.

GPI-Oberflichenverankertes PrP° vermittelt Neuroprotektion durch intrazellulire
Signalvermittlung

Aufgrund der Lokalisation von PrP® als GPI-verankertes Oberflachenprotein wird, wie auch
von anderen GPI-Oberflichenproteinen, angenommen, dass es in der zelluldren
Signaliibermittlung involviert ist (Jacobsen, Dietrich 1999). Caveolin-1 ist ein wichtiger
Interaktionspartner von PrP° in der Signaliibermittlung. Mouillet-Richard et al. (2000)
erforschten in einem Modell mit neuronalen 1C11-Zellen die weiteren Interaktionen von PrP°
in der Signaliibermittlung. Sie konnten eine Caveolin-1-abhingige Kopplung von PrP an die

Tyrosinkinase Fyn feststellen. Die Kapazitdt von PrP® zur Interaktion mit Caveolin-1 hangt
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von den unterschiedlichen Transmittern Serotonin und Noradrenalin der 1C11-Zellen ab. Um
herauszufinden, ob Caveolin-1 in der PrP°-vermittelten Fyn-Aktivierung teilnimmt, wurden
Antikorper gegen Caveolin-1 bei 1C11-serotonergen Zellen und bei 1C11-noradrenergen
Zellen installiert, bevor eine Verlinkung zu PrP° stattfinden konnte. Immunosequestration von
Caveolin-1 in den Zellen flihrte zu keiner PrP°-vermittelten Aktivierung von Fyn. Daraus
schliefit man, dass Caveolin-1 ein wichtiger Bestandteil in der PrP¢ vermittelten Aktivierung
von Fyn ist. Chen S et al. (2003) fanden nach einer PrP® vermittelten Aktivierung von Fyn
eher einen flir das neuronale Wachstum beeinflussenden Kontext, als fiir eine neuroprotektive
Funktion.

Graner et al. (2000) demonstrierten, dass PrP ein hochspezifischer Rezeptor fiir Laminin ist.
Die PrP°-Laminin Interaktion ist Bestandteil der Neuritogenese, induziert durch neuronale
Wachstumsfaktoren (NGF) und Laminin in PC-12 Zelllinien oder auch induziert durch Reste
der C-terminalen Dekapeptidkette des Laminin. Diese durch Laminin oder der Gamma-1
Laminindoméne induzierte Neuritogenese in primdren neuronalen Zellkulturen von Ratten
oder von Pmp-Wildtyp und Prnp-Null Méiusen, weisen auf eine Funktion des PrP¢ als
Hauptrezeptor der spezifischen Laminindoméne hin. Diese Resultate implizieren die
Wichtigkeit der PrP°-Laminin Interaktion fiir die neuronale Plastizitit.

Ubereinstimmend mit der Funktion als Signaliibertriiger ist die Erkenntnis der Interaktion von
PrP¢ mit Synapsin Ib. Synapsin Ib ist ein Protein, das in der Anordnung der Synapsen und in
der Regulierung der Ausschiittung von Neurotransmittern involviert ist und neuronales
Uberleben unterstiitzt (Spielhaupter, Schatzl 2001).

Weiterhin interagiert PrP® mit Grb2, einem Adaptorprotein, welches Signale an Rezeptoren
fiir Wachstumsfaktoren tibermittelt und dariiber hinaus eine wichtige Stellung bei neuronalem
Uberleben einnimmt (Spielhaupter, Schatzl 2001).

In der Annahme, dass es eine Rolle fiir PrP® in der Signaliibermittlung gibt, besteht die
Moglichkeit, dass PrP® auch eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Funktion von Synapsen
spielt. Eine detailliertere Vorstellung von den molekularen Prozessen in der Neuroprotektion
durch Signaliibermittlung mittels PrP® demonstriert eine Arbeit an Retinaneuronen. Dabei
verhindert ein PrP° bindendes Protein den initiierten Zelltod der Retinazellen durch den
Transkriptionshemmer Anisomyzin (Martins et al., 1997; Chiarini et al., 2002). Das PrP°
bindende Protein wurde als ,,Stress inducible Protein 1 (STI-1) identifiziert. STI-1 ist sowohl
im Zytoplasma als auch auf der Zelloberflache zu finden (Zanata et al., 2002). Die Protektion
erfolgt durch die cAMP-abhéngige Proteinkinase-A (PKA), wobei eine Inhibition von Erk die

protektive Wirkung von STI-1 verstirkt. Die PI3-Kinase ist eine multifunktionelle
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Proteinkinase, welche eine zentrale Stellung im Uberleben der Zelle einnimmt. Sie ist
gegeniiber freien Radikalen durch Superoxide und Hydrogenperoxide sensitiv. Weiterhin ist
bekannt, dass sie durch Kupfer (II)-lonen aktiviert werden kann. (Bedogni et al., 2003) Der
PI3-Kinase/Akt Signalweg verhindert die Apoptose u.a. durch eine Regulation im
Aktivitdtsniveau von Proteinen der Bcl-2 Familie. Die PI3-Kinase Interaktion mit PrP® lasst
sich auch in anderen PrP°-Signalwegen nachvollzichen. So ist z.B. Grb-2 ein bekanntes
interagierendes Protein von PrP¢, welches die PI3-Kinase aktiviert (Holgado-Madruga et al.,
1997).

Der antiapoptotische PI3-Kinase/Akt/phospho-Akt Signalweg vermittelt neuronales
Uberleben nach zerebraler Ischimie. Eine Blockierung dieses Signalweges erhoht das
Aktivitdtsniveau von Caspase-3, welche eine zentrale Rolle bei den Apoptosevorgingen
spielt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in einem frilhen Stadium nach transienter
Ischdmie eine Hochregulation von phospho-Akt im Kortex aber nicht im ischdmischen
Kerngebiet erfolgt. Diese Hochregulation von phospho-Akt ist mit einer reduzierten TUNEL-
Anfiarbung nach transienter Ischdmie verbunden. Weise et al. (2006) haben daher die
Hypothese aufgestellt, dass die reduzierte phospho-Akt Aktivitit in Prnp”°-Musen, in einem
friihen Stadium nach dem Schlaganfall, zu verstirkter postischdmischer Apoptose und
folglich zu groBeren Infarktvolumina fiihrt. Diese Hypothese wird durch die
Untersuchungsergebnisse gestiitzt, in denen eine signifikant erhohte Anzahl von Caspase-3
expremierenden Neuronen in Prnp”’- Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen gezeigt
werden konnte. Eine verringerte Konzentration von PrP° fiihrt zu erhohten Infarktvolumina
bei transienter und permanenter Ischdmie, wobei die Unterschiede der Infarktgrofen
besonders deutlich bei transienter Ischidmie festzustellen waren. Dies konnte ursidchlich auf
die dominante Rolle der Apoptose wihrend des Infarktgeschehens und den Einfluss des PI3-
K/Akt-Signalweges auf die Apoptose nach transienter Ischdmie zuriickzufiihren sein (Weise
et al., 2006).

Auch Fyn ist ein in Wechselwirkung mit PrP® stehendes Signalprotein. Die Aktivierung von
Fyn durch PrP® hat einen hemmenden Einfluss auf die NADPH-Oxidase, wobei die Oxidase
einen entscheidenden Mechanismus der ROS-Produktion in Zellen darstellt. (Schneider et al.,
2003)

In-vivo-Versuche von Spudich et al. (2005) mit Prnp-Null-Méusen zeigten bei exazerbierten

Schlaganfallvolumina eine erhohte Aktivitit von ERK-1/-2, STAT-1 und Caspase-3.
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SchlieBlich ist PrP in verschiedene zellulire Mechanismen wie Wachstum und zelluléres
Uberleben durch unabhiingige Signalwege eingebunden. Wie dargestellt, {iberlappen sich die

verschiedenen Signalwege beim neuronalen Wachstum und Uberleben (Chen S et al., 2003).

Schutz vor Bax-vermitteltem Zelltod

Aufgrund einer Strukturdhnlichkeit im PrP-Molekiil mit der BH2-Doméne von Bcl-2
Molekiilen wurde angenommen, dass PrP mit der Bcl-2 Familie interagiert (LeBlanc 1998).
Der erste Beweis einer neuroprotektiven Wirkung durch PrP® wurde von Kuwahara et al.
(1999) erbracht. Sie zeigten, dass isolierte Neurone aus dem Hippocampus von PrP-Null
Maiusen gegeniiber einem Apoptose induzierenden Serumentzug wesentlich anfilliger waren
als vergleichbare Neurone von PrP-Wildtyp-M&usen mit normaler Expression von PrP°. Nach
Ubertragung von PrP¢ oder Bcl-2 konnten die Neurone der PrP-Null-Miuse vor einer
Apoptose bewahrt werden (Kuwahara et al., 1999). AnschlieBend wurde gezeigt, dass PrP°
menschliche Neurone vor Bax-vermitteltem Zelltod schiitzt (Bounhar et al., 2001). Bax ist
eines der bedeutenden proapoptotischen Proteine von Neuronen. Nach seiner Aktivierung
vollzieht es eine strukturelle Anderung, Oligomerisation und Translokation in die
Mitochondrien, wo es zur Freisetzung von Faktoren aus den Mitochondrien fiihrt, die eine
Apoptose der Zelle einleiten (Martinou, Green 2001). Wird Bax in menschlichen Neuronen
iiberexprimiert, fiihrt dies zum Zelltod, welcher durch eine gleichzeitige Expression von Bcl-2
abgewendet werden kann. Auch durch eine gleichzeitige Expression von Wildtyp-PrP kann
der drohende Zelltod abgewendet werden. Die Neuroprotektion durch PrP erfordert ein
vollstdndig modifiziertes und ausgebildetes PrP, da eine Unterbrechung im Syntheseweg und
demzufolge unvollstindig modifiziertem PrP, zu keiner neuroprotektiven Funktion durch PrP
fiihrt. Uberraschenderweise ist der GPI-Anker des PrP’s fiir diese neuroprotektive Funktion
vor Bax-iniziiertem Zelltod nicht notwendig, daraus ist zu folgern, dass die neuroprotektive
Funktion iiber Signalvermittlung nicht der einzige neuroprotektive Mechanismus durch PrP
ist. Weiterhin verhindert PrP vollstindig die Bax-induzierte Apoptose von menschlichen
NT2-Neuronen und partiell von MCF7-Zellen (Roucou et al., 2004).

In Arbeiten von Kurschner und Morgan (1995, 1996) sowie auch Bounhar et al. (2001) wird
die Interaktion von PrP mit Bcl-2 Proteinen dargestellt, wobei der schiitzende Effekt von PrP
vor Bax-induzierter Apoptose durch eine direkte Interaktion von PrP und Bax erklért wird.
Allerdings ist diese Erkldrung aus heutiger Sicht unwahrscheinlich, da PrP auf dem
sekretorischen Weg synthetisiert wird und Bax sowie Proteine der Bcl-2 Familie fiir den

zytosolischen Metabolismus synthetisiert werden, ist eine direkte Interaktion zwischen Bax,
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Bcl-2 und PrP wegen rdumlicher Trennung in verschiedenen Kompartmenten durch
unterschiedlicher Proteinbiosynthesewege nicht mdglich ist. Der zytosolische Zielort des PrP
hingt mit der Adressierung durch hochspezifische- und selektive Signalsequenzen auf den
mRNA-Molekiilen zusammen. Die Signalsequenzen tragen Erkennungsstrukturen fiir den Ort
der Proteinbiosynthese, die bei zytosolischen Proteinen an funktionellen Ribosomen und bei
sekretorischen Proteinen am rER (raues Endo-plasmatisches Retikulum) stattfinden. Sie
stehen somit im Zusammenhang mit dem endgiiltigen Bestimmungsziel eines dann fertig
synthetisierten Proteins. Wie oben erwdhnt, unterscheidet man Proteine, die im Zytosol der
synthetisierenden Zelle fiir den eigenen Stoffwechsel verbleiben und andere Proteine die u.a.
fiir die Sekretion fiir Lysosomen oder fiir die Zytoplasmamembran bendtigt werden. So
entstehen verschiedene Proteinbiosynthesewege und damit verbunden unterschiedliche
Transportwege und getrennte Lokalisationen in verschiedenen Kompartmenten, die wiederum

keine direkte Interaktion eingehen konnen (Roucou et al., 2004).

PrP schiitzt vor oxidativem Stress

PrP bindet zweiwertiges Kupfer in der Oktarepeatregion des N-terminalen Abschnitts des
PrP-Molekiils (Brown et al., 1997a) und reguliert die Aktivitit der Kupfer (Cu*")/ Zink (Zn")
Superoxiddismutase (SOD), welche ein Schliisselenzym der intrazelluldren antioxidativen
Enzyme darstellt (Brown, Besinger 1998). Weiterhin scheinen die Konzentrationslevels von
PrP mit der Glutathionreduktaseaktivitit zu korrelieren (Brown, Besinger 1998; Rachidi et
al., 2003). Zwei der Kupferbindungsstellen des PrP konnten dabei eine physiologische
Relevanz haben. Es handelt sich dabei um molekulare Abschnitte, die vergleichbar mit
Abschnitten von anderen bekannten kupferbindenden Proteinen, wie SOD und Ceruloplasmin
sind (Roucou et al, 2004). FEine erhohte Anfilligkeit gegeniiber erhohten
Kupferkonzentrationen weisen z.B. Spermien von PrP”°-Miusen im Vergleich zu Spermien
von PrP expremierenden Zellen auf (Shaked et al., 1999). So sind auch PrP”°-Zelllinien
gegeniiber einer erhohten Kupfertoxizitdt anfélliger (Brown et al., 1997b). Die
Kupferbindungsfahigkeit ist ein wichtiger Faktor fiir die neuroprotektive Funktion des PrP,
allerdings variieren Anzahl und Ausprigung der Bindungsstellen fiir Kupfer zwischen
verschiedenen Spezies (van Rheede et al., 2003). Brown (2001) hielt die erhohte
Konzentration von PrP in den Synapsen und die erhdhte Bindungsaffinitit zu Kupfer eher fiir
eine schiitzende Funktion von PrP bei erhohten Kupferkonzentrationen als fiir eine direkte
Funktion von PrP in der Signaliibertragung. Die erhohte Konzentration von PrP in Synapsen

und die kupferaufnehmende- und bindende Funktion konnten zu einer erhdhten Aktivitdt der
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Cu/Zn-SOD fiihren und in einer gesteigerten Resistenz gegeniiber oxidativem Stress
resultieren. Die Rolle des PrP in den Synapsen konnte hinsichtlich der Erkenntnis, dass die
ersten spongiformen Verdnderungen bei Prionerkrankungen in den Synapsen zu finden sind,
an Bedeutung gewinnen (Jeffrey et al., 2000). Weiterhin sind PrnP*°-Zellkulturen gegeniiber
oxidativem Stress anfilliger als Zellkulturen von PrP-Wildtypen (Brown et al., 1997b; White
AR et al, 1999). Des Weiteren unterbindet eine Elimination der Oktarepeatregion die
antioxidative Funktion durch PrP (Brown et al., 1999).

Zusammenfassend kann man folgern, dass PrP eine Rolle in der Neuroprotektion gegen

oxidativen Stress, vermittelt durch die Cu/Zn-SOD und die Glutathionreduktase spielt.

2 Ziel der Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation ist eine Analyse des Einflusses einer
Uberexpression des zelluliren Prionproteins (PrP®) auf das AusmaB der ischdmischen
Hirnschadigung nach fokaler zerebraler Ischdmie in PrP {iberexpremierenden (TG 35)
Miusen. Weiterhin soll der Einfluss der PrP-Uberexpression auf die postischimische
Regulation der zelltodrelevanten P13-Kinase/Akt und MAPK/Erk-Signalkaskaden untersucht

werden.

3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Die im Folgenden dargestellten Experimente wurden nach Genehmigung und in
Ubereinstimmung mit bestehenden Richtlinien im Umgang mit Versuchstieren durchgefiihrt.
Es erfolgte eine regelmidfige Kontrolle durch die Abteilung fiir Versuchstiere der
Universitétsklinik Gottingen. (Aktenzeichen des Versuchsvorhabens: 55.03).

Fiir die Experimente wurden Prnp-transgen verdnderte Miuse (TG-35) und Wildtyp-Prnp
Mause (129/sv(ev)xC57BL/6J) mit dem gleichen genetischen Hintergrund verwendet. Alle
Tiere waren élter als 12 Wochen, von minnlichem Geschlecht und hatten ein Gewicht
zwischen 22 und 27 Gramm. Sie hatten einen freien und unbeschrinkten Zugang zu Futter

und Wasser.
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TG3S:

Das Maus PrP-Gen enthilt ein upstream Intron von 2kb und ein downstream Intron von 6-
12kb (Westaway et al., 1994). Um eine Verdnderung des genetischen Codes herbeizufiihren,
wurde ein PrP-Gen aufschliisselndes Konstrukt geschaffen, dessen groferes Intron (halb-
genomisches Konstrukt bzw. phgPrP) oder beide Introns (cDNA-Konstrukt bzw. pPrP-
cDNA) ausgeschaltet wurden. Sie enthielten eine Sequenz der 5,5kb der 5’-Seite und eine 2kb
der 3’-Seite. Diese Konstrukte, ebenso wie die Prnp-enthaltende Cosmid-DNA (cosmid
cos.l/InJ4; Westaway et al., 1991), wurden in Prnp0/0- oder Prnp0O/+- Maéuse durch
Kerninjektion eingebracht. Die PrP-Expression im Hirn wurde durch Northernblot-Analysen
kontrolliert (Fischer et al., 1996).

Bei der geziichteten cosmid-Mauslinie (tge35/+) sind 30 bis 40 gleiche Genkopien vorhanden.
Das fiihrt zu einer Uberexprimierung von PrP° in einer vier- bis fiinffachen Konzentration im
Vergleich zu Wildtypen. In einigen Hirnarealen, wie dem Kleinhirn, fallen bei den transgenen
Tieren die PrP-RNA-positiven Zellen wesentlich deutlicher auf als bei den Wildtyptieren,
welches die Theorie unterstiitzt, dass die PrP-Expression generell bei den transgenen Tieren
erhoht ist. Einige Tiere der transgenen Mauslinien tge 35/+ und tge 35/c35 entwickelten nach
vier bis sechs Monaten Paresen der Hinterldufe. Dies konnte auf eine simultane
Uberexpremierung eines bisher unbekannten Genabschnitts zuriickzufiihren sein, der im

Cosmid lokalisiert ist.

3.2 Induktion der fokalen zerebralen Ischiamie

Die Laboratoriumseinrichtung fiir diese Versuche sieht ein inhalatives Narkosesystem sowie
ein riickgekoppeltes Wirmeerhaltungssystem vor. Das Narkosesystem besteht aus einem
Isofluranverdampfungssystem, welches eine individuell gesteuerte Abgabe von dem
Narkotikum Isofluran erlaubt. Des Weiteren wird das Narkosesystem von einem
Atemgasgemisch aus 30-prozentigem Sauerstoff und 68,5-prozentigem Stickstoffdioxid zur
Analgesie gespeist.

Wihrend der Operationszeit wurden die Versuchstiere auf dem riickgekoppelten
Wirmesystem gelagert, welches erlaubt die Temperatur konstant zwischen 36,5 - und 37°
Celsius zu halten. Dabei erfolgte die Riickkopplung iiber eine Sonde, die Rektal bei den
Tieren die Korpertemperatur registrierte und dementsprechend die Wairmeabgabe der
Heizplatte steuerte.

Die Induktion der transienten Ischdmie erfolgte nach dem Prinzip des

Fadenokklusionsmodells (Hata et al., 1998).
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Dieses Modell ist ein etabliertes und valides Verfahren zur Erzeugung einer zerebralen
Ischdmie im Tierversuch mit Méusen.

Nach FEinleitung der inhalativen Narkose, bestehend aus einem Gasgemisch mit
einprozentigem bis 1,5-prozentigem Isofluran sowie 30-prozentigem Sauerstoff und 68,5-
prozentigem Stickstoff, wurden die Versuchstiere auf dem Wirmesystem gelagert und fixiert.
Zur semi-quantitativen Erfassung des zerebralen Blutflusses (CBF) mittels Laser-Doppler-
Messung, wurde eine flexible 0,5 Millimeter dicke, fiberoptische Sonde (Perimed,
Stockholm-Schweden) mit einem speziellen Gewebekleber auf der intakten Schédelkalotte,
iiber dem Stromgebiet der linken A. cerebri media, fixiert.

In Riickenlage wurde ventral ein medianer Hautschnitt im Halsbereich von ca. einem
Zentimeter Linge angelegt. Die weitere Pridparation erfolgte unter dem Mikroskop. Dabei
wurde unter stumpfer Préparation sowie Schonung des umliegenden Gewebes insbersondere
des GefdB- und Nervenstranges, bestehend aus Arteria carotis communis (ACC), Vena
jugularis interna und Nervus vagus, vorgegangen. Nach Abgrenzung der ACC erfolgte die
Ligatur der Arterie im mittleren Abschnitt. Nach Darstellung der Bifurkation der ACC in
Arteria carotis externa (ACE) und Arteria carotis interna (ACI) erfolgte die Ligatur der ACE
kranial der Bifurkation. Weiterhin wurde die Darstellung der ACI im Verlauf nach kranial
vorgenommen, wobei die Arteria pterygopalatina, ein Abgang der ACI, elektrisch koaguliert
wurde. Am kranialen Ende der ACI, vor Eintritt der Arterie in die Schéidelbasis, wurde ein
tempordrer Verschluss, mittels eines entfernbaren mikrovasculdren Clip (Aesculap;
Tuttlingen-Deutschland), der ACI durchgefiihrt. Distal der Ligation wurde die ACC mit
einem kleinen tangentialen Schnitt erdffnet. Durch diese Offnung wurde ein speziell
angefertigter Faden eingefiihrt. Es handelte sich dabei um einen 14 Millimeter langen mit
Silicon (Xantopren; Deuker, Kassel-Deutschland) beschichteten, monofilamentéren Faden der
GroBe 8-0 (Ethilon, Ethicon; Norderstedt-Deutschland) mit einem Durchmesser von 180-200
Mikrometern.

Der Faden wurde nach Entfernen des Gefédlclips in der ACI, neun Millimeter nach kranial
verschoben, gelangte so an den Abgang der Arteria cerebri media (ACM) und fiihrte dort zu
einem Gefalverschluss. Nach korrekter Positionierung des Fadens kam es zum gewiinschten
Abfall des cerebralen Blutflusses im Mediastromgebiet. Dieser wurde durch einen Abfall im
Laser-Doppler-Fluss (LDF) registriert.

Vorraussetzung fiir die Aufnahme der Tiere in die Versuchsreihe war ein Abfall des CBF auf
< 30% des Ausgangswertes und das Persistieren des reduzierten Blutflusses wihrend der

Ischdmie, wobei die Kontrolle unter stetigem Monitoring des Blutflusses erfolgte.
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Bei transienter zerebraler Ischdmie wurde das distale Fadenende mit einem GefaBBklip fixiert
und das Versuchstier wahrend der 90-miniitigen Ischdmiezeit in flacher Narkose belassen.
Dabei wurde der auf ein Drittel reduzierte zerebrale Blutfluss iiber dem Mediastromgebiet
permanent kontrolliert.

Nach Ablauf der transienten Ischdmiezeit wurde der Faden aus dem Gefdl entfernt und
kranial der Inzision die ACC legiert. Nach dem Entfernen des Fadens, sollte eine Reperfusion
von mindestens zwei Dritteln des Ausgangswertes in dem Mediastromgebiet erzielt werden.
Der Wundverschluss erfolgte nach schichtweiser Adaption durch Einzelknopfnihte.

Die Narkose wurde ausschleichend unter 100 Prozent Sauerstoff beendet und die
Versuchstiere nach subkutaner Injektion von zwei Millilitern Sterofundin in einem 30 Grad
warmen Kifig gehalten.

Unter regelméBiger Kontrolle und Registrierung von Vitalparametern sowie wiederholter

Substitution von Sterofundin uberlebten die Tiere 24 Stunden nach Induktion der Ischdmie.

3.3 Messung des zerebralen Blutflusses (CBF)

Bestandteil des Experimentes war es, den zerebralen Blutfluss im Versorgungsgebiet der
Arteria cerebri media (ACM) zu reduzieren. Um die Perfusion in diesem Gebiet zu
kontrollieren, verwendeten wir das Laser-Doppler-Verfahren. Dazu wird eine elastische
Glasfasersonde (Perimed, Stockholm-Schweden) mit dem genannten System verbunden und
diese iiber dem Mediastromgebiet auf der intakten Schidelkalotte permanent fixiert. Das
Areal befindet sich in einem Schnittpunkt iiber der linken Schidelkalotte, welches sich sechs
Millimeter lateral der Sutura sagittalis und zwei Millimeter posterior der Sutura coronaria
befindet. So ist es moglich, den zerebralen Blutfluss wihrend des gesamten

Experimentablaufes zu registrieren.

3.4 Bestimmung der Infarktvolumina

24 Stunden nach Ischimieinduktion erhielten die Versuchstiere eine inhalative Uberdosis an
Isofluran, welche zur Beendigung der kardio-pulmonalen Funktionen fiihrte. Nach
eingetretenem exitus letalis folgte eine Dekapitation und nach Eréffnung der Schiadelkalotte
die schonende Entnahme des Gehirns. Direkt im Anschluss folgte die Sektion in flinf zwei
Millimeter dicke Schichten in koronarer Schnittfiihrung in einem dafiir angefertigten
Schnittblock. Nach Entnahme der Hirnscheiben aus der Apparatur folgte die sofortige
Inkubation in zweiprozentiger 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Losung (TTC). TTC wird
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durch verschiedene Enzyme in vitalem Gewebe zu einem tiefen Rot reduziert und grenzt sehr
préizise infarzierte gegeniiber vitalen Arealen ab.
AnschlieBend wurden die angefdrbten Hirnschichten in Formaldehyd fixiert und mit Hilfe

eines Scanners digitalisiert.

Mit der Hilfe eines Image-Analyse-Programms ( NIH- Image 3.12, http://rsb.info.nih.gov/ij )
wurden die angefarbten Schnitte ausgewertet.

Die Infarktareale wurden bestimmt, indem das nicht infarzierte Areal der linken Hemisphére
von der gesamten rechten nicht infarzierten Hemisphire, in allen Schnitten, subtrahiert wurde.

Das Infarktvolumen wurde durch Integration der infarzierten Areale berechnet.

3.5 Westernblot-Analysen

Die Gehirne der Prnp-iiberexpremierenden Mause und Prnp-Wildtyp-Mause wurden nach
einer Uberdosis an Isofluran entfernt und schockgefroren. Die linke ischimische Hemisphére
wurde mit Lysis-Puffer (50mmol/L Tris, pH 8,0, 150mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, und
Proteaseinhibitoren) versetzt, anschlieBend homogenisiert, zentrifugiert und der Uberstand fiir
das SDS-PAGE verwendet.

Fiir die Westernblot-Analysen wurden gleiche Mengen an Protein (40pg) in sechs Anteilen
Puffer verdiinnt, erhitzt und auf 10% bis 15% Polyacrylamidgele aufgetragen. Die Proteine
wurden anschlieBend auf eine Polyvinyliden-Difluoridmembran gebracht, welche in einer
Blockierlosung (5% milk, 0,1% Tween 20 in TBS) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
gelagert wurden und mit verschiedenen Mausantikdrpern (anti-PrP: 12F10, 1:1000; anti-
phospho-Erk1/2: 1:250, Cell Signalling, USA; anti-B-tubulin: 1:5000, Sigma-Aldrich,
Germany; anti-actin: 1:2000, Chemicon, USA) oder Kaninchen polyklonale Antikérper (anti-
phospho-Akt  (Ser473)/anti-Akt:  1:500/1:1000, Cell Signaling) oder polyklonale
Ziegenantikorper (anti-Erk1/2: 1:500, Santa Cruz, Germany) in 5% Milch/TBST (18 Stunden,
4°C). Die Membranen wurden mit einem Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus oder Anti-
Kaninchen (1:2000-2500) sekunddren Antikoérper (in 1%milk/TBST; Santa Cruz
Biotechnology; eine Stunde bei Raumtemperatur) versehen, anschlieBend in luminizierende
Losung (ECL) gegeben und einem ECL-Hyperfilm (Amersham, Germany) ausgesetzt. Die
Intensitdt der einzelnen Binder von Erkl1/2, phospho-Erk1/2, Akt und phospho-Akt wurde
mittels eines Densitometer (Lablmage software, Kapelan, Germany) gemessen und verglichen
zu Intensititen von korrespondierenden B-Tubulin oder Aktinbanden von Erk/B-tubulin,

phospho-Erk/B-tubulin, Akt/actin, und phospho-Akt/actin.
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3.6 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung der Infarktvolumina beider experimenteller Gruppen erfolgte
durch den bilateralen ,,Students t-Test* bei normal verteilten Grundgesamtheiten. Der t-Test
wird zum Testen von Hypothesen iiber Erwartungswerte einer oder zweier Stichproben aus
normal verteilten Grundgesamtheiten mit unbekannter Standardabweichung verwendet.
Statistische Signifikanz ist gegeben bei p< 0,05.

Die Auswertung der densitometrischen Analysen der Western-Blot Untersuchungen fiir
phospho-Erk/Erk und phospho-Akt/Akt erfolgte durch eine univariante Varianzanalyse
(ANOVA, analysis of variance), um Aufschliisse iiber GesetzmiBigkeiten der analysierten
Daten zu erlangen, wobei sich die Varianz der Zielvariable durch den Einfluss einer
Einflussvariable erklart. Weiterhin wurde der Tukey-HSD-Test (ehrlich signifikante

Differenz) zur Korrektur der Gesamtfehlerwerte eingesetzt.

4 Ergebnisse

4.1 Infarktvolumina nach transienter zerebraler Ischimie

In den quantitativen Analysen konnte ein signifikant kleineres Infarktvolumen bei den Prnp-
iiberexpremierenden (TG-35) Maiusen im Vergleich zu den Prnp-WT-Maiusen festgestellt
werden. Der Unterschied in den Infarktvolumina ist besonders deutlich nach 90-miniitiger
transienter Ischdmie festzustellen, wobei das Infarktvolumen der Prnp-liberexpremierenden
Tiere (TG-35) 44,1 + 7,7 mm? betrdgt und das Infarktvolumen der Prnp-WT-Tiere (129/BL6)
62,4 =+ 17 mm?® (n=10 pro Versuchsgruppe; Abb.1, S.34). Dies bedeutet eine eindeutige
statistische Signifikanz (p= 0,023) im zweizeitigen students t-Test. Die Infarktareale der
transgenen-Tiere (TG-35) nach 90-miniitiger transienter Ischdmie waren lediglich auf einen
umschriebenen Bereich lateral der Basalganglien begrenzt, wohingegen die Infarktareale der
PrnP-WT-Méuse ein deutlich groBeres Areal einnahmen, welches sich in einigen

Hirnschnitten von den Basalganglien bis hin zum Parietalkortex ausdehnt (Abb. 2, S.32)
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Abb.1: Infarktvolumina nach transienter zerebraler Ischimie

Graphische Darstellung der Infarktvolumina (in mm®) nach transienter zerebraler Ischimie (90 Minuten) bei
transgenen Tieren (TG35) und Wildtyp-Tieren (WT). Es zeigte sich eine eindeutige statistische Signifikanz fiir
reduzierte Infarktvolumina nach transienter Ischdmie bei TG35-Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (n=10

pro Versuchsgruppe).

Abb.2: Vitalfirbung zur Darstellung ischimischer Areale

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung zur Darstellung ischdmischer Regionen (helle Areale) der linken
Hemisphére. A und C: TG35 Tiere nach transienter (90 Minuten) Ischdmie. B und D: WT-Tiere nach transienter
(90 Minuten) Ischdmie. Es markieren sich deutlich groBere Infarktareale nach transienter Ischdmie bei Wildtyp-

Tieren (WT) im Vergleich zu transgenen Tieren (TG35). (n=10 pro Versuchsgruppe)
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4.2 CBF-Analyse nach transienter zerebraler Ischimie

Um einen reproduzierbaren Vergleich zwischen den Infarktvolumina der Prnp-
iiberexpremierenden- und Prnp-WT-Maiuse erstellen zu konnen, miissen hdmodynamische
Unterschiede ausgeschlossen werden. Dazu wurde der Blutfluss mittels LDF permanent
aufgezeichnet. Der Abfall des LDF nach Induktion der transienten Ischdmie betrigt bei Prnp-
+/+ Méusen im Median 72,5% des Ausgangsblutflusses und bei Prnp-WT im Median 79%
(n=10 pro Versuchsgruppe). Dabei fillt der CBF im Mittelwert auf 21,8 + 6,5% des initialen
Blutflusses bei den TG35-Méusen und auf 21,6 = 5,4% bei den WT-Maéusen und zeigt im
zweiseitigen students t-Test keine Signifikanz.

Zum anderen ist die Reperfusion nach Beendigung der Ischdmie registriert worden und
erreicht bei den TG35-Méusen im Median 79% des Blutflusses vor Induktion der Ischdmie
und einen Mittelwert von 82,5%+11%. Im Vergleich dazu betrdgt bei Kontrollen (WT-
Mause), die Reperfusion im Median 74% bei einem Mittelwert von 72,9%+5,6%. Die
Unterschiede bei Abfall und Wiederanstieg des CBF zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen waren statistisch nicht signifikant. Damit ist nicht von einem relevanten
Einfluss des zerebralen Blutflusses auf die unterschiedlichen InfarktgroBen in beiden

Versuchsgruppen auszugehen.

4.3 Expression von PrP¢ in Wild-Typ- und transgenen Tieren

Um eine vergleichbare Aussage iiber den Einfluss der unterschiedlichen Konzentrationen an
PrP® bei Wildtyp- und transgenen Tieren (TG35) auf die molekularen Mechanismen und den
Einfluss auf die InfarktgroBe machen zu koénnen, analysierten wir mittels Westernblot-
Verfahren bei den von uns verwendeten Wildtyp- und transgenen Mausen die Konzentration
an vorliegendem PrP°. In der Abb.3 (S.34) erkennt man eine verstirkte Bande bei den
transgenen Tieren bei 31 und 34 Kilodalton im Vergleich zu den Wildtyp- Tieren.
Densitometrische Bestimmungen zeigten eine um das Vierfache erhohte Konzentration an
PrP® bei den transgenen Tieren. Diese Ergebnisse belegen die aus der Literatur bekannte
moderate PrP- Uberexpression in von uns verwendeten TG35-Tieren im Vergleich zu WT-

Tieren.
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Abb.3: Westernblot-Analyse zelluliirer PrP Konzentration

Westernblot-Analyse der zelluldren Konzentrationen an Prionprotein bei Wildtyp und transgenen Tieren. Hier
zeigte sich eine um das Vierfache hohere Konzentration an PrP° bei transgenen Tieren (TG 35) im Vergleich zu

Wildtyp Tieren. rPrP (rekombinantes PrP; Positivkontrolle).

4.4 Einfluss von PrP‘-Uberexpression auf postischimische Erk 1/2-
Phosphorylierung
In dieser Studie wurden die Effekte einer PrP-Uberexpression auf die postischimische
Aktivierung der MAPK/Erk- und der PI-3-Kinase/Akt- Signalwege untersucht. Die
Signalwege spielen eine entscheidende Rolle fiir die Regulation von ischdmisch induziertem
neuronalen Zelltod. Wéhrend der PI3-Kinase/Akt-Signalweg Zelliiberleben fordert, fiihrt die
Aktivierung des MAPK/Erk-Signalweges zu einer Exazerbation der schddigenden Prozesse
nach zerebraler Ischdmie (Alessandrini et al., 1999; Namura et al., 2001). Es wurde eine
Expressionsanalyse von Erkl1/2, phospho-Erk1/2 (aktivierte Form von Erk), Akt, und
phospho-Akt (aktivierte Form von Akt) in TG35- und WT-Maédusen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Ischdmie und unter nicht ischdmischen Konditionen durchgefiihrt. Die
Intensitdten der Banden von Erk1/2 und phospho-Erk1/2 im Westernblot wurden mit Hilfe
einer Densitometrie bestimmt und anhand von korrespondierenden Banden von Beta-Tubulin
oder Aktin (Ladekontrollen) gemittelt.
Die postischdmische Aktivierung der phospho-Erk1/2-Expression war signifikant geringer bei
TG35-Méusen im Vergleich zu WT-Maiusen nach 6-stiindiger Ischdmie (Abb.4, S.35). 24
Stunden nach induzierter zerebraler Ischdmie hat die phospho-Erk1/2-Expression im
Vergleich zu der Expression nach 6-stiindiger Ischdmie in beiden Gruppen abgenommen. Die
Expression von phospho-Erk1/2 war bei den TG35-Mausen auch nach 24-stiindiger Ischdmie
im Vergleich zu den WT-Méusen geringer, zeigte jedoch keine statistische Signifikanz.
Bei nicht ischdmisch alterierten TG35- und WT-Méusen besteht keine signifikante Differenz
in der phospho-Erk1/2 Expression (Abb.4, S.35).
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Die Resultate zeigen eine erniedrigte postischdmische Erkl1/2-Aktivierung mit reduzierter
phospho-Erk1/2-Expression in PrP-iiberexpremierenden TG35-Méusen 6 Stunden nach

induzierter zerebraler Ischamie.
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Abb.4:A: Westernblot-Analyse der Expression von p-Erk/Erk nach transienter
Ischimie

B: Densitometrische Bestimmung der p-Erk Konzentration im Westernblot

(A:) Westernblot-Analyse der Expression von phospho-Erk (p-Erk) und Erk bei zerebraler Ischdmie nach 6 und
24 Stunden sowie unter nicht ischdmischen Bedingungen bei transgenen Tieren (TG35) und Wildtyp-Tieren
(WT). Es zeigte sich eine reduzierte Aktivitit fiir phospho-Erk bei TG35-Tieren im Vergleich zu WT-Tieren.
Die Erk-Konzentration zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen TG35- und WT-Tieren.

(B:) Densitometrische Bestimmung der phospho-Erk Konzentration im Westernblot. # Phospho-Erk
Konzentration nach 6 Stunden zerebraler Ischdmie bei TG35-Tieren zeigte eine signifikante Reduktion der p-Erk
Expression gegeniiber WT-Tieren.
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4.5 Einfluss von PrP‘-Uberexpression auf postischiimische Akt-

Phosphorylierung
Quantitative Westernblot-Analysen der Expression von phosphoryliertem (aktiviertem) Akt
und Total-Akt zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen TG35- und WT-
Mausen 6 und 24 Stunden nach induzierter zerebraler Ischdmie (Abb.9, S.36).
Diese Resultate sprechen gegen einen relevanten Effekt bei einer Uberexpression von PrP¢ in

der postischdmischen Akt Phosphorylierung nach zerebraler Ischdmie in vivo.

TG35 WT TG35 WT
60 kDa = o o o — e Akt
6h 24h 6h 24h con con

Abb.9: Westernblot-Anlyse der Konzentrationen an p-Akt und Total-Akt

Westernblot-Analyse der Konzentrationen an phospho-Akt und Total-Akt bei transgenen Tieren (TG35) und
Wildtyp Tieren (WT) bei transienter zerebraler Ischdmie nach 6 und 24 Stunden.

5 Diskussion

Es gibt hinreichende Erkenntnisse, dass PrP® durch diverse molekulare Mechanismen und
insbesondere Signalkaskaden neuronales Uberleben, nach neuronaler Schidigung, moduliert
(Roucou et al., 2004). Verschiedene Studien zeigten, dass eine Unterdriickung der PrP‘-
Expression in einer erhéhten Vulnerabilitét in vitro und in vivo, bei verschiedenen neuronalen
Noxen, wie z.B. einer zerebralen Ischdmie resultiert (Kuwahara et al., 1999; Bounhar et al.,
2001; McLennan et al., 2004; Roucou et al., 2004; Weise et al., 2006). Dahingegen existieren
unterschiedliche Erkenntnisse iiber die Effekte einer PrP‘-Uberexpression nach induzierter
neuronaler Ischdmie. PrP¢ iiberexpremierende TG20-Méiuse zeigten keinen geringeren
hypoxischen neuronalen Schaden nach transientem Verschluss der Arteria cerebri media
(Spudich et al., 2005), wohingegen Adenovirus-vermittelte PrP°-Uberexpression in einem
Ischimiemodell mit Ratten zu einem reduzierten hypoxischen neuronalen Defekt fiihrte (Shyu
et al., 2005). Die kontroversen Ergebnisse gaben Anlass eine Studie zu konzipieren, die die
Effekte einer PrP°-Uberexpression nach hypoxischer neuronaler Schidigung untersucht.

Weiterhin untersuchten wir den Einfluss einer PrP°-Uberexpression auf Signalkaskaden,
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welche im Zusammenhang mit hypoxischer neuronaler Schidigung stehen, um mdgliche
molekulare Mechanismen der PrP¢ vermittelten Neuroprotektion aufzuzeigen.

Wir konnten feststellen, dass eine moderate PrP°-Uberexpression zu einer verminderten
neuronalen Zellschddigung nach transienter fokaler Ischdmie fiihrt. Als moglichen
molekularen Mechanismus einer Neuroprotektion identifizierten wir eine reduzierte
postischamische Erk-1/2-Aktivierung in PrP° iiberexpremierenden Méusen.

In vorhergehenden Studien mit PrP°-Knock-out-Midusen stellten wir eine reduzierte
postischdmische Akt-Aktivitdt als moglichen molekularen Mechanismus einer erhdhten
neuronalen Schidigung fest (Weise et al., 2006). Bei PrP° iiberexpremierenden Miusen
konnten wir dahingegen keine Anderung in der postischimischen Akt-Aktivitit verzeichnen.
Die extrazelluldr regulierten Kinasen-1 und -2 (Erk 1/2) zeigten eine erhohte Aktivitdt nach
Reperfusion einer zerebralen Ischimie (Alessandrini et al., 1999; Irving, Bamford 2002).

Eine Inhibition der MEK (Mitogen activated and extracellular signal-regulated Kinase) mit
folgender reduzierter Erk-1/2-Phosphorylierung, resultierte in einer Neuroprotektion nach
hypoxischer neuronaler Schiadigung in vivo (Alessandrini et al., 1999; Namura et al., 2001).
Darauf basierend stellten wir die Hypothese auf, dass eine reduzierte postischdmische Erk-
1/2-Aktivierung, wie wir sie in PrP¢ iiberexpremierenden Méiusen feststellten, in einer
reduzierten ischdmischen neuronalen Schiadigung in TG35-Méusen im Vergleich zu WT-
Mausen resultiert.

Auch andere Studien bringen den MAPK/Erk-Signalweg mit den neuroprotektiven
Eigenschaften des PrP¢ in Verbindung. Die Arbeitsgruppe um Spudich demonstrierte eine
erhohte postischdmische Erk-1/2-Phosphorylierung in PrP°-Knock-out-Miusen, verglichen
mit WT-Maiusen, welche zu einer erhdhten neuronalen Schiddigung nach 30-miniitiger
zerebraler Ischdmie fiihrte (Spudich et al., 2005). Dahingegen beobachteten sie keine
relevanten Unterschiede in der postischdmischen Erk-1/2-Aktivierung zwischen PrP¢
iiberexpremierenden TG20-Miusen und WT-Mausen. Erstaunlicherweise bestand in dieser
Studie kein relevanter neuroprotektiver Effekt bei hypoxischer Hirnschadigung.

Diese Unterschiede im Vergleich zu unseren Ergebnissen, lieBen sich durch unterschiedliche
transiente Ischdmiezeiten erkldren. In unseren Experimenten wurde eine 90-miniitige
Ischdmie durchgefiihrt. Wir stellten eine erhohte postischamische Aktivierung der Erk-1/2 in
WT-Maiusen und eine statistisch signifikant geringere postischdmische Aktivierung der Erk-
1/2 in TG35-Madusen fest, was zu einer Neuroprotektion gegeniiber hypoxischer Schiadigung
mit deutlicher Reduktion der Schlaganfallvolumina fiihrte. Dahingegen fiihrte in den

Experimenten von Spudich eine 30-miniitige transiente Ischimie zu keiner relevanten Erk-
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1/2-Phosphorylierung, weder bei den WT-Miusen, noch bei den PrP® {iberexpremierenden
Mausen (Spudich et al., 2005). Dies wiirde fiir einen geringeren Einfluss des Erk-1/2-
Signalwegs auf den ischdmischen neuronalen Zelltod nach milder transienter Ischidmie
sprechen und somit die fehlende Neuroprotektion bei PrP® iiberexpremierenden TG20-
Maiusen nach 30-miniitiger Ischdamie erkléren.

Als weiteren moglichen molekularen Mechanismus der Neuroprotektion untersuchten wir den
Einfluss des PrP® auf die anti-apoptotische Kinase Akt. In vorhergehenden Experimenten
konnten wir zeigen, dass bei PrP°-Knock-out Méiusen eine reduzierte postischimische
Aktivierung der anti-apoptotischen Kinase Akt mit gesteigerter Caspase-3-Aktivierung
resultierte, welche zu einer verstirkten ischdmischen neuronalen Schidigung fiihrte (Weise et
al., 2006). Darauf basierend stellten wir die Arbeitshypothese auf, dass PrP°
iiberexpremierende TG35-Miuse eine verstirkte postischdmische PI-3Kinase/Akt-
Aktivierung mit resultierender verminderter neuronaler Schiadigung nach transienter Ischédmie
haben konnten. In unseren durchgefiihrten Experimenten bestand jedoch kein Unterschied in
der postischdmischen Akt-Aktivierung bei TG35- und WT-Maiusen. Diese Erkenntnis wiirde
gegen eine Involvierung des PI-3-Kinase/Akt-Signalwegs in der Neuroprotektion nach

transienter zerebraler Ischimie bei PrP° iberexpremierenden TG35-Méiusen sprechen.

6 Zusammenfassung

Die physiologischen Funktionen des PrP° sind noch nicht vollstindig verstanden. In diversen
Studien zeigte sich jedoch eine Einflussnahme durch das Prionprotein bei neuronaler
Schidigung (Roucou et al., 2004). Beispielsweise fiihrt eine Suppression des PrP® zu einer
erhohten Vulnerabilitdt gegeniiber multiplen neuronalen Schidigungen (Kuwahara et al.,
1999; Bounhar et al., 2001; McLennan et al., 2004). Dahingegen bestehen gegensitzliche
Erkenntnisse hinsichtlich der Effekte einer PrP°-Uberexpression bei ischdmisch induziertem
neuronalen Schaden (Shyu et al., 2005; Spudich et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollten Effekte einer PrP°-Uberexpression bei ischimisch
induziertem neuronalen Schaden aufgezeigt werden und mdgliche molekulare Mechanismen
einer Neuroprotektion identifiziert werden. Die zugrunde liegenden Experimente der
vorliegenden Arbeit wurden unter Beriicksichtigung der oben genannten gegensétzlichen
Erkenntnisse konzipiert. Zur Realisierung des Versuchsvorhabens wurde eine transitorische
90-miniitige neuronale Ischdmie bei Méusen induziert. Die Induktion der transienten Ischimie

erfolgte nach dem Prinzip des Fadenokklusionsmodells ( Hata et al., 1998). Zur Evaluierung

38



einer Einflussnahmen durch PrP¢ wurden die Infarktvolumina von PrP® {iberexpremierenden
Maiusen (TG35) und Wildtyp-Mausen (WT) verglichen. Als moglicher molekularer
Mechanismus der Neuroprotektion durch PrP¢, wurde der Einfluss auf die postischimische
Aktivierung des MAPK/Erk- und der PI-3-Kinase/Akt-Signalweg untersucht. Es erfolgte eine
Expressionsanalyse von Erk-1/2, phospho-Erk-1/2, Akt und phospho-Akt bei TG35- und WT-
Maiusen zu verschiedenen Zeitpunkten der Ischdmie und im Vergleich dazu unter nicht
ischdmischen Bedingungen. Es zeigte sich eine signifikant reduzierte Aktivitat fiir phospho-
Erk bei TG-35-Tieren im Vergleich zu WT-Tieren. Die Erk-Konzentration zeigte keinen
Unterschied zwischen TG-35 und WT-Tieren.

In unseren Experimenten konnten wir demonstrieren, dass eine 90-miniitige Ischdmie bei den
PrP¢ liberexpremierenden Médusen (TG35) in einem verringerten Infarktvolumen im Vergleich
zu den Wildtyp-Méusen resultiert. In weiterfiihrenden Experimenten identifizierten wir eine
postischdmisch reduzierte Erk-1/2-Phosphorylierung bei PrP° {iberexpremierenden Mausen
im Sinne eines verminderten Aktivititsgrades.

Die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die in verschiedenen Studien
angenommene neuroprotektive Funktion des PrP°. Es konnte gezeigt werden, dass Prnp-
iiberexpremierende Méuse nach Induktion einer 90-miniitigen Ischdmie signifikant geringere
Infarktvolumina aufweisen als Prnp-WT-Mause. Als moglichen molekularen Mechanismus
der PrP°¢ vermittelten Neuroprotektion identifizierten wir einen Signalweg der extrazelluldr
regulierten Kinasen (Erk-1/2). Dabei konnten wir zeigen, dass eine PrP¢ Uberexpression in
transgenen Tieren (TG35-Méuse) in einer Reduktion der postischdmischen Erk-1/2-
Phosphorylierung resultiert. Dies fiihrte wiederum zu einer Reduktion der neuronalen
Schidigung bei einer transienten zerebralen Ischdmie im Sinne einer Reduktion der zerebralen
Infarktvolumina im Vergleich zu Wildtyp-Tieren.

Inwiefern die gewonnenen Erkenntnisse am Mausmodell auf Menschen iibertragbar sind, gilt
es noch genauer zu verifizieren. Hinsichtlich weiterfithrender Forschungsansitze wire es
interessant, noch weitere molekulare Mechanismen zu identifizieren, welche in einer
Neuroprotektion resultieren. In Hinblick auf therapeutische Ansétze stellt sich auch die Frage,
inwieweit eine aktive postischimische PrnP-Aktivierung mit nachfolgender PrP*-
Uberexpression oder eine isolierte Beeinflussung protektiver Signalkaskaden zu einer
Infarktvolumenreduktion fiihren konnten. Weitere Ansatzpunkte eroffnen sich auch
hinsichtlich neurodegenerativer Erkrankungen, hier wére tiefergehend zu erforschen,
inwiefern die gewonnenen Erkenntnisse der Neuroprotektion zu einem therapeutischen

Ansatz beitragen konnten.
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