PI3KY als ein Mediator der septischen
Enzephalopathie

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades

,doctor rerum naturalium* (Dr. rer. nat.)

vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultit

der Friedrich-Schiller-Universitat Jena

von Diplom-Ingenieur und Master of Engineering
Adrian Frister

geboren am 16.11.1980 in GroBréhrsdorf



Gutachter:
l. Prof. Dr. Reinhard Wetzker (Friedrich-Schiller-Universitét Jena)
2. Prof. Dr. Michael Bauer (Friedrich-Schiller-Universitét Jena)

3. Prof. Dr. Harald Loppnow (Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg)

Datum der 6ffentlichen Disputation: 16.02.2016



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INhaltSVErzZeiChNIS ....eeeeeeeiiieiiiiiiiiiiiinniienineicsntecsneecsneicsnnesssseessssesssssesssssesssssesssssees I
ZUSAMMENTASSUIN «ouuvverieiirrnrrecssssnreossssssressssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass VI
ADSEFACE.ccuueieiineriitennsnrensneessneesssneesssnessssnsssssnesssasesssasessssssssssesssssessssssssssssssssasssssassss VIII
AbDbildungSverzZeiChiS........coueiciieiciinicssnicssnicssnissssnicsssnessssnesssssessssssssssssssssssssssssssess X
Tabellenverzeichnis e XIT
Verzeichnis haufig verwendeter AbKUIrzungen.........ceeeccveeecseecsseecssnencsssencsssnnenes XIIT
1. EINICITUNG c..ccuviiniiiniiiiitiiiiintinntennninnennecsnesssesssesssesssseesssssssssssassssessssssssases 1
1.1. Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der SepsiS........cocverveeeveeneeecieenveennen. 1
1.1.1.  Reaktionen des angeborenen Immunsystems...........ccccceevueerieecieenieenieenieeieene 1
1.1.2.  Begriffsdefinitionen zu SIRS und Sepsis.......ccccevueriineriiiniiniiiiniireeeeeeeenee 4
1.1.3.  Tiermodelle zur Untersuchung systemischer Entziindungsreaktionen in vivo... 6
1.2. Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der septischen Enzephalopathie........ 8
1.3. Das zentrale Nervensystem und die Blut-Hirn-Schranke ..............cocccoceneeie. 12
1.3.1.  Zelluldire Komponenten des ZNS..........oooiiiiiiiiiiiieiiee e 12
1.3.2.  Aufbau und Funktion der BHS ..., 15
1.4. Die Rolle von MMP bei akuter Neuroinflammation...........cccceeveerieeniennennne. 19
L.5. Die Phosphoinositid-3-Kinasen der Klasse I ........ccccocveviiniiiiniininicnicnennn. 23
1.5.1.  Einteilung und Funktionen der Phosphoinositid-3-Kinasen .............cccccccuenue. 23
1.5.2. Funktionen von PI3KY .....cccciiiiiiiieeeeeeeee e 25
1.6. Zielstellung der ATDEIL .........ovvuiiiiiieeeiee et 29
2. Materialien und Methoden..........cceeeicveiiiiniccsnicssencssnnncsssnncsssnesssssessssesnns 31
2.1. Verwendete Materialien und Versuchstiere ...........cooccevveeviieiiienieeiiienieeee, 31
2,11, ChemiKalen .....c.ooiiiiiiiiieie et 31
2.1.2.  Puffer und LOSUNZEN .......ooeeiiiiiiieiie ettt 31
2.1.3.  Inhibitoren und AZONIStEN.......cccueieriiieiiieeiiieeriee et e e e e ereeeereeeearee s 31
2.1.4.  Tiere und Primarzellen.........ccccooieviriiniiiiiiinieieeeeceee e 32
2.2. METROARN. ...ttt 33



Inhaltsverzeichnis

2.2.1.
22.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.2.6.
2.2.7.
2.2.8.
2.2.9.

2.2.10.
2.2.11.
2.2.12.
2.2.13.
2.2.14.

3.1.
3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.3.

3.3.1.
3.3.2.

3.3.3.
3.3.4.

3.3.5.

3.3.6.
3.3.7.

Kultivierung von Mikroglia und BV2-Zellen ..........ccocoveviieiiiniiiiienieeene, 33
Préparation von priméren Mikroglia...........cccoeevieviieniiiiiiiniiicieieeeece e 33

Posttranskriptionale Geninaktivierung von p110y mittels RNA-Interferenz... 34

Tierexperimentelles Modell zur Induktion eines SIRS ..........ccccceiiiiiiiinieens 34
Quantifizierung der BHS-Permeabilitét...........ccccoovieviiinieniiieiecieeeeeeee, 35
Beurteilung der Morbiditat...........cccveevierieiiiieniiieiierie et 35
Histologie und Immunhistochemie ............cceccvveeiiiieiiiieeieeceeceece e, 36
IMMUNZYLOChEIMIE ....c.eviieiiieeieeeiee et e e e eree e 38
WESEEIN BIOt....c.eiiiiiiiiiiicce s 39
ZYMOGLAPNIC ..veeveieiiieiieeieeeie et eete ettt et e et e e seeeeteesabeesbeessaeensaesnseenseensns 42
MMP-2/-9- AKEIVIEALS-ASSAY ..nevieneieiieeiieeieeite st eiee ettt ettt esaeeeeeas 42
Quantifizierung von CAMP ........oooiiiiii e 43
RNA-Préparation und quantitative real-time PCR ............ccccoeevivivieninanenne, 43
StatistiSChe AUSWEITUNZEN .......eevuvieiieieieeieerieeieeeie et esereereeseeeereesereeseesnneens 45
EXgeDniSSe cuceuueiiiieriniriiinniiinsnniisneicsnnicinnessnicssnncssssecssssnessssssssssssssssessssssssnes 46
Der Verlust von PI3Ky erhoht die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke....... 46
Der Verlust von PI3Ky fiihrt zu einer erhohten MMP-Expression im

HIMNZEWEDE ..ottt ettt eba et e e e e 50
Nachweis von MMP im Hirngewebe von Mausen ..........ccccceeveeeieenieniiennnnn. 50
Residente Immunzellen produzieren MMP im Gehirn ..........ccoccoeveieieennnnnen. 52

Der Verlust von PI3Ky in Mikroglia bewirkt eine Erh6hung der MMP-

Sezernierung infolge einer LPS-Stimulation ..........c.ccooovveeviiiiiieeiiieeeeeen 56
Die LPS-Stimulation von Mikroglia erhoht die Expression von PI3Ky .......... 56
Erhohte cAMP-Konzentration und verstirkte CREB-Phosphorylierung in
PI3KY-KO-MIKIOGIHa ....oveiiiiiiiiiiieiereeieeete et 57
Erhohte LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP beim PI3Ky-KO........ 58
Erhohte CREB-Phosphorylierung und verstéirkte Expression von MMP-mRNA
in BV2 nach dem Knockdown von pl10Y ......ccccoceeviriiniiiiniiniiniiiceceee, 59
Modulation des cAMP-PKA-Signalweges beeinflusst die MMP-mRNA-
EXPIESSION ..ttt ettt ettt eeeas 62
Erhohte MMP-Expression in PI3Ky-KO-Mikroglia...........ccccoveeviiieniininnnnn, 65

Erhohte MMP-Aktivitdt in den Kulturiiberstinden von PI3Ky-KO-Mikroglia67

v



Inhaltsverzeichnis

3.3.8.  Aktivierung von cAMP fiihrt zu verstirkter Produktion von MMP-9 durch
BV 2 e ettt 69
3.3.9.  Zusammenfassung der in-vitro-Daten............ccceeeiieeiiieeiiieeeie e 72
4. DISKUSSION ceceeenniiiiniiiiniiiisnneiinniisnnissnicssnnessssesssssesssssnssssssssssssssssssssssesssssenes 73
4.1. Entwicklung einer systemischen Entziindungsreaktion durch LPS................. 73
4.2. LPS-induzierte Schiadigung der BHS ...........ccoiiiiiiiiiniiiecee e, 75
43. Verminderung der BHS-Integritit durch MMP aus Mikroglia........................ 79
4.4. Der Verlust von PI3KYy fiihrt zu erh6hter MMP-Expression in Mikroglia ...... 83
4.5. Die Phosphodiesterase-Aktivitdt hat Einfluss auf die Expression von MMP
AUIch MIKEOGIIA. ......viiiiiiiieiiecieee et 88
4.6. Zusammenfassung und Ausblick ..o 90
LiteraturverzZeiChmis .......ecceiiiieiiniiiiniiiinsiicssnicnsnicssnnicsssnecsssnnessssscssssesssssesssssssssees 93
Lebenslauf.......iiiiniiiiiiiiniinnicnninniniiniiniiisisseisessississesssssssssssssssssssses 108
PUDLIKAtIONEN ..uccuueiiniiiiiiniiitinniintccnennicneisaecsesssesssessssssssessssesssesssssssssssssssssasssss 109
DAnKSAZUNE ..cueeieuriiniirininriiiinnicssnnncsssnicsssnessssnesssssessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 110
Eidesstattliche ErKIArunNG.......ccueiiiieiiniiriiiiiissnicssnicssnnicsssnncsssnessssescsssssssssesssssessnes 111



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die septische bzw. sepsis-assoziierte Enzephalopathie (SE) ist eine haufig auftretende
frithe Organmanifestation einer systemischen Entziindungsreaktion durch Infektion des
Saugetierorganismus. Sie &duflert sich beim Menschen initial in Form von
Wahrnehmungs- und Konzentrationsstérungen, die progredient sein konnen bis hin zu
Stupor, Delirium und Koma. Der Verlust der Integritdt der Blut-Hirn-Schranke (BHS)
infolge der verstirkten Aktivitdit von Matrixmetalloproteasen (MMP) spielt eine
entscheidende Rolle wihrend der frithen Pathogenese der SE. Durch die gestorte BHS-
Funktion, verstéirkten Ubertritt pro-inflammatorischer Zytokine aus dem Blut und
Invasion  aktivierter =~ Leukozyten = kommt es zu  einer  gesteigerten
neuroinflammatorischen Aktivitdt und Aktivierung der Mikroglia-Zellen als residenten
immunkompetenten Zellen des Gehirns. Daneben ist die durch pro-inflammatorische
Zytokine verursachte afferente Signalvermittlung iiber den Nervus vagus bei peripherer
Inflammation bedeutsam. Ferner kann auch ein Eintritt pro-inflammatorischer
Mediatoren an den zirkumventrikuldren Organen des Gehirns, die keine BHS ausbilden,
lokal zur Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Diffusion in das
Hirnparenchym fithren. Insgesamt bewirken diese Vorginge eine gesteigerte
neuroinflammatorische Aktivitdt, die neuronale Funktionen entscheidend beeinflusst
und so zu Wahrnehmungs- und Konzentrationsstorungen fiihrt. Auflerdem kann es
aufgrund der gestorten BHS-Funktion zur Bildung eines Hirnddems und der Auslosung
pro-apoptotischer Verdnderungen im Hirnparenchym kommen, die zum Verlust

neuronaler Zellen fiithren konnen.

Das Signalmolekiil PI3Ky wird unter anderem von Immunzellen exprimiert und spielt
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle inflammatorischer Reaktionen. Der Einfluss von
PI3Ky auf die Entwicklung der septischen Enzephalopathie, insbesondere auf die
Integritit der BHS, war bislang nicht bekannt und wurde deshalb in einem in-vivo-
Modell untersucht. Als mechanistisches Modell fiir ein systemisches inflammatorisches
Response-Syndrom (SIRS) als initialer {tberschieBender Wirtsreaktion bei der
Pathogenese einer Sepsis wurde eine intraperitoneale Injektion von Lipopolysaccharid

(LPS, 10 mg/kg KG) angewandt. Es wurden drei Mausstimme verwendet, die sich in
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Zusammenfassung

der Expression der katalytischen PI3Ky-Untereinheit pl10y unterscheiden. Der
C57BL6/J-Wildtyp-Stamm verfiigt iiber die natiirliche Variante von p110y, wahrend im
PI3Ky-KO-Stamm die Expression genetisch deaktiviert ist. Der PI3Ky-KD-Stamm

exprimiert eine kinase-inaktive p110y-Mutante.

In Tieren des PI3Ky-KO-Stammes kam es infolge der LPS-Injektion zu einer im
Vergleich zum Wildtyp und zum PI3Ky-KD-Stamm erhohten BHS-Permeabilitét fiir
Plasmaproteine als Merkmal einer gestorten BHS-Integritit, die auf eine verstérkte
MMP-Expression durch Mikroglia zuriickgefiihrt werden konnte. Bei in-vitro-
Untersuchungen an primédren Mikroglia-Zellen, die aus Gehirnen von PI3Ky-KO-
Maiusen gewonnen wurden, war im Vergleich zu Mikroglia aus Wildtyp- bzw. PI3Ky-
KD-Méusen eine verstirkte LPS-induzierte MMP-Expression und -Aktivitét
nachweisbar. Weitere Hinweise auf den Einfluss der kinase-unabhidngigen Funktion der
PI3Ky auf die cAMP-Konzentration und damit auf die Expression von MMP,
insbesondere MMP-9, konnten mit Hilfe der pharmakologischen Beeinflussung der

PDE-Funktion und des cAMP-PKA-Signalweges gewonnen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die kinase-unabhéngige Funktion von
PI3Ky durch Moderation der mikroglialen MMP-9 Produktion entscheidend an der
LPS-induzierten Storung der BHS bei SIRS-induzierter SE beteiligt ist. Diese
Ergebnisse bestitigen und erweitern aktuelle Resultate iiber regulatorische
Auswirkungen von PI3Ky auf die cAMP-abhédngige Signaltransduktion in Zellen des

Immunsystems.
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Abstract

Abstract

Sepsis associated or septic encephalopathy (SE) is a frequent complication of a systemic
inflammation caused by severe infection. Initial symptoms in patients are cognitive and
perceptive deficiencies and may progress to delirium, stupor or coma. Loss of blood
brain barrier (BBB) integrity as a consequence of increased matrix metalloprotease
(MMP) activity is an important aspect during the pathogenesis of SE. Disturbed BBB
function, increased influx of pro-inflammatory cytokines from the blood compartment
and invasion of activated leukocytes trigger an increased neuroinflammatory activity
and activation of microglia as the local immunocompetent cells of the central nervous
system. Additionally, afferent signaling via the nervus vagus stimulated by pro-
inflammatory cytokine release in peripheral inflammation due to abdominal and visceral
infection is of importance. Furthermore permeation of pro-inflammatory mediators at
the brain’s circumventricular organs, which do not possess a BBB, activates the release
of pro-inflammatory cytokines and their diffusion into brain parenchyma. Overall these
processes result in an increased neuroinflammatory response crucially affecting
neuronal function, thus resulting in cognitive and perceptive deficiencies. Additionally
the disturbed BBB function may cause brain edema and activation of pro-apoptotic

alterations in brain parenchyma, resulting in loss of neuronal cells.

The signaling molecule PI3Ky is mainly expressed in immune cells and is involved in
controlling inflammatory reactions. The influence of PI3Ky in the pathogenesis of SE,
especially concerning BBB integrity, was unknown and has been investigated in an in
vivo model. The mechanistic model of a systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) used for this investigation was the intraperitoneal injection of lipopolysaccharide
(LPS, 10 mg/kg body weight). Three mouse strains on the C57BL6/J background
differing in expression of the catalytic PI3Ky subunit p110y were utilized. The wildtype
strain possesses the natural version of pl10y, while its expression is genetically

deactivated in the PI3Ky-KO-strain. The PI3Ky-KD-strain has a kinase-inactive p110y.

In comparison to animals of the wildtype- and PI3Ky-KD-strain animals of the PI3Ky-

KO-strain after LPS injection showed an increased BBB permeability for plasma
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Abstract

proteins, an indicator of BBB impairment. This loss of BBB integrity was attributed to
an enhancement of MMP expression by microglia. In vitro investigations using primary
microglia showed an increased LPS-induced MMP expression and activity in cultures of
microglia obtained from mice of the PI3Ky-KO-strain in comparison to cells from
wildtype- and PI3Ky-KD-strain. Additional evidence of the PI3Ky kinase independent
function to influence cAMP and in this way the expression of MMP, especially MMP-9,
was found by pharmacologic inhibition of PDE function and cAMP-PKA-signaling.

The data presented in this thesis elucidate the kinase independent function of PI3Ky as a
crucial mediator in the pathogenesis of SE in LPS-induced SIRS by moderating the
microglial production of MMP-9. These results confirm and extend recent findings
regarding the regulatory functions of PI3Ky on cAMP-dependent signaling in cells of

the immune system.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1.  Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der Sepsis

1.1.1. Reaktionen des angeborenen Immunsystems

Die Auseinandersetzung mit Pathogenen, welche durch die Infektion und Besiedlung
eines Wirts dessen physiologischen Funktionen stéren und Krankheiten auslosen
konnen, hat im Laufe der Evolution in hoheren Lebewesen zur Ausbildung eines
Immunsystems zur Abwehr solcher Krankheitserreger gefiithrt. Das Immunsystem von
Sdugetieren kann in zwei wesentliche Komponenten unterteilt werden, das angeborene
und das adaptive Immunsystem. Das angeborene Immunsystem stellt die erste
Verteidigungslinie der Immunabwehr gegen eine Infektion dar. Darauf aufbauend ist
das adaptive Immunsystem ein wesentlicher Bestandteil der Immunabwehr und kann
durch eine Anpassung an Pathogene und deren Wiedererkennung eine
erregerspezifische Abwehr ermoglichen (Schmidt ef al. 2005). Der Fokus der
vorliegenden Arbeit liegt auf Reaktionen des angeborenen Immunsystems, weshalb hier
auf die detaillierte Erorterung der Funktionen des adaptiven Immunsystems nicht ndher
eingegangen werden soll. Das angeborene Immunsystem besteht aus verschiedenen
Hauptkomponenten. Zunichst dienen epidermale, dermale und mucosale Barrieren zur
Abgrenzung des Organismus gegeniiber seiner Umwelt und sind die erste Hiirde, die ein
Pathogen liberwinden muss. Es existieren mechanische und chemische Barrieren, die
ein Eindringen erschweren. Daneben gibt es Mechanismen zum Ausschleusen
eingedrungener Organismen (Aumiiller 2007, Schmidt et al. 2005). Ein Beispiel ist die
Bindung durch Schleim und der Transport durch Flimmerhirchen aus den Atemwegen.
Zudem behindert die natiirliche Besiedlung mit Organismen der Normalflora,
beispielsweise auf der Haut oder im Darm ein Wachstum von Pathogenen. Eine zweiter
Bestandteil der angeborenen Immunitdt sind humorale Komponenten. Hierzu gehéren
die Proteine des Komplementsystems, die eine Opsonisierung von Pathogenen anhand
bestimmter universaler Oberflichenstrukturen bewirken. Dadurch werden eine

chemotaktische Aktivierung von Immunzellen und die Phagozytose der Partikel
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induziert. Die Komplementfaktoren des Membranangriffskomplexes konnen durch die
Einlagerung in die Zellmembran einer Zielzelle und die Bildung von Poren die Zelllyse
herbeifiihren. Eine weitere wichtige Komponente der humoralen Abwehr ist das
Lysozym, welches die Oberflaichenstrukturen von Bakterien angreift. Durch die
Aktivierung der Komplementkaskade wird zudem eine Immunreaktion ausgelost, in
deren Folge Signalproteine, wie Zytokine, sowie die Akut-Phase-Proteine ausgeschiittet
werden. Die dritte Komponente des angeborenen Immunsystems sind die Zellen des
Systems. Dazu gehoren unter anderem Immunzellen wie Monozyten, Granulozyten,
natiirliche Killerzellen und Makrophagen. Zellen des Immunsystems sind in der Lage,
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) mit Hilfe eines Spektrums an
Pathogen-Erkennungs-Rezeptoren (pathogen recognition receptors — PRR) zu
detektieren. Es existieren verschiedene PRR, die an entsprechende konservierte
Strukturen unterschiedlicher Pathogene binden (Takeuchi & Akira 2010). Zu solchen
PAMP-Strukturen gehdren unter anderem Zellwandbestandteile von Bakterien, wie das
iiber den Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) detektierte Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS)
gram-negativer Bakterien oder Lipoteichonsduren aus den Zellwédnden gram-positiver
Bakterien, die mit dem TLR2 erkannt werden. Weitere durch TLR detektierbare PAMP-
Strukturen sind beispielsweise spezifische Nukleinsdure-Sequenzen. Die TLR bilden
eine Familie der PRR. Sie sind in der Lage, den extrazellularen Raum, Lysosomen und
Endosomen zu iiberwachen und als Reaktion auf Pathogene oder deren Bestandteile
eine unspezifische Immunantwort auszulésen. Die Erkennung von Pathogenen durch
TLR spielt auch bei der Aktivierung von Zellen des adaptiven Immunsystems eine

wichtige Rolle (de Jong ef al. 2010).

Die Eliminierung von Krankheitserregern durch die Zellen des angeborenen
Immunsystems erfolgt durch die Freisetzung verschiedener Enzyme und reaktiver
Sauerstoff-Spezies (ROS) bzw. reaktiver Stickstoff-Spezies (RNS), durch welche
Zellstrukturen angegriffen werden, sowie durch die Phagozytose und den intrazelluldren
Verdau von Pathogenen und deren Bestandteilen (Schmidt ez al. 2005). Die Aktivierung
von Immunzellen durch PAMP fiihrt zu einer Freisetzung von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, um weitere Komponenten des
Immunsystems zu aktivieren bzw. zu rekrutieren. Dadurch kommt es zu einer lokalen
Entziindungsreaktion in der Umgebung des Infektionsherdes. Zuséatzlich kann aufgrund

einer Freisetzung von schaden-assoziierten Molekiilen (damage-associated molecular
2
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pattern molecules — DAMP) durch geschidigte oder unter Stress stehende Zellen die
Immunreaktion verstirkt werden. Hauptursache fiir die Entstehung einer
Entziindungsreaktion infolge einer Infektion sind die Reaktionen des angeborenen
Immunsystem (Takeuchi & Akira 2010). Um exzessive Entziindungsreaktionen zu
vermeiden, die Zellen und Gewebe schddigen konnen, ist eine prazise Regulierung der
Immunreaktion erforderlich. Ein Gleichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Mechanismen ist notwendig, um die Entziindungsreaktion zu

begrenzen und im Anschluss den physiologischen Normalzustand wiederherzustellen.

Wird beispielsweise infolge einer Infektion die Immunantwort des Organismus derart
massiv erhoht, dass aus einer lokal begrenzten Reaktion eine systemische
Entziindungsreaktion hervorgeht, spricht man von einer Sepsis. Historisch wurde davon
ausgegangen, dass die klinische Symptomatik der Sepsis auf die direkte Wirkung der
infizierenden Mikroorganismen zuriickzuftihren sei. Im Verlauf des 20. Jahrhunderts
wurde jedoch festgestellt, dass das klinische Krankheitsbild in erster Linie durch die
Immunantwort des Patienten ausgeldst wird. Die Kriterien fiir die Diagnose einer Sepsis
wurden 1991 auf einer Konsensuskonferenz festgelegt (Bone ef al. 1992), sie sind im
Kapitel 1.1.2 aufgefiihrt. Dabei wurde die systemische Entziindungsreaktion bzw. das
systemische inflammatorische Response-Syndrom (SIRS) definiert, um die Kriterien
zur Diagnose einer Sepsis zu vereinheitlichen. Aktuell wird die Anwendbarkeit des
SIRS-Kriteriums zur Diagnose einer Sepsis in Frage gestellt, da es fiir eine Sepsis nicht
pathognomonisch ist (Vincent et al. 2013). Wihrend eine {berschieBende
Immunantwort infolge einer Infektion zu einer Sepsis fiihren kann, ist es ebenfalls
moglich, dass verschiedene nicht-infektiose Prozesse, die eine massive Aktivierung des
angeborenen Immunsystems nach sich ziehen, die klinische Symptomatik eines SIRS
hervorrufen konnen. Dazu gehdren beispielsweise Interventionen, die mit massiven
Gewebeschadigungen einhergehen, wie schwere Traumata, massive chirurgische
Eingriffe oder groBflachige Verbrennungen aber auch nicht-infektiose Erkrankungen
wie eine Pankreatitis (Vollmar 2011, Rittirsch et al. 2008). Eine {iiberschieBende
systemische Immunreaktion kann auch infolge einer entsprechend starken Exposition
mit DAMP oder PAMP, wie beispielsweise durch eine intravendse Injektion von
Bakterienbestandteilen wie LPS, hervorgerufen werden. Die systemische Reaktion auf
eine Aktivierung des Immunsystems mit der exzessiven Bildung und Freisetzung von

humoralen und zelluldren Entziindungsmediatoren ist die wesentliche Ursache fiir die
3



Einleitung

Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen Krankheitserscheinungen und
pathophysiologischen Verdnderungen, die im Verlauf eines SIRS auftreten (Bone et al.

1992, Werdan et al. 2005, Reinhart et al. 2010, Bauer et al. 2006, Rittirsch et al. 2008).

Parallel zu der massiven Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren in die
systemische Zirkulation, dem sogenannten ,,Zytokin-Sturm*, wird auch eine anti-
inflammatorische Reaktion ausgelost, die der Entziindung entgegenwirkt. Dabei kann
eine Uberkompensation der Entziindungsreaktion zu einer Immunsuppression im
Anschluss an die pro-inflammatorische Phase fiihren. Dieses kompensatorische anti-
inflammatorische Response-Syndrom (compensatory anti-inflammatory response
syndrome — CARS) kann eine erhohte Anfilligkeit fiir Sekundérinfektionen bedingen
(Adib-Conquy & Cavaillon 2009, Vollmar 2011).

1.1.2. Begriffsdefinitionen zu SIRS und Sepsis

Die Kriterien und Begriffsdefinitionen zu SIRS und Sepsis wurden 1991 auf einer
Konsensuskonferenz festgelegt und 2001 auf einer Folgekonferenz im Wesentlichen
bestdtigt (Bone et al. 1992, Levy et al. 2003). Als Grundlage zur Identifikation von
Patienten mit einem systemischen pro-inflammatorischen Geschehen wurden die SIRS-
Kriterien so gewéhlt, dass mit schnell anwendbaren und gut verfiigbaren diagnostischen
Mitteln eine hohe Sensitivitét erreicht wurde. Dabei ist die Spezifitit jedoch gering, was
die aktuell anhaltende Diskussion iiber die Notwendigkeit einer Uberarbeitung dieser
Kriterien ausldste (Vincent et al. 2013, Balk 2014). Im Folgenden sollen die Begriffe
SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock anhand ihrer derzeit giiltigen
Definitionen erldutert werden (Bone et al. 1992, Levy et al. 2003, Riedemann et al.

2003, Greten & Andrassy 2005, Reinhart et al. 2010).

Ein SIRS ist durch das Auftreten von mindestens zwei der folgender Symptome
definiert:
e Hypothermie < 36 °C oder Hyperthermie > 38 °C
e Tachykardie: Herzfrequenz > 90 /min
e Tachypnoe > 20 /min ohne Hyperventilation, Hypokapnie mit pCO, <33 mmHg
e Leukozytose > 12000 /ul oder Leukopenie < 4000 /pl oder mehr als 10% unreife
Neutrophile im Differentialblutbild
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Bei gleichzeitigem Nachweis einer Infektion, entweder durch den mikrobiologischen

Erregernachweis oder anhand klinischer Kriterien, spricht man von einer Sepsis.

Eine Sepsis mit Organdysfunktion wird als schwere Sepsis bezeichnet und liegt vor,
wenn zusétzlich eine akute Enzephalopathie, relative oder absolute Thrombozytopenie,

arterielle Hypoxdmie, renale Dysfunktion und / oder metabolische Azidose auftreten.

Ein septischer Schock liegt vor, wenn in einem Sepsispatienten trotz adidquater
Fliissigkeitssubstitution eine Hypotonie mit einem systolischen Blutdruck von weniger
als 90 mmHg bzw. einem mittleren Blutdruck von weniger als 65 mmHg fiir mindestens

1 h auftritt und eine andere Ursache fiir diese Hypotonie ausgeschlossen werden kann.

Wihrend eines SIRS bzw. einer Sepsis kann es aufgrund von Gewebeschiden,
Odembildung, verminderter Gewebsperfusion und Hypoxie zu Organdysfunktionen
kommen. Beim Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) sind mehrere Organsysteme
betroffen, wodurch der Erhalt der lebenswichtigen Korperfunktionen nur noch durch

intensivmedizinische Intervention gewihrleistet werden kann.

Der Verlauf einer Sepsis ist gekennzeichnet durch eine Hyperinflammation, in der eine
iiberschieBende Immunreaktion auf eine Infektion einen ,,Zytokin-Sturm* mit hohen
Serumkonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-1p und eine
systemische Entziindungsreaktion (SIRS) auslost. Je nach Schwere des Ereignisses kann
es zur Entwicklung einer schweren Sepsis bis hin zum septischen Schock kommen
(Cavaillon et al. 2003, Wiersinga & van der Poll 2007, Rittirsch et al. 2008, Bhatia et
al. 2009).

Infolge der bei einem SIRS ablaufenden starken inflammatorischen Reaktionen ist das
Auftreten von Gewebe- und Organschiadigungen moglich, die aus verschiedenen
Effekten resultieren konnen (Cinel & Opal 2009, Bhatia ef al. 2009, Adam et al. 2013).
Zu diesen Effekten gehdren:

e Auslosung von Apoptose

e Endothel-Aktivierung, die zu Mikrozirkulationsstorungen fiihren kann

o verstirkte Koagulation und erhohtes Risiko der Thrombenbildung

e oxidativer Stress durch erhohte Produktion von ROS und RNS

e Freisetzung proteolytischer Enzyme

e Freisetzung von cytotoxischen und neurotoxischen Substanzen
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Wihrend des komplexen Geschehens bei einer Sepsis werden anti-inflammatorische,
den pro-inflammatorischen Vorgidngen entgegenwirkende Mechanismen aktiviert, um
lokalen und systemischen Gewebeschiddigungen, die durch die Entziindungsreaktionen
hervorgerufenen  werden konnen, vorzubeugen. Eine unangepasste anti-
inflammatorische Reaktion kann jedoch eine Immunparalyse bedingen, die durch hohe
Serumkonzentrationen anti-inflammatorischer Mediatoren, wie 10slichem TNF-
Rezeptor, IL-1RA, IL-10 und TGF-B, sowie eingeschriankte Funktion von Immunzellen
gekennzeichnet ist (Andreasen et al. 2008, Adib-Conquy & Cavaillon 2009, Biswas &
Lopez-Collazo 2009, Angus & van der Poll 2013). Das CARS ist somit ebenfalls ein
Resultat unangepasster Immunreaktionen. Die erhohte Anfilligkeit fiir eine
Sekundirinfektion resultiert unter anderem aus einer verstirkten Apoptose von
Lymphozyten, einer Endotoxintoleranz, verringerter HLA-DR-Expression und ROS-
Bildung durch Monozyten. Aufgrund geschwéchter Abwehrmechanismen besteht die
erhohte Gefahr einer Verschirfung der der Sepsis zugrunde liegenden Infektion und
eine hohe Anfilligkeit der Patienten fiir eine nosokomiale Sekundérinfektion (Adib-

Conquy & Cavaillon 2009).

1.1.3. Tiermodelle zur Untersuchung systemischer

Entziindungsreaktionen in vivo

Fiir die Untersuchung von SIRS bzw. Sepsis werden verschiedene in-vivo-Tiermodelle
genutzt. Die bei der Entstehung und im Verlauf einer Sepsis ablaufenden komplexen
Ablaufe in einem standardisierten Tiermodell zu simulieren, stellt eine grof3e
Herausforderung dar (Dyson & Singer 2009). Es existieren verschiedene Ansitze, in
Versuchstieren eine Immunreaktion zu induzieren, deren Verlauf einen Teil der bei
einer Sepsis ablaufenden Vorgidnge modellhaft nachbilden kann: Eine Vorgehensweise
ist die Verabreichung von Toxinen oder Pathogenbestandteilen, die zu einer
systemischen Aktivierung des Immunsystems fiihrt. Ein zweiter Weg ist eine Infektion
mit exogenen Erregern. Daneben existieren Modelle, die durch eine Storung
korpereigener Barrieren eine Infektion mit endogenen Bakterien herbeifiihren (Buras et

al. 2005).
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Durch die Injektion von Pathogenbestandteilen, wie beispielsweise LPS, wird eine
starke Aktivierung des angeborenen Immunsystems hervorgerufen. Eine durch LPS-
Injektion verursachte Endotoxdmie stellt ein Modell zur Untersuchung eines SIRS dar.
Durch direkt in die Blutbahn injiziertes oder in die Blutzirkulation diffundierendes LPS
werden Zellen des Immunsystems aktiviert und eine pro-inflammatorische Reaktion
ausgelost. Verschiedene Symptome, die bei einer Sepsis auftreten, kdnnen auch bei
einer akuten Endotoxdmie infolge einer Bolus-Injektion von LPS beobachtet werden,
wie beispielsweise erhOhte Plasmakonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine,
verringerte Myokard-Kontraktilitdt, Laktat-Azidose oder Schock (Fink 2014).
Allerdings unterscheiden sich diese Symptome wihrend einer Endotoxdmie von den
wihrend einer Sepsis beobachteten in Intensitét und zeitlichem Verlauf (Remick et al.
2000, Recknagel et al. 2013, Rittirsch et al. 2007). Tiermodelle, die eine Injektion von
Pathogenbestandteilen nutzen, bieten eine gute Standardisierbarkeit und
Replizierbarkeit. In Abhidngigkeit der eingesetzten LPS-Dosis konnen mit
entsprechenden Modellen die physiologischen und biochemischen Veridnderungen
simuliert werden, die insbesondere in der Anfangsphase einer Sepsis, wie sie
infolge einer massiven Infektion mit gram-negativen Bakterien ausgelost werden
kann, auftreten (Fink 2014, Remick et al. 2000). Dementsprechend eignen sich
Tiermodelle, bei denen eine Injektion von Pathogenbestandteilen erfolgt, fiir
mechanistische Untersuchungen von systemischen Entziindungsreaktionen auf
systemischer, organbezogener und zelluldrer Ebene. Sie sind jedoch nicht geeignet, um
die komplexe Pathogenese der Sepsis abzubilden. Hierfiir sind Versuchsmodelle
pradestiniert, die auf einer Infektion mit lebenden Pathogenen basieren. Dabei konnen
exogene Bakterien zum Einsatz kommen oder die eigene Darmflora des Versuchstieres
durch einen Eingriff freigesetzt werden. Beim Sepsismodell CLP (cecal ligation and
puncture) erfolgt eine Perforation des Caecum und eine Freisetzung von Darminhalt,
wobei allerdings ein operativer Eingriff notig ist (Remick ef al. 2000). Im Modell PCI
(peritoneal contamination and infection) hingegen erfolgt eine Injektion einer exogenen
Stuhl-Suspension ins Peritoneum (Seidel et al. 2009, Recknagel et al. 2013). Bei CLP
und PCI kommt es jeweils zu einer polymikrobiellen Infektion des Peritoneums,
wodurch diese Modelle die Verhéltnisse bei einer Sepsis mit einem Infektionsherd im

Bauchraum gut nachbilden konnen (Fink 2014, Buras ef al. 2005).
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Zwischen den Modellen gibt es Unterschiede in der Auspridgung der systemischen
Entziindungsreaktion. Eine LPS-Injektion fiihrt zu einer stirkeren systemischen
Freisetzung von Zytokinen, als in den Infektionsmodellen (Galanos & Freudenberg
1993, Remick et al. 2000). Die Infektionsmodelle simulieren hingegen den Verlauf
einer Sepsis besser, sind dabei allerdings schlechter standardisierbar (Freise ef al. 2001,
Bhatia et al. 2009). Prinzipiell kann jedoch kein Tiermodell die im Sepsispatienten
ablaufenden Vorginge exakt simulieren (Buras et al. 2005, Rittirsch et al. 2007). So
gibt es starke Unterschiede in Genexpressionsmustern und im zeitlichen Verlauf der
Erkrankung. Patienten erhalten in der Regel eine der Schwere der Erkrankung
angepasste medizinische Behandlung, wie beispielsweise Fliissigkeitsinfusionen,
maschinelle Beatmung und Antibiotikatherapie. Im Tiermodell sind solche Mafinahmen
in der Regel schwierig umzusetzen und werden nur sehr selten angewandt. Als
Versuchstiere werden meist junge, gesunde Exemplare verwendet, wohingegen die
Inzidenz der Sepsis beim Menschen mit steigendem Alter zunimmt und zudem meist
eine Komorbiditit vorliegt. Ein weiterer Unterschied ist eine im Vergleich zum
Menschen wesentlich héhere Toleranz verschiedener Versuchstierspezies gegeniiber
LPS (Fink 2014, Dyson & Singer 2009, Rittirsch et al. 2007, Buras et al. 2005).
Abhingig vom Fokus der Untersuchung ist somit eine spezifische Auswahl und

Anpassung eines in-vivo-Modells notwendig.

1.2.  Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der septischen
Enzephalopathie

Die septische bzw. sepsis-assoziierte Enzephalopathie (SE) oder auch sepsis-
assoziiertes Delirium ist eine mit SIRS bzw. Sepsis assoziierte Symptomatik, die sich
als eine diffuse Storung der Funktion des zentralen Nervensystems (ZNS) mit
eingeschriankten mentalen Féhigkeiten und Bewusstseinsstorungen bis hin zum Koma
zeigt (Terborg 2012). Die SE ist eine hdufige Komplikation in der frithen Phase einer
Sepsis und kann bei bis zu 70% der Patienten mit einer schweren Sepsis auftreten.
Dabei stellt die SE einen Indikator fiir eine erhohte Mortalitdt bei Sepsispatienten dar
(Eidelman et al. 1996). In der Regel ist eine SE als eine der ersten sepsis-assoziierten

Organschidigungen feststellbar (Pytel & Alexander 2009). Charakteristisch zeigen sich
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dabei eine akute Beeintrichtigung der kognitiven Funktion, eine Verlangsamung der
mentalen Aktivitdt, Unaufmerksamkeit, Verwirrung, Unruhe bzw. Stupor oder Koma.
Eine direkte Infektion des ZNS, Kopfverletzungen, Fettembolie oder pharmakologische
Einwirkung sind hingegen Ausschlusskriterien (Ebersoldt ez al. 2007).

Eine SE wird durch Entziindungsprozesse ausgelost, die auBerhalb des Gehirns
ablaufen. Aufgrund massiver Entziindungsreaktionen konnen jedoch, vermittelt durch
die Wirkung verschiedener Entziindungsmediatoren, pathologische Verdnderungen der
Blut-Hirn-Schranke (BHS) und der neurovaskuldren Einheit hervorgerufen und somit
die Homdostase im Gehirn gestort werden (Abbildung 1, Jacob et al. 2011). Dabei
konnen verschiedene Immunzellen an inflammatorischen Reaktionen im Gehirn
beteiligt sein, neben den residenten Mikroglia sind auch einwandernde Neutrophile
bzw. Monozyten/Makrophagen dazu in der Lage (Takeuchi ef al. 2006, Yawata et al.
2008, Comim et al. 2011, Jacob et al. 2011). Eine iiberschieBende Freisetzung pro-
inflammatorischer Mediatoren kann zu einer Minderung oder dem Verlust der BHS-
Funktion, zu Stérungen des Stoffwechsels im Gehirn, zur Odembildung durch erhdhten
Wassereintritt und zu zytotoxischen Effekten bis hin zum Verlust von Neuronen und

Gliazellen fiihren (Bogdanski et al. 1999, Papadopoulos et al. 2000, Nag et al. 2009).
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Abbildung 1: Entwicklung einer septischen Enzephalopathie

(modifiziert nach Jacob et al. 2011)

Die septische Enzephalopathie kann sich infolge einer systemischen Entziindungsreaktion, beispielsweise
ausgelost durch eine massive Infektion bzw. PAMP-Exposition entwickeln. Der dabei auftretende Verlust
der Blut-Hirn-Schranken-Integritdt kann durch die Stérung der Homdostase im Hirngewebe die neuronale
Funktion beeintrachtigen und Verhaltensanderungen verursachen.
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Die periphere Entziindungsreaktion kann das ZNS {iiber zwei Wege beeinflussen. So
werden durch Zytokinrezeptoren des Vagusnervs und durch die zirkumventrikuldren
Organe (circumventricular organs — CVO) Entziindungsreaktionen detektiert, wodurch
Krankheitsgefiihl, Fieber und die Expression pro-inflammatorischer Zytokine im ZNS
ausgelost werden (Adam et al. 2013, Konsman et al. 1999, Dantzer et al. 2000).
Unabhingig davon kommt es zur Aktivierung des neurovaskulidren Endothels durch
pro-inflammatorische Mediatoren. Dabei werden durch die Endothelzellen pro-
inflammatorische Zytokine und NO gebildet sowie Adhésionsmolekiile exprimiert.
Aufgrund der Wirkung verschiedener pro-inflammatorischer Faktoren und von
oxidativem Stress kann es zu einer Schidigung der BHS und der Ablosung von
Perizyten von der Basallamina kommen. Die dadurch erhdhte trans- und parazellulédre
Permeabilitdt der BHS fiihrt zu unkontrolliertem Stoffaustausch und dem Verlust der fiir
die neuronale Funktion notwendigen Homoostase (Adam et al. 2013, Berg et al. 2011,

Green et al. 2004).

Die der BHS-Schiadigung zugrunde liegenden molekularen Vorgénge wurden an
Tiermodellen  untersucht, bei  denen  Hirnverletzungen  induziert bzw.
Reperfusionsschiddigungen nach transienter Hirnischdmie untersucht wurden. Die
Offnung der BHS l4uft danach in zwei Phasen ab (Nag et al. 2011). Die erste Phase der
Offnung wird durch direkte Wirkungen von inflammatorischen Mediatoren auf die
Endothelzellen der BHS hervorgerufen (Adam et al. 2013). Dabei werden in den
Endothelzellen verstarkt Caveolen gebildet, durch welche ein verstirkter Stoffaustausch
zwischen luminaler und abluminaler Membran ermdglicht wird (Abbott 2000, Nag et al.
2011). Die Expression von Adhdsionsmolekiilen durch aktiviertes Endothel fordert die
Einwanderung von Leukozyten und Neutrophilen (Hofer et al. 2008, Omari &
Dorovini-Zis 2003, Zhou et al. 2006, Zhou et al. 2009). Zudem kann eine
Uberexpression von iNOS (inducible nitric oxide synthase) und eNOS (endothelial
nitric oxide synthase) und die damit verbundene erhohte NO-Freisetzung zum Verlust
der BHS-Integritét beitragen (Mayhan 1998, Handa et al. 2008, Adam et al. 2013).
Auch erhohter Scherstress infolge von Vasodilatation oder verdndertem Blutfluss kann
zu einer transienten Verringerung der BHS-Integritidt fiihren (Nag et al. 2011).
Storungen der zerebralen Mikrozirkulation und eine damit verbundene Unterversorgung
mit Sauerstoff und Nihrstoffen konnen ebenfalls die Pathogenese der SE fordern
(Semmler et al. 2008, Taccone et al. 2010).
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Wihrend der zweiten Phase der fortschreitenden Offnung der BHS werden,
hauptséchlich durch die Wirkung von Matrixmetalloproteasen (MMP), die molekularen
Komponenten der BHS abgebaut (Hawkins & Davis 2005, Yang ef al. 2007, Nag et al.
2011). Hierbei spielen insbesondere MMP-9 und MMP-2 eine Rolle, deren Aktivitdt im
Verlauf der Entziindungsreaktion ansteigt (Dal-Pizzol et al. 2013). MMP-2 wird von
Astroglia  konstitutiv  exprimiert, zur Aktivierung ist die Interaktion der
membrangebundenen MT1-MMP (MMP-14) und von TIMP-2 (tissue inhibitor of
metalloproteinase 2) mit der Proform von MMP-2 nétig (Candelario-Jalil ef al. 2009).
Die Expression von MMP-9 im Hirngewebe ist unter normalen Bedingungen gering,
kann aber durch verschiedene pathogene Einfliisse herauf reguliert werden (Nag ef al.

2011).

Infolge einer erhdhten Permeabilitit der BHS kann beispielsweise der Ubergang von
Proteinen oder als Neurotransmitter wirksamen Substanzen wie Glutamat oder GABA
zu Storungen der Signaliibertragung zwischen Neuronen fithren. In Patienten mit
septischem Schock bewirken Storungen des Stoffwechsels einen Abbau von
Muskelsubstanz, welcher in Verbindung mit einer sepsis-assoziierten Leberdysfunktion
ein erhohtes Verhiltnis von aromatischen Aminosduren (Phenylalanin, Tryptophan) zu
verzweigtkettigen Aminosduren (Isoleucin) im Plasma hervorruft (Sprung et al. 1991).
Aminosduren stellen die Basis zur Synthese verschiedener Neurotransmitter dar. Ein
verdndertes Verhéltnis der Aminosdurekonzentrationen im Gehirn hat ein gestortes
Neurotransmitterprofil zur Folge. Die Konzentrationen an Norepinephrin, Dopamin
oder Serotonin sind in Ratten wihrend einer schweren Sepsis verringert (Freund et al.
1985). Eine infolge entziindlicher Prozesse gestorte Konstellation der
Neurotransmitterkonzentrationen trdgt zur Entwicklung der Enzephalopathie bei

(Eggers et al. 2003, Wilson & Young 2003).

Eine weitere Auswirkung der systemischen Entziindungsreaktion, die zur Pathogenese
der septischen Enzephalopathie beitréagt, ist die Bildung von Hirnddemen (Jacob et al.
2011). Infolge einer TNF-Rezeptor-1-mediierten Expressionserhéhung des
Wassertransportproteins Aquaporin-4 in den Zellen der BHS, kann ein verstirkter

Wassereintritt ins Hirngewebe erfolgen (Alexander ef al. 2008).

Die Storungen der BHS-Funktion in Verbindung mit einer verdnderten zerebralen

Mikrozirkulation, welche durch eine iiberschieBende systemische Entziindungsreaktion
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ausgelost werden konnen, flihren zu einem Verlust der Neurotransmitter- und
Elektrolythomoostase, Hirnddemen, Diffusion von Plasmaproteinen ins Hirngewebe
sowie gegebenenfalls zu einer Unterversorgung des neuronalen Energiestoffwechsels
(Papadopoulos et al. 2000, Jacob et al. 2011). Die Beeintrachtigung der Funktion des
ZNS ist ein Anzeichen fiir den problematischeren Verlauf einer Sepsis. Damit
einhergehend ist die Symptomatik der SE mit einer hoheren Mortalitdt und Morbiditét
der Sepsispatienten assoziiert (Eidelman ef al. 1996, Adam et al. 2013). Die SE ist
potentiell reversibel. Allerdings behalten bis zu 25% der Uberlebenden einer schweren
Sepsis kognitive oder physische Einschrinkungen (Chavan et al. 2012, Iwashyna et al.
2010, Yende & Angus 2007).

1.3.  Das zentrale Nervensystem und die Blut-Hirn-Schranke

1.3.1. Zelluliire Komponenten des ZNS

Die Zellen des ZNS konnen grundsétzlich in zwei Klassen eingeteilt werden: Neuronen
und Gliazellen. Es gibt verschiedene Typen von Gliazellen, darunter Astroglia,
Mikroglia, Oligodendrozyten und Ependymzellen, die entsprechend unterschiedliche

Funktionen ausuben.

Die Neuronen sind die Zellen, in denen die Erregungsleitung und —iibertragung
stattfindet. Sie bestehen aus dem Perikaryon, einem Axon und meist mehreren
Dendriten. Wéhrend im Perikaryon die wesentlichen Stoffwechselvorgédnge stattfinden,
dienen Dendriten und Axon der Erregungsweiterleitung. Die Erregungsweiterleitung
erfolgt sowohl elektrisch als auch chemisch. Durch unterschiedliche
Tonenkonzentrationen von K', Na’, CI" und organischen Anionen zwischen der
Umgebung der Zelle und dem Zytoplasma besitzen Neuronen im Ruhezustand ein
negatives Membranpotential, welches die Grundlage der elektrischen Erregungsleitung
darstellt. Wird durch aktivierende Impulse ein Schwellenpotential erreicht, kommt es
zur Depolarisation, wodurch ein positives Aktionspotential entsteht. Entlang des Axons
wird dieser Impuls zu den Synapsen weitergeleitet, wo die chemische
Erregungsweiterleitung durch die Ausschiittung von Neurotransmittern ausgeldst wird.

Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen Spalt und binden an Rezeptoren
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auf der Membran der nachgeschalteten Zelle, was zur transienten Offnung
unterschiedlicher lonenkandle und somit zu Forderung oder Hemmung eines
Aktionspotentials fiihrt. Die Repolarisation des auslosenden Neurons und die
Wiederherstellung des Ruhepotentials erfolgt mittels aktiven Ionentransports durch
entsprechende Kanile der Zellmembran. Die Wiederherstellung und Aufrechterhaltung
des Ruhepotentials an den Neuronen ist die Ursache des hohen Energieverbrauchs des
ZNS und macht es gleichzeitig anfillig gegeniiber einer Unterversorgung mit Sauerstoff

und Stoffwechseledukten.

Astroglia haben verschiedene Funktionen im ZNS. Sie sind am Austausch von
Néhrstoffen und Stoffwechselprodukten zwischen Neuronen und Blut beteiligt, konnen
Neurotransmitter aus ihrer Umgebung aufnehmen und haben Einfluss auf die
Ionenkonzentrationen im Interzellularraum (Gucek ef al. 2012). Zudem haben Astroglia
eine Struktur- und Stiitzfunktion im ZNS und kdnnen auch narbenéhnliche Strukturen
bilden, vergleichbar mit Bindegewebszellen. Astroglia spielen aber auch eine Rolle bei
der immunologischen Immunabwehr und kénnen mit T-Zellen interagieren (Barcia et
al. 2013). Mit einem Anteil von 20-50% der Gesamtpopulation bilden sie die Mehrzahl

der Gliazellen im Gehirn.

Oligodendrozyten haben dhnliche Aufgaben wie die Schwannzellen im peripheren
Nervensystem. Sie bilden Markscheiden zur elektrischen Isolierung der
Nervenzellfortsdtze und verbessern so die Erregungsweiterleitung. Ependymzellen
bilden eine monozelluldre Schicht um die Ventrikel und stellen somit die Grenze zum

Liquorraum dar.

Die Endothelzellen der das Hirnparenchym versorgenden Kapillargefd3e sind ein Teil
der BHS. Die Eigenschaften dieser Endothelzellen werden im Abschnitt 1.3.2 ndher
beschrieben. Auf der abluminalen Seite der Endothelzellen sind die KapillargefiB3e von
einer nicht vollstindig geschlossenen Lage aus Perizyten umgeben. Die Perizyten sind
in die Basalmembran eingebettet und haben Anteil an deren Bildung. Als murale Zellen
spielen Perizyten eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des vaskuldren Tonus aber auch
bei der Angiogenese und der vaskuldren Remodellierung von Kapillargefdaen (Armulik

et al. 2005, Armulik ef al. 2011, Daneman 2012).

Mikroglia sind die residenten Immunzellen des ZNS. Zwar stellt das ZNS einen immun-
privilegierten Bereich im Korper dar, dennoch finden sowohl angeborene als auch
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adaptive Immunreaktionen statt. Immunzellen aus der systemischen Zirkulation sind in
gewissem Malle fahig, die BHS zu passieren und in das Hirnparenchym einzuwandern
(Zlokovic 2008). Die erste Linie der Verteidigung stellen jedoch die im ZNS residenten
Mikroglia dar. Gemeinsam mit den anderen Gliazellpopulationen tragen Mikroglia zur
Erhaltung der Homdostase im ZNS bei, um die optimalen Bedingungen fiir die
neuronalen Funktionen aufrecht zu erhalten. Zu ihren Funktionen gehoéren unter
anderem die unspezifische Immunabwehr, die Phagozytose von Pathogenen sowie von
geschidigten Neuronen und Gliazellen, die Antigenprisentation fiir T-Zellen und die

Bildung neurotropher Faktoren (Hellwig et al. 2013, Tambuyzer et al. 2009).

Bei Mikroglia sind, abhédngig vom Aktivierungszustand, verschiedene Phéinotypen
unterscheidbar. Im gesunden, vollstindig entwickelten ZNS kommen sie in der Regel
im ramifizierten Zustand vor. Dieser ist durch ein kleines Soma und eine Vielzahl stark
verzweigter, sich bewegender Fortsidtze gekennzeichnet. Ramifizierte Mikroglia bleiben
lokal und tiberwachen ihre zellulire Umgebung, ohne dabei die fragilen neuronalen
Verbindungen zu storen. Infolge einer Aktivierung konnen Mikroglia in einen
beweglichen Phanotyp wechseln und zur Quelle einer Entziindungsreaktion bzw. zu
einer Lésion migrieren. Es gibt unterschiedliche Aktivierungsstadien von Mikroglia,
wobei nicht nur zwischen inaktiv bzw. vollstindig aktiv unterschieden werden kann.
Vielmehr treten situationsabhidngig diverse Verdnderungen auf, so bei der Form der
Zelle, den Expressionsmustern von Rezeptoren oder der Sezernierung von Agonisten.
Beispielsweise kommen wiéhrend der Entwicklungsphase des ZNS oder bei einer
Storung der Homoostase migrierende und phagozytierende Mikroglia vor, die keine
Antikorper préasentieren oder pro-inflammatorische Zytokine exprimieren. Infolge einer
inflammatorischen Aktivierung bzw. pathologischer Bedingungen, wie beispielsweise
durch Infektion, Trauma, Ischdmie, abnormale Proteinaggregation oder
demyelinisierende FErkrankungen, konnen Mikroglia in einen amdboiden, pro-
inflammatorischen, makrophagenartigen Phénotyp iibergehen. Dieser Aktivitdtszustand
ist durch eine hohe Expression von Iba-1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1)
gekennzeichnet. Infolge einer solchen Aktivierung werden durch Mikroglia Zytokine,
Chemokine, Proteasen und ROS gebildet. Die Mikroglia-Zellen proliferieren und es
finden Migration, Phagozytose und die Présentation von Antigenen statt. Dabei konnen
durch Mikroglia auch neurotoxische Effekte hervorgerufen werden, wodurch es zur

Schidigung bzw. zum Verlust von Neuronen bzw. Gliazellen kommen kann (Hellwig et
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al. 2013, Kettenmann et al. 2011, Lehnardt 2010, Monk & Shaw 2006, Tambuyzer et
al. 2009).

Im Gegensatz zu Neuronen und Makroglia, die einen neuroektodermalen Ursprung
haben, gehen Mikroglia aus mesodermalen Vorlduferzellen hervor, die insbesondere im
Zeitraum um die Geburt in das ZNS einwandern. Somit stellen sie eine organspezifische
Makrophagenpopulation, dhnlich beispielsweise den Kupfferzellen der Leber, dar. Sie
stellen etwa 5-20% der Zellen im Gehirn und haben somit eine dhnlich hohe Zellzahl,
wie die Neuronen (Kierdorf et al. 2013, Kettenmann et al. 2011, Tambuyzer et al.

2009).

1.3.2. Aufbau und Funktion der BHS

Um in den Geweben des ZNS die fiir die Nervenfunktionen optimalen Bedingungen
aufrecht zu erhalten, sind diese Gewebe durch eine schiitzende Struktur, die BHS, von
der systemischen Zirkulation getrennt (Abbildung 2). Somit werden duflere Einfliisse
minimiert, wie die variable Zusammensetzung des Blutes mit schwankenden Elektrolyt-
oder Blutzuckerkonzentrationen und potentiell neurologisch aktiven Substanzen, welche
die Nervenfunktion beeinflussen konnten (Engelhardt & Sorokin 2009, Schmidt et al.
2005). Die Kapillargefdfe, liber die die hauptsdchliche Versorgung des ZNS erfolgt,
sind durch die BHS vom Hirngewebe abgegrenzt. Die Grenze zwischen systemischer

Zirkulation und Liquorraum bildet die Blut-Liquor-Schranke.

Die BHS wird durch mehrere parallele Barrieren gebildet und besteht aus verschiedenen
in Wechselwirkung stehenden Komponenten. Die BlutgefiBe werden von einer
monozelluldren Endothelschicht umgeben, die sich auf einer Basalmembran befindet.
Der Kontakt der Endothelzellen zu den Pseudopodien von Astroglia induziert die
Bildung von Tight Junctions im Endothel der Hirnkapillaren (Aumiiller 2007). Durch
ein komplexes Netz verschiedener Tight Junctions ergibt sich eine parazelluldre
Diffusionsbarriere fiir Wasser und wasserlosliche Substanzen bzw. polare Molekiile.
Gleichzeitig bilden sich durch die Unterbindung der lateralen Diffusion von
Membranproteinen an den Endothelzellen zwei in ihrer Zusammensetzung und
Funktion unterschiedliche Membranen. Die transzelluldre Diffusion wird durch das

Fehlen von Fenestrae und eine stark eingeschrinkte Pinozytose verhindert. Zur
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Erhaltung optimaler Bedingungen fiir die Nervenfunktion ist jedoch ein selektiver
Stoffaustausch zwischen Blut und Hirnparenchym notwendig. Dieser Stoffaustausch,
der unter anderem die  Nahrstoffversorgung, den  Abtransport  von
Stoffwechselprodukten und den Wasserhaushalt sicherstellt, wird durch spezifische
Transportsysteme gewihrleistet. Die flir den Energiestoffwechsel des Gehirns
notwendige Zufuhr von Glukose wird durch den Glukosetransporter GLUT-1
gewihrleistet. Aquaporine sind Proteine, die sich in Membranen zu Tetrameren
zusammenlagern und Poren fiir den bidirektionalen Wassertransport bilden.
Insbesondere Aquaporin-4 spielt fiir den Wasserhaushalt des Gehirns eine wichtige
Rolle (Amiry-Moghaddam et al. 2004, Jacob et al. 2007, Nag et al. 2009). Aminosduren
konnen iiber mehrere Systeme transportiert werden. Der Transport aus der Zirkulation
in das Hirnparenchym erfolgt iiber die Transporter L1 und y". Der Transport aus dem
Hirnparenchym ins Blut verlduft in der Regel gegen den Konzentrationsgradienten und
wird durch Na'-abhingige Transportersysteme durchgefiihrt, insbesondere sind die
EAAT-Transporter zu nennen, die die potentiell neurotoxische Aminosdure Glutamat
aus dem Hirngewebe in die Endothelzellen und von dort ins Blut beférdern (Zlokovic
2008). Weitere Transportsysteme ermoglichen unter anderem den Transfer von lonen,
Vitaminen oder IgG. Auch inflammatorisch wirksame Zytokine, wie TNF-a oder IL-18
konnen durch spezifische Transporter die BHS passieren (Banks 2005, Pan & Kastin
2008, Banks & Erickson 2010). Die BHS bildet eine dichte Barriere gegen die Diffusion
hydrophiler Substanzen. Lipophile Molekiile konnen jedoch durch die Zellmembran der
Endothelzellen diffundieren. Fiir eine Vielzahl solcher Substanzen gibt es
entsprechende Efflux-Transporter, um die Passage durch die BHS zu verhindern bzw.

um eingedrungene Stoffe auszuschleusen (Daneman 2012).
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AE Q’E\ N-Gadm;i1>

Hirm-Parenchym

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke

(nach Daneman 2012)

Die Endothelzellen der BHS bilden wuntereinander Tight Junctions aus, welche durch
Transmembranmolekiile wie die Claudine, das Occludin oder JAM-1 gebildet werden und iiber
Adapterproteine wie die Zona-Occludens-Proteine oder JACOP mit dem Zytoskelett verkniipft sind. Die
Endothelzellen sind an der abluminalen Seite iiber N-Cadherin mit Perizyten verbunden. Beide Zelltypen
sind in eine Basallamina aus extrazelluldrer Matrix eingebettet. Die Blutgefdle der BHS werden nahezu
vollstandig von Astroglia-Pseudopodien umhiillt.

AE Astroglia-Pseudopodium (Astroglia-Endfiichen), BL Basallamina, EZ Endothelzelle, PZ Perizyt

Neben den zelluldren Komponenten bildet extrazelluldre Matrix (EZM) in Form von
Basalmembranen einen weiteren wichtigen Bestandteil der BHS. Die EZM kann im
Wesentlichen in Basalmembranen und interstitielle Matrix unterschieden werden. Die
interstitielle Matrix, die der Verbindung von Zellen im Gewebe dient, ist im
Hirnparenchym nur schwach ausgeprigt, die Stiitzfunktion im Gewebe {libernehmen
mafgeblich die Astroglia (Engelhardt & Sorokin 2009). Die Basalmembranen im ZNS
werden hauptsichlich aus Glykoproteinen gebildet, wobei Laminin und Kollagen IV
parallel Netzwerke bilden, welche durch Nidogen und Heparansulfat-Proteoglykane
verkniipft werden (Hallmann et al. 2005). Zusitzlich sind verschiedene andere Proteine
mit spezifischen Funktionen in diese Netzwerke eingebaut. Im Gehirn konnen zwei
unterschiedliche Typen von Basalmembranen, die kleine Hirngefdle umgeben,
unterschieden werden. Die Endothel-Basalmembranen schlieft sich direkt an das

Endothel der Gefdlle an. Die Astroglia-Basalmembran und die leptomeningeale
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Basalmembran werden als Parenchym-Basalmembranen zusammengefasst und
begrenzen das Hirnparenchym. Um Venolen und Postkapillar-Gefdfle bilden diese
Basalmembranen zwei parallele Schichten, zwischen denen sich ein meningeales
Epithel befindet. Die verschiedenen Basalmembranen im Bereich der BHS
unterscheiden sich in ihrer molekularen Zusammensetzung. So enthilt die Endothel-
Basalmembran die Laminin-Isoformen 411 und 511, deren Ketten vom Typ 04 und a5
durch Endothelzellen des ZNS produziert werden, wéhrend die Parenchym-
Basalmembranen die Laminin-Isoformen 111 und 211 mit den Ketten ol und o2
enthalten, die von leptomeningealen Zellen bzw. Astroglia-Pseudopodien gebildet
werden. Auch die verkniipfenden Heparansulfat-Proteoglykane unterscheiden sich in
den verschiedenen Basalmembranen (Engelhardt & Sorokin 2009, Sixt ef al. 2001). Im
Bereich der Hirn-Kapillaren verschmelzen die Endothel- und die Parenchym-
Basalmembranen, was sich beispielsweise in der parallelen Expression von Laminin o4,
a5 und ol darstellt, und formen eine Basalmembran. Die Basalmembranen bilden die

stiitzende Auflage des Endothels.

Die transzellularen Zwischenrdume der Endothelzellen werden durch ein Netz aus Tight
Junctions verschlossen. Dadurch entsteht eine Diffusionsbarriere zwischen Blut und
Gewebe. Die Tight Junctions werden durch unterschiedliche Molekiile gebildet.
Occludin, Claudin-5 und -12, JAM-1, JACOP sowie die Zona-Occludens-Proteine ZO-1
und ZO-2 sind die wesentlichen Molekiile zur Bildung der Tight Junctions und ihrer
Verankerung am Aktin-Zytoskelett der Endothelzellen. Zusatzlich sind die Zellen durch

Adherens Junctions aus Cadherinen und Cateninen miteinander verbunden.

Gemeinsam mit den Endothelzellen, der Basalmembran und den Perizyten bilden die
Gliazellen und die Neuronen die neurovaskuldre Einheit. Diese funktionelle Einheit

erhilt die Homoostase fiir eine optimale neuronale Aktivitdt (Nag ef al. 2011).

Nicht alle Bereiche des ZNS sind durch eine BHS abgeschlossen. An den CVO finden
beispielsweise die Abgabe von Hormonen und die Detektion von Toxinen statt, was
einen direkten Kontakt zur systemischen Zirkulation erfordert (Aumiiller 2007). Zu den
CVO gehoren unter anderem die Area postrema, die Ementia mediana und die

Neurohypophyse.
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1.4.  Die Rolle von MMP bei akuter Neuroinflammation

Die EZM bildet Strukturen mit besonderen mechanischen Eigenschaften aus. Sie trigt
mit ihrer Stiitzfunktion zu Festigkeit, Stabilitdt, Elastizitit und Formgebung von
Geweben und Organen bei und beeinflusst die Kommunikation der Zellen mit ihrer
Umgebung. In Form der Basalmembran bilden EZM-Molekiile einen wesentlichen
Bestandteil der BHS. Um die Migration von Zellen oder physiologische Umbauprozesse
in verschiedenen Geweben des Korpers zu ermoglichen, kann die EZM durch
zahlreiche gewebeabbauende Enzyme wie MMP degradiert werden. MMP spielen eine
wichtige Rolle bei der Offnung der BHS wihrend neuroinflammatorischer oder

neurodegenerativer Prozesse (Rosenberg 2009, Daneman 2012).

MMP sind zink- und calciumabhéngige Endopeptidasen, durch die die Spaltung
verschiedener Peptidbindungen katalysiert wird. MMP sind strukturell und funktionell
verwandt und gehoren zur Metzinkin-Gruppe der Proteasen mit einem konservierten
Methioninrest und einem Zinkion im aktiven Zentrum. Derzeit sind mehr als zwanzig
verschiedene MMP bekannt, die in verschiedene Gruppen eingeteilt werden, darunter
Kollagenasen, Gelatinasen, membrangebundene MMP und andere. MMP sind in der
Lage, verschiedene Substrate zusétzlich zu den namensgebenden Substraten abzubauen.
Beispielsweise degradieren die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 neben Gelatine auch
Kollagen, Laminin, Aggrekan und weitere Bindegewebsproteine. Die wichtigsten
Funktionen sind der Abbau von EZM und die Sheddase-Funktion zur Abspaltung und
Aktivierung von Signalmolekiilen auf der Zelloberfldche (Snoek-van Beurden & Von

den Hoft 2005, Nag et al. 2009, Woessner & Nagase 2000, Page-McCaw et al. 2007).

Die verschiedenen MMP besitzen eine dhnliche Struktur mit vier funktionell wichtigen
Hauptdoménen. Die katalytische Doméne enthélt das aktive Zentrum, dessen Funktion
zinkabhéngig ist. Die Propeptid-Doméne enthilt einen Cystein-Rest, der an das Zink
des aktiven Zentrums bindet und die Aktivitdt inhibiert. Daneben gibt es eine
hdmopexindhnliche Doméne, die fiir die Bindung des Substrat oder von TIMP-
Molekiilen (tissue inhibitor of metalloproteinases) wichtig 1ist, sowie eine

Transmembran-Doméne (Rosenberg 2009).

Die Aktivitat von MMP wird auf verschiedenen Ebenen kontrolliert. Die erste Ebene ist

die Kontrolle der Expression. In verschiedenen Geweben werden manche MMP
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konstitutiv in ihrer inaktiven Proform exprimiert, beispielsweise MMP-2 im
Hirngewebe (Candelario-Jalil et al. 2009). Andere MMP werden nur infolge eines
Stimulus exprimiert. Unter den Signalwegen, die die MMP-Expression beeinflussen, ist
der cAMP-Signalweg, dessen Aktivierung eine verstirkte Expression verschiedener
MMP bewirkt (Hasan & Nakajima 1999, Alper et al. 2001, Shankavaram et al. 2001,
Melnikova et al. 2006, Lai et al. 2003, Guo et al. 2010).

Die zweite Ebene der Kontrolle der MMP-Aktivitdt ist die Aktivierung der Proform. In
Abbildung 3 ist diese am Beispiel von MMP-1 dargestellt (Birkedal-Hansen et al.
1993). MMP werden als Zymogen exprimiert. Die Propeptid-Domine ist {iber eine
Thiol-Bindung an das Zink im aktiven Zentrum gebunden (cystein-switch), wodurch
eine flir die Enzymaktivitit notwendige Anlagerung von Wasser verhindert wird. Bei
der Aktivierung des MMP-Molekiils wird zundchst die Cystein-Bindung an das Zink
des aktiven Zentrums gelost und in einem weiteren Schritt die Prodomine
autoproteolytisch entfernt. Somit entsteht die vollstindig aktivierte MMP (Snoek-van
Beurden & Von den Hoff 2005, Rosenberg 2009).

Abbildung 3: Aktivierung des Zymogens von MMP-1

(modifiziert nach Birkedal-Hansen et al. 1993)

Bei der Aktivierung der MMP-Proform (A) wird zunichst die Cystein-Bindung an das Zinkion des
aktiven Zentrums geldst. Es erfolgt die Anlagerung von Wasser an das Zinkion, wodurch die katalytische
Aktivitdt ermoglicht wird (B). In einem weiteren Schritt wird die Prodoméne autoproteolytisch entfernt.
Somit entsteht das vollstindig aktivierte MMP-Molekiil (C).

Die Aktivierung von MMP-Proformen erfolgt durch Proteasen, wie andere MMP,
Plasmin oder die Plasminogenaktivatoren tPA wund uPA. Plasmin aktiviert
beispielsweise die Proformen von MMP-3 und MMP-14 (Abbildung 4). MMP-3 kann
wiederum MMP-9 aktivieren. MMP-14 ist in der Lage, in einem Komplex mit TIMP-2
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die Proform von MMP-2 zu aktivieren. Unter oxidativen Bedingungen ist zudem eine
protease-unabhingige Aktivierung der MMP ohne Abspaltung der Pro-Doméne
moglich. Dabei kann die Thiol-Bindung zwischen Cystein und Zink gelost werden,
wodurch das aktive Zentrum zugénglich wird und somit eine Proteaseaktivitit ohne die
Abspaltung der Pro-Doméne ermoglicht wird (Gu et al. 2002, Meli et al. 2003, Lehner
et al. 2011, Snoek-van Beurden & Von den Hoff 2005, Candelario-Jalil ef al. 2009, Nag
et al. 2009).

Eine dritte Ebene der Aktivitdtskontrolle besteht in der Regulierung durch die
korpereigenen MMP-Inhibitoren TIMP-1, -2, -3 und -4 sowie das Serumprotein o,-
Makroglobulin. Die wichtigsten Faktoren zur Regulierung der MMP-Aktivitdt im
Gewebe sind die vier Mitglieder der TIMP-Familie. Jeder TIMP kann prinzipiell die
Aktivitit aller MMP durch Bildung nicht-kovalenter Komplexe inhibieren. Die Affinitét
der TIMP fiir bestimmte MMP ist allerdings unterschiedlich. MMP-2 wird
beispielsweise von TIMP-2, MMP-9 von TIMP-1 stéirker inhibiert. Wahrend TIMP-1,
-2 und -4 als 16sliche Mediatoren sezerniert werden, ist TIMP-3 an Molekiile der EZM
gebunden und hat somit eine lokal begrenzte Wirkung (Brew ef al. 2000, Nag et al.
2009, Rosenberg 2009).

proMMP-9

proMMP-3 Pmtfaﬁb MMP-3 ——«—— freie Radikale

MMP-9 —

Plasmin EZM-Degradation

MMP2 —

proMMP-14 —— MMP-14 >

proMMP-2

Abbildung 4: Kaskade der MMP-AKktivierung

(modifiziert nach Candelario-Jalil ez al. 2009)

Die Proformen von MMP-3 und MMP-14 kénnen durch Plasmin aktiviert werden. Die Proform von
MMP-9 kann wiederum von MMP-3, aber auch durch die oxidative Wirkung von freien Radikalen, wie
dem Stickstoffmonoxid-Radikal, aktiviert werden. MMP-2 wird in einem zellgebundenen Komplex mit
MMP-14 und TIMP-2 in die aktive Form iiberfiihrt.

21



Einleitung

Der Abbau von EZM durch MMP ist fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse von
Bedeutung, wie beispielsweise wihrend der Embryonalentwicklung, der Wundheilung,
der Angiogenese oder der Remodellierung von Knochengewebe. Zudem stellen MMP
wichtige Faktoren in der Pathophysiologie unter anderem der rheumatoiden Arthritis,
der Osteoarthritis, der Parodontitis, des Ulkus, bei kardiovaskuldren Krankheiten oder
bei neurodegenerativen Erkrankungen dar (Dew et al. 2000, Page-McCaw et al. 2007,
Gomis-Ruth 2009, Rosenberg 2009).

Wihrend neuroinflammatorischer Prozesse wie der Reperfusion nach einer Ischdmie,
einer SE oder einer akuten Exazerbation der multiplen Sklerose kommt es zur
Schiadigung der BHS durch MMP. Dabei werden die Tight Junctions und die
Komponenten der Basallamina degradiert und die Funktion der BHS gestort, woraus
entsprechende Beeintrachtigungen der neurologischen Funktion resultieren konnen

(Nag et al. 2009, Rosenberg 2009, Dal-Pizzol et al. 2013).

MMP werden in allen Elementen der neurovaskulidren Einheit exprimiert. Allerdings
gibt es Unterschiede der Expression einzelner MMP durch die verschiedenen Zellen.
Astroglia exprimieren bevorzugt MMP-2 und MMP-14. Aktivierte Endothelzellen
bilden verstirkt MMP-9. Aktivierte Mikroglia produzieren MMP-9 und haben eine
erhohte mRNA-Expression fiir MMP-1, MMP-2, MMP-14 und weitere MMP (Nag et
al. 2011, del Zoppo et al. 2012, Nuttall et al. 2007). Auch bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Alzheimer- oder der Parkinson-Krankheit, die mit dem Verlust
von Neuronen einhergehen, konnten verdnderte MMP-Expressionsmuster beobachtet

werden (Rosenberg 2009).

Neben den MMP gibt es weitere Proteasen, die in inflammatorischen Prozessen eine
Rolle spielen konnen. Dazu zdhlen die mit den MMP verwandten, membrangebundenen
ADAMs, zu denen das TNF-a-aktivierende Enzym TACE gehort (Candelario-Jalil ef al.
2009).
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1.5.  Die Phosphoinositid-3-Kinasen der Klasse 1

1.5.1. Einteilung und Funktionen der Phosphoinositid-3-Kinasen

Die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) sind eine Gruppe von
Signaltransduktionsproteinen. Die namensgebende Kinase-Aktivitit ermdglicht den acht
bekannten Isoformen, Phosphoinositide an der D3-Position des Inositolringes zu
phosphorylieren. Alle PI3K weisen substantielle Homologien in ihren Lipid-Kinase-
Domainen auf. Die Isoformen werden aufgrund ihrer Substratspezifitdt in die Klassen I,
IT und III eingeteilt. Die PI3K der Klasse I sind heterodimere Proteine, die aufgrund
ihrer Molekiilstruktur weiter in die Klassen IA und IB unterteilt werden. Die Klasse TA
enthilt die Isoformen PI3Ka, PI3KP und PI3Ko, deren Aktivierung bevorzugt durch
Rezeptorthyrosinkinasen erfolgt (Hawkins et al. 2006). PI3KpB kann auch durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktiviert werden (Guillermet-Guibert et al.
2008). Die katalytischen Untereinheiten p110a, p110p und p1108 sind jeweils an eine
der regulatorischen Untereinheiten p85a, pS5a, p50a, p85P oder pS5y gebunden. PI3Ky
stellt das einzige bekannte Mitglied der Klasse IB dar und wird insbesondere durch
GPCR, wie beispielsweise Chemokinrezeptoren, aktiviert (Stoyanov et al. 1995,
Rommel et al. 2007). Die katalytische Untereinheit p110y kann an die regulatorischen
Untereinheiten pl0l oder p84/p87 gebunden sein. Die Hauptfunktion der
regulatorischen Untereinheit ist die Rekrutierung der katalytischen Untereinheit an
membrangebundene Rezeptoren, Proteininteraktionspartner bzw. Substrate. Die
katalytischen Untereinheiten aller PI3K der Klasse I besitzen eine RAS-Bindedomaine.
Fiir p110a, p110y und p110d konnte eine RAS-abhidngige Aktivierung gezeigt werden
(Rodriguez-Viciana et al. 2004). Eine Vielzahl an zellmembrangebundenen Rezeptoren
aktiviert die PI3K der Klasse I, darunter sind Rezeptoren fiir verschiedene
Wachstumsfaktoren, Hormone, Entziindungsmediatoren, Neurotransmitter und andere

Agonisten (Hawkins et al. 2006, Fruman & Bismuth 2009).

Die thyrosinkinaseabhingige Aktivierung von PI3K der Klasse IA erfolgt iiber die
direkte Bindung der regulatorischen Untereinheit an den aktivierten Rezeptor. Die
GPCR-abhingige Aktivierung von PI3Ky und PI3K[ erfordert die Dissoziation des
heterotrimeren G-Proteins in die Teile Ga und GPy. Die Rekrutierung von PI3Ky erfolgt
durch die Bindung von Gfy an die regulatorische Untereinheit. Gleichzeitig spielt auch
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die Bindung von RAS-GTP an die katalytische Untereinheit eine wichtige Rolle fiir die
vollstdndige Aktivierung der PI3Ky-Lipid-Kinase-Aktivitidt (Hawkins et al. 2006, Suire
et al. 2006).

Alle PI3K der Klasse I sind in der Lage, Phosphoinositid-4,5-biphosphat (PIP,) zu
Phosphoinositid-3,4,5-triphosphat (PIP3;) zu phosphorylieren. PIP; ist ein wichtiges
Sekundirsignalmolekiill ~ (Second  Messenger) und aktiviert eine  Vielzahl
unterschiedlicher, zelltypspezifischer Signalwege zur Proliferation, Apoptose,
Differenzierung, Migration, metabolischen Funktionen und Immunreaktionen. Die
Bindung des membrangebundenen PIP; erfolgt iiber die pleckstrin-homologe Doméne
(PH-Doméne), welche in einer grofen Zahl verschiedener Molekiile existiert. Die
wichtigsten Zielmolekiile sind die Phosphoinositid-abhédngige Kinase (PDK-1) und die
Proteinkinase B (PKB, heute als AKT bezeichnet). Aufgrund der Rekrutierung durch
PIP; an die Zellmembran kann AKT durch PDK-1 am Thr-308 und durch mTORC2 am
Ser-473 phosphoryliert werden (Alessi et al. 1997, Sarbassov et al. 2005). Die
Aktivierung von AKT 16st eine Vielzahl an Signalkaskaden zur Steuerung von
Stoffwechselvorgéngen, Proliferation, Zellwachstum und Zelliiberleben aus (Sasaki et
al. 2007, Hawkins et al. 2006, Hirsch et al. 2007). Die Termination des PIP;-Signales
erfolgt durch Phosphatasen. Die wesentlichen Regulatoren sind die Phosphatase und
Tensin-Homolog (PTEN) und die SRC-Homologie-2-Doménen-enthaltende Inositol-
Polyphosphat-5-phosphatase (SHIP). Durch PTEN, den direkten Gegenspieler der PI3K
Klasse I, wird PIP; zuriick zu Phosphoinositid-4,5-biphosphat dephosphoryliert. SHIP
entfernt hingegen den Phosphatrest an der D5-Position des Inositolringes und bildet
Phosphoinositid-3,4-biphosphat, was nicht durch PI3K der Klasse I phosphoryliert
werden kann (Hawkins ef al. 2006).

Die Lipid-Kinase-Aktivitét stellt nicht die einzige Funktion von PI3K der Klasse I dar.
Zusitzlich verfiigen alle Mitglieder dieser Klasse iliber eine Proteinkinase-Aktivitit
(Carpenter et al. 1993, Dhand et al. 1994, Walker et al. 1999, Naga Prasad ef al. 2005).
PI3Ky besitzt zudem eine Geriistfunktion, bei der iiber eine direkte Protein-Protein-
Interaktion die cAMP-degradierende Funktion verschiedener Phosphodiesterasen (PDE)
aktiviert wird (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011, Hirsch et al. 2009, Ghigo et al.
2012). Eine é&hnliche kinase-unabhingige Geriistfunktion wurde auch fiir PI3Kf
nachgewiesen (Jia et al. 2008, Ciraolo et al. 2008).
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Die katalytischen PI3K-Untereinheiten pl110a und p110B werden ubiquitdr exprimiert.
Homozygot p110a- bzw. p110B-negative Miuse sterben bereits im Embryonalstadium
(Bi et al. 1999, Bi et al. 2002). Ebenso fiihrt der Knockout des PIK3R1-Genes, das die
regulatorischen Untereinheiten p85a, p55a und p50a kodiert, zu embryonaler Letalitit,
wohingegen p85B-defiziente Tiere lebensfdhig sind (Hawkins et al. 2006). Die
Expression von pl10y und p110d ist gewebespezifisch, hauptsidchlich in Zellen des
Immunsystems und des Herz-Kreislaufsystems (Herzmuskel-, GefdaBmuskel-,
Endothelzellen). Méuse mit einem genetischen Knockout fiir p110y oder p110d sind
lebensfahig, weisen aber verschiedene Verdnderungen, insbesondere bei der Reaktion
auf pathophysiologische Bedingungen, auf (Hirsch et al. 2000, Morello et al. 2009,
Hawkins et al. 2006, Ghigo et al. 2010).

1.5.2. Funktionen von PI3KYy

PI3KY, der einzige Vertreter der PI3K Klasse IB, wird nicht ubiquitdr exprimiert und
konnte nur in einigen Organsystemen und Geweben nachgewiesen werden. Dazu
gehoren unter anderem Zellen des hidmatopoetischen Systems, wie beispielsweise
Leukozyten, daneben Zellen von Pankreas, Niere, Leber und Lunge sowie Herz- und
Skelettmuskelzellen und Endothelzellen (Stoyanov ef al. 1995, Go et al. 1998, Hirsch et
al. 2000, Patrucco et al. 2004). Weiterhin wird PI3Ky in Zellen des Nervensystems
exprimiert (Konig ef al. 2010, Spitzenberg et al. 2010).

Die Aktivierung von PI3Ky erfolgt durch die Rekrutierung beider Untereinheiten durch
die dissoziierte By-Untereinheit eines Gj-gekoppelten GPCR an die Zellmembran und
die Interaktion von p110y mit Ras (Hawkins et al. 2006, Rommel et al. 2007).

PI3Ky hat Anteill an verschiedenen pro-inflammatorischen Reaktionen des
Immunsystems und stellt ein mogliches Ziel zur pharmakologischen Behandlung
verschiedener Entziindungsreaktionen dar (Riickle er al. 2006). PI3Ky spielt eine
wichtige Rolle in Zellen der Immunabwehr bei verschiedenen Vorgingen wie
Migration, Adhdsion und Chemotaxis, ROS-Bildung, Phagozytose, dem spontanen
Zelltod von Neutrophilen und weiteren zelluldren Reaktionen (Hirsch ef al. 2000,
Weiss-Haljiti et al. 2004, Saudemont et al. 2009, Ferguson et al. 2007, Lehmann et al.
2009, Kim et al. 2012, Schmidt et al. 2013, Xu et al. 2010). In verschiedenen murinen
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Krankheitsmodellen wurde ein Einfluss von PI3Ky auf die Morbiditit und / oder
Mortalitit gezeigt. Bei der experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE),
einem Modell fiir die multiple Sklerose, ist die Expression von PI3Ky mit einer hoheren
Morbiditdt und Mortalitdt verkniipft. Diese Befunde konnten auf eine verringerte
Migrationsfahigkeit PI3Ky-defizienter T-Helferzellen zuriickgefiihrt werden (Berod et
al. 2011). Wihrend der kollagen-induzierte Arthritis, einem Tiermodell zur
rheumatoiden Arthritis, wurde analog eine verringerte Migration von Neutrophilen in
die Gelenke und eine geringere Morbiditdt in PI3Ky-KO-Tieren bzw. in mit PI3Ky-
Inhibitoren behandelten Tieren festgestellt (Camps et al. 2005). Der Verlust von PI3Ky
verhindert die nahe den aktivierten Chemokinrezeptoren lokalisierte PIP3-Bildung und
somit die Bildung eines Leitsaums (leading edge). Eine gerichtete Migration entlang
eines Chemokingradienten wird dadurch behindert (Hannigan et al. 2002, Nombela-
Arrieta et al. 2007). Eine gestorte Migrationsfahigkeit wurde auch bei Neutrophilen,
Makrophagen und dendritischen Zellen von PI3Ky-KO-Maéusen in vitro und in vivo
festgestellt (Hirsch ef al. 2000, Sasaki et al. 2000, Del Prete et al. 2004, Rommel et al.
2007). Insbesondere ist hierbei eine durch Verlust von PI3Ky verminderte
Einwanderung von Neutrophilen durch die BHS ins Hirngewebe in einem Schlaganfall-
Modell, der transienten MCAOQO (middle cerebral artery occlusion), zu erwahnen (Jin et
al. 2011). PI3Ky spielt zudem bei der Aktivierung von T-Zellen eine Rolle. Der Verlust
von PI3Ky fiihrt zu einer verringerten Zytokinproduktion durch aktivierte T-Zellen. In
Thymozyten reguliert PI3Ky die T-Zell-Rezeptor- bzw. GPCR-induzierte Apoptose
(Sasaki et al. 2000). PI3KYy ist notwendig fiir die Degranulation von Mastzellen und hat
somit Einfluss auf Entziindungsreaktionen und allergische Reaktionen. So sind PI3Ky-
KO-Miuse weitgehend gegen allergische Reaktionen geschiitzt (Laffargue et al. 2002).
Die fiir die Pathogenabwehr wichtige Bildung von ROS wird ebenfalls von PI3Ky
beeinflusst. Der Bildung von Superoxid-Anionen (O;) als Reaktion auf eine
Stimulierung mit dem bakteriellen Peptid fMLP ist in PI3Ky-defizienten Neutrophilen
verringert (Hirsch et al. 2000, Li et al. 2000, Sasaki et al. 2000). Superoxid-Anionen
werden durch den NADPH-Oxidase-Komplex gebildet, dessen Aktivierung durch die
PKCa-vermittelte Phosphorylierung von p47phox stattfindet. PKCa wiederum wird
durch die Proteinkinase-Aktivitit von PI3Ky in Reaktion auf eine fMLP-Rezeptor-
Aktivierung phosphoryliert (Stoyanova et al. 1997, Lehmann et al. 2009). Weitere
Funktionen, an denen PI3Ky beteiligt ist, sind die Thrombozytenaggregation, die
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Adhidsion von Leukozyten durch Endothelzellen und die Kontraktilitdit von
GefalBmuskelzellen (Lian et al. 2005, Puri et al. 2005, Le Blanc et al. 2004, Vecchione
et al. 2005).

Neben den wichtigen Funktionen bei verschiedenen Immunreaktionen spielt PI3Ky in
Herzmuskelzellen eine Rolle bei der Reaktion auf eine pathophysiologische, chronische
Blutdruckerhohung und beeinflusst die Kontraktilitdt (Patrucco et al. 2004, Perino et al.
2011). Fiir diese Untersuchungen wurde neben einem PI3Ky-KO-Modell ein Modell
verwendet, bei dem die Kinase-Aktivitit von PI3Ky durch eine Lys833-Arg-
Punktmutation deaktiviert ist, dabei das Molekiill p110y-KD aber exprimiert wird
(Patrucco et al. 2004). Im Gegensatz dazu wird die katalytische Untereinheit p110y im
PI3Ky-KO-Modell nicht exprimiert (Hirsch et al. 2000). Interessanterweise wurde
festgestellt, dass die kinase-inaktive Variante von PI3Ky im untersuchten
Zusammenhang einen vergleichbaren Phénotyp aufweist wie die unverdanderte Wildtyp-
Version, der Verlust von PI3Ky jedoch zu Abweichungen des Phénotyps fiihrt. Somit
wurde  gezeigt, dass PI3Ky neben seiner Kinase-Funktion  weitere
Interaktionsmdglichkeiten besitzt (Hirsch et al. 2009). Durch die Interaktion des
Komplexes p84/87-p110y mit PKA und PDE3B wird die cAMP-degradierende
Funktion von PDE3B aktiviert (Abbildung 5). PKA bindet dabei an p110y, die Bindung
von PDE3B erfolgt durch p84/87, aber nicht durch die alternative regulatorische
Untereinheit pl101 (Perino ef al. 2011). PI3Ky iibt bei dieser Interaktion eine von der
Kinase-Aktivitidt unabhédngige Geriistfunktion (Scaffold-Funktion) aus, wodurch PKA
und PDE3B in engen Kontakt gebracht werden und somit eine verstirkte Aktivierung
von PDE3B durch PKA ermdglicht wird. Eine vergleichbare Aktivierung von PDE
durch PKA in einem Kinase-bindenden Protein-Komplex an PI3Ky wurde zudem fiir
PDE3A, PDE4A und PDE4B gezeigt. Die Aktivierung von PDE fiihrt zu einer
verstiarkten Hydrolyse von cAMP zu 5‘-AMP. Somit besitzt PI3Ky als AKAP (a-kinase
ancoring protein) einen moderierenden Einfluss auf die lokale Konzentration des
Second Messengers cAMP und auf nachfolgende Signalwege. Eine Interaktion von
PI3Ky findet nur mit bestimmten PDE-Isoformen statt, so wird die Aktivitit von
PDE4D durch den Verlust von PI3Ky nicht beeinflusst. Zu beachten ist, dass die
Kinase-Aktivitit von PI3Ky durch die Interaktion mit PKA inhibiert wird, indem eine
Phosphorylierung von p110y am Thr-1024 erfolgt (Patrucco et al. 2004, Hirsch et al.
2009, Perino et al. 2010, Perino et al. 2011, Ghigo et al. 2012).
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Abbildung 5: Ubersicht iiber Scaffold- und Kinase-Funktion von PI3Ky

PI3Ky ist ein Komplex aus p110y und entweder p84/87 oder p101. Uber die Scaffold-Funktion bilden
p110y und p84/87 einen Komplex mit PKA und PDE3B. Dadurch wird PDE3B aktiviert und baut den
Second Messenger cAMP ab (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011). Die PI3K der Klasse I besitzen
eine Lipidkinase-Funktion und konnen Phosphoinositid-4,5-biphosphat (P1(4,5)P;) zu dem Second
Messenger Phosphoinositid-3,4,5-triphosphat (PI1(3,4,5)P;) phosphorylieren. Zudem besitzt PI3Ky eine
Proteinkinase-Funktion und kann MAP-Kinase-Signalwege aktivieren, insbesondere den ERK-Signalweg
durch Phosphorylierung der MAPK-Kinase MEK (Bondeva et al. 1998). PI3Ky kann durch G;PCR
aktiviert werden, die cAMP-bildende Adenylatcyclase (AC) durch G;PCR (Hawkins et al. 2006, Schmidt
et al. 2005). Die Kinase-Aktivitdt von PI3Ky wird infolge der Bindung von PKA inhibiert (Perino et al.
2011).

Die in Kardiomyozyten beschriebene Geriistfunktion von PI3Ky wurde in unserer
Arbeitsgruppe auch in Mikroglia festgestellt, wo ein Einfluss der cAMP-Konzentration
auf die Phagozytoseaktivitit besteht (Schmidt er al. 2013). Die Beseitigung von
Pathogenen und totem Zellmaterial durch Phagozytose ist eine wichtige Aufgabe von
Immunzellen wie Makrophagen oder Mikroglia. Eine erh6hte cAMP-Konzentration, die
in PI3Ky-defizienten Mikroglia bzw. infolge einer Inhibition der PDE-Aktivitét

nachzuweisen war, verringerte die Phagozytoseaktivitit der Mikroglia-Zellen.
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1.6. Zielstellung der Arbeit

Ein SIRS bzw. eine Sepsis stellt ein komplexes pathophysiologisches Geschehen dar,
das die Funktion der verschiedenen Organsysteme beeintrichtigen und zu deren
Versagen und in letzter Konsequenz durch Multiorganversagen zum Tod fiihren kann.
Eine Beeintrachtigung bzw. ein Verlust von Funktionen des ZNS treten in bis zu 70%
der Patienten mit einer schweren Sepsis auf und werden unter der Symptomatik der SE
zusammengefasst. Das Auftreten einer SE ist mit einer hoheren Mortalitdt und

Morbiditéit der Patienten assoziiert.

Ein Kernpunkt der Entwicklung einer SE ist der bereits in einer frithen Phase der
Erkrankung eintretende  Verlust der Integritit der BHS infolge des
neuroinflammatorischen Geschehens. Daraus kann sich ein Verlust der fiir die
neurologische Funktion wichtigen Homdoostase ergeben. Der in den vorigen Abschnitten
dargelegte Wissensstand deutet auf einen moglichen Einfluss von PI3Ky auf die
Expression von MMP durch die inhibierende Wirkung von PI3Ky auf cAMP-abhéngige
Signalwege. MMP sind in der Lage, die extrazelluliren Komponenten der BHS
abzubauen. Insbesondere im Hinblick auf die degradierende Wirkung von MMP auf
Strukturen der BHS bei der Entwicklung der SE ist ein moglicher regulierender Einfluss
von PI3Ky auf die Expression von MMP von Interesse. Dadurch konnte die kinase-
unabhingige Funktion von PI3Ky eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer

SE infolge einer systemischen Entziindungsreaktion spielen.

Zielsetzung der Arbeit war, die Funktion von PI3Ky bei der Entwicklung der SE zu
untersuchen. Ausgangspunkt war der Nachweis von PI3Ky in Zellen des ZNS,
insbesondere in Mikroglia (Jin ef al. 2010b, Schmidt ef al. 2013). Zudem wurde gezeigt,
dass PI3Ky eine wichtige Rolle fiir verschiedene Funktionen von Immunzellen spielt
(Costa et al. 2011) und eine regulierende Wirkung auf die Expression von MMP in

Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten hat (Guo et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit sollte nunmehr untersucht werden, ob eine Regulation der
MMP-Expression durch PI3Ky in Mikroglia besteht und ob der Verlust von PI3Ky zu
einer verstarkten Schidigung der BHS-Funktion in vivo fiihrt. Die Untersuchung wurde

anhand von drei Thesen gefiihrt:
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Zum Ersten wurde die These aufgestellt, dass PI3Ky die BHS-Integritit wahrend LPS-
induzierter neuroinflammatorischer Prozesse beeinflusst. PI3Ky hat Einfluss auf
inflammatorische Prozesse in Immunzellen und spielt eine Rolle bei der Pathogenese
verschiedener mit Entzlindungsreaktionen assoziierter Krankheiten (Ghigo et al. 2010).
Ein Einfluss von PI3Ky auf entziindliche Prozesse wéihrend der Pathogenese der SE ist
wahrscheinlich und sollte deshalb in einem in-vivo-Modell untersucht werden. Fiir die
mechanistischen Untersuchungen zu den Auswirkungen eines SIRS auf die BHS kam
ein gut definierbares Maus-Modell zur Anwendung, das auf der Injektion des
Pathogenbestandteiles LPS basierte und somit in Bezug auf den zeitlichen Verlauf und

die Auswirkungen eine gute Reproduzierbarkeit bot.

Die zweite These besagt, dass PI3Ky die MMP-Expression in Mikroglia iiber die
kinase-unabhéngige Scaffold-Funktion moderiert. Die Bildung von MMP in der
vaskuldren Einheit infolge einer Entziindungsreaktion trigt wesentlich zur Schadigung
der BHS bei der SE bei. Verschiedene MMP konnen durch Mikroglia exprimiert
werden (Rosenberg 2009, del Zoppo et al. 2012, Nuttall et al. 2007, Candelario-Jalil et
al. 2009). Mikroglia sind Zellen mesodermalen Ursprungs und exprimieren PI3Ky
(Kettenmann et al. 2011, Tambuyzer et al. 2009, Jin et al. 2010b). In Kardiomyozyten
wurde eine moderierende Wirkung der kinase-unabhéngigen Scaffold-Funktion von
PI3Ky auf die MMP-Expression gezeigt (Guo ef al. 2010). In Mikroglia-Zellkulturen

sollte der Einfluss von PI3Ky auf die MMP-Expression in vitro untersucht werden.

Die dritte These sagt aus, dass eine Aktivierung des cAMP-PKA-Signalweges in
Mikroglia zu einer erhohten Expression von MMP fiihrt. Die kinase-unabhédngige
Funktion von PI3Ky bewirkt iiber die PDE-Aktivierung eine Verringerung der cAMP-
Konzentration in Mikroglia (Schmidt et al. 2013). Die Expression verschiedener MMP
wird durch eine Aktivierung des cAMP-Signalweges verstirkt (Hasan & Nakajima
1999, Alper et al. 2001, Shankavaram et al. 2001, Melnikova et al. 2006, Lai et al.
2003, Guo et al. 2010). Der Zusammenhang zwischen der erhdhten cAMP-
Konzentration in PI3Ky-defizienten Mikroglia und der Expression von MMP sollte in

vitro untersucht werden.
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2.  Materialien und Methoden

2.1. Verwendete Materialien und Versuchstiere

2.1.1. Chemikalien

Die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben,
von den Firmen Sigma (USA), Fluka (D), Roth (D), Serva (D) und Merck (D) bezogen

und lagen im Reinheitsgrad p.A4. vor.

2.1.2. Puffer und Losungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Losungen in doppelt
deionisiertem Wasser angesetzt. Zur Bereitstellung wurde eine Millipore Synergy UV

Anlage (Millipore, USA) verwendet.

Als Basis verschiedener Losungen, als Waschpuffer in verschiedenen Anwendungen
und fiir die Zellkultur wurde phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS: 100 mM NaCl,
20 mM NaH,PO4, 80 mM Na,HPO., pH 7,5) verwendet. Die Zusammensetzung aller

anderen Puffer und Losungen wird in den jeweiligen Protokollen beschrieben.

2.1.3. Inhibitoren und Agonisten

In Tabelle 1 sind die verwendeten Inhibitoren und Stimulanzien aufgefiihrt.
Lipopolysaccharid (LPS) wurde in PBS gelost. Von den in DMSO gel6sten Stoffen
wurden Stammlosungen so hergestellt, dass die DMSO-Endkonzentration im

Kulturmedium 0,1% nicht {iberstieg.
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Tabelle 1: Inhibitoren und Agonisten

Substanz Hersteller / Quelle Konzentration (Stammlésung)

IBMX Sigma (USA) 500 mM in DMSO

Cilostamid Sigma (USA) 10 mM in DMSO

H89 Enzo Life Science (USA) 10 mM in DMSO
100 pg/ml fiir in-vitro-Versuche

LPS von Escherichia
Sigma (USA) 2,5 mg/ml fir in-vivo-Versuche
coli 055:B5
in PBS
Forskolin Enzo Life Science (USA) 10 mM in DMSO

2.1.4. Tiere und Primarzellen

Fiir in-vivo-Versuche und die Priparation von Mikroglia wurden C57BL/6J-Méause
verwendet. Neben dem als Kontrollstamm dienenden Wildtyp kamen ein PI3Ky-
defizienter Knockout-Stamm (KO) (Hirsch ef al. 2000) und ein Knockin-Stamm (KD)
(Patrucco et al. 2004) zum Einsatz. Durch eine gerichtete Punktmutation wird in PI3Ky
des PI3Ky-KD-Stammes anstelle des Lysin-833 Arginin exprimiert, wodurch die
Kinaseaktivitdt verloren ist. Der PI3Ky-KO- und PI3Ky-KD-Stamm waren seit mehr als

zehn Generationen auf den C75BL/6J-Stamm zurlickgekreuzt.

Die Tierhaltung erfolgte gemafl den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes an
den Standorten des Jenaer Instituts fiir Versuchstierkunde (IVTK) unter
standardisierten, spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen mit 12 h Tag-Nacht-
Rhythmus bei konstanter Temperatur und Luftfeuchte sowie Wasser und Standardfutter
ad libitum. Die Terminalexperimente wurden vom Thiringer Kultusministerium
genehmigt. Fiir Tierexperimente verwendete Weibchen wurden zur Angleichung des
Geschlechtszyklus fiir drei Tage auf Streu von Miannchen gesetzt, um die Prodstrus-
Phase einzuleiten. Das Erreichen der Prodstrus-Phase wurde durch visuelle

Begutachtung der Vaginaloffnung kontrolliert (Byers et al. 2012).
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2.2. Methoden

2.2.1. Kaultivierung von Mikroglia und BV2-Zellen

Als Mikroglia-Kulturmedium fiir primdre Mikroglia und die BV2-Zelllinie wurde
Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM, high glucose, Sigma, USA) mit
thermisch inaktiviertem fetalen Kélberserum (fetal calf serum — FCS, 10%.y,), Penicillin
(100 units/ml), Streptomycin (100 pg/ml) und Amphotericin B (2,5 pg/ml) verwendet.
Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturflaschen bzw. Mehr-well-Platten der Firma
Greiner (D) in Inkubatoren der Firma Heraeus (D) bei 37 °C und CO,-angereicherter
Atmosphire (5% CO;). Zum Abldsen konfluenter BV2 wurden die Zellkulturen fiir
5 min mit Trypsin (0,05%m~ Trypsin, 0,02%,, EDTA in PBS, PAA, D) inkubiert und
leicht geschiittelt. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon™-Réhrchen (BD Bioscience,
USA) tberfiihrt. Nach einer Zentrifugation (500 xg, 5 min in der Centrifuge 5416,
Eppendorf, D) wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und die Suspension
zur Passagierung 1:10 verdiinnt bzw. gezahlt und fiir Experimente benutzt. BV2 wurden
bis zur 15. Passage verwendet. Fiir Versuche wurden, sofern nicht anders angegeben, in
6-well-Platten 250000 Zellen/'wel/l mit je 2ml Medium, in 96-well-Platten
10000 Zellen/well mit je 100 ul Medium kultiviert und nach dem Adhérieren {iber

Nacht in serumfreiem Medium inkubiert.

2.2.2. Priparation von primiaren Mikroglia

Primére Mikroglia wurden aus GroBhirnanteilen neugeborener Méuse (Tag eins bis drei
nach der Geburt) gewonnen. Nach der Dekapitation wurde das Gewebe isoliert,
zerkleinert, mit Dissoziationsmedium (20 mM Hepes, 0,05%p, Trypsin, 700 uM
EDTA, 12 pg/ml DNase in DMEM) resuspendiert und fiir 20 min bei 37 °C inkubiert.
Nach Uberfiilhrung in  Mikroglia-Kulturmedium und Homogenisierung —der
Zellsuspension erfolgte eine Kultivierung (37 °C, 5% CO,) der erhaltenen Astroglia-
Mikroglia-Mischkultur fiir 14 Tage. Das Kulturmedium wurde wochentlich gewechselt.
Zur Isolation der Mikroglia-Zellen aus der Mischkultur wurde diese Zellpopulation mit
EDTA (2mM in PBS) unter leichtem Schiitteln von der Astroglia-Monoschicht
abgel0st.
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2.2.3. Posttranskriptionale Geninaktivierung von p110y mittels RNA-

Interferenz

Fiir die genetische Inaktivierung der katalytischen Untereinheit von PI3Ky in BV2-
Zellen wurde die PEI-Transfektionsmethode (Sauer ef al. 2008) mit Plasmid-pLKO.1-
Vektoren (Sigma-Aldrich, D) angewandt. Neben den Verpackungsplasmiden (pRev,
pEnv-VSV-G und pMDLg) und einem Puromyzin-Resistenz-Gen war in den Vektoren
eine shRNA gegen pl10y bzw. eine ungerichtete shRNA kodiert. Zur Produktion
lentiviraler Partikel wurden HEK293T-Zellen verwendet. Diese Zellen wurden bis zu
einer Konfluenz von ca. 40% in 6-well-Platten inkubiert. Die Transfektion mit dem
Plasmid pLKO.1 (4 pg/ml in DMEM) wurde mit Hilfe von PEI (2,5 pg/ug DNA)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir mindestens 4 h inkubiert. Danach wurde das
Medium durch frisches DMEM mit thermisch inaktiviertem fetalen Kélberserum
(10%,y) ersetzt. Nach 24h und 48 h wurden die Kulturiiberstinde jeweils
abgenommen, sterilfiltriert (Filtropur S 0,2 pm, Sarstedt, D) und konzentriert (Amicon

Ultracel-30, Millipore, USA).

Fiir die Infektion der Zielzellen wurden je 5000 Zellen {iber Nacht in 12-wel/-Platten
kultiviert. Nach der Zugabe von Polybren (8 pg/ml) wurde die Virussuspension auf die
Zellen gegeben, die Platte zentrifugiert (500 xg, 60 min in der Heracus Multifuge 1S,
Thermo Scientific, USA) und fiir 6 h inkubiert. Nach Austausch des Mediums wurden
die Zellen fiir 24 h inkubiert. Anschlie8end erfolgte die Selektion der infizierten Zellen

iiber 14 Tage durch Zugabe von Puromycin (3 pg/ml) zum Kulturmedium.

2.2.4. Tierexperimentelles Modell zur Induktion eines SIRS

In der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen einer systemischen
Entziindungsreaktion (SIRS), unter Beriicksichtigung der Aktivitdt von PI3Ky, auf die
Immunzellen des Gehirns und der Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke untersucht
werden. Zum weitestgehenden Ausschluss interferierender Einfliisse und zur Erreichung
maximaler Reproduzierbarkeit bei Minimierung des Versuchstieraufwandes wurde ein

Versuchsmodell mit einer Bolusinjektion einer definierten LPS-Menge gewihlt.
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Fiir die in-vivo-Untersuchungen wurden 8 bis 12 Wochen alte Tiere verwendet. Die
Tiere erhielten einmalig eine intraperitoneale Injektion von LPS (10 mg/kg KG, in
PBS), die Kontrollgruppen bekamen ein dquivalentes Volumen PBS (4 ml/kg KG).
Zusitzlich wurde 500 pl sterile isotonische Kochsalzlosung subkutan injiziert, um einer

Dehydratation vorzubeugen. Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfliigung.

2.2.5. Quantifizierung der BHS-Permeabilitit

Die Quantifizierung der BHS-Permeabilitit erfolgte mit Hilfe der Applikation von
Evans Blue (Comim et al. 2011, Dal-Pizzol et al. 2013, Flierl et al. 2009). Dazu wurde
den Miusen 1 h vor dem Téten Evans-Blue-Losung (4 ml/kg KG, 2% v in PBS) in die
Schwanzvene injiziert. Die Tiere wurden zum vorgegebenen Versuchsende mit
Isofluoran (2,5% in Sauerstoff) anésthesiert und transkardial mit 40 ml eiskaltem PBS
tiber eine Zeitspanne von 12 min perfundiert. Dadurch wurde aus den HirngefdB3en das
Blut mit dem darin an Albumin gebundenen Evans Blue entfernt. Nachfolgend wurde
das Hirn entnommen und mit fliissigem Stickstoff eingefroren. Zur Quantifizierung des
ins Hirngewebe iibergetretenen Evans Blue wurde das Gewebe mit Morser und Stdfel
homogenisiert und mit 50% p,,, Trichloressigsdure (4,1 ml/g Hirngewebe) versetzt. Die
Suspension wurde mit einem Vortexmischer homogenisiert und danach zentrifugiert
(10000 rpm, 20 min, 4 °C in der Centrifuge 5417R, Eppendorf, D). Nach Mischen von
einem Teil des Zentrifugationsiiberstandes mit drei Teilen Ethanol (96%) wurde die
Fluoreszenz (Anregung 620 nm, Emission 670 nm) im Photospektrometer (Infinite
F200, Tecan, CH) gemessen. Die Konzentration wurde anhand einer Standardreihe

berechnet.

2.2.6. Beurteilung der Morbiditit

Der klinische Schweregrad (clinical severity score — CSS, Gonnert et al. 2011) zur
Beurteilung der Morbiditdt wurde anhand von Verhalten und Erscheinungsbild der

Maiuse mit Hilfe der in Tabelle 2 angegebenen Kriterien bestimmt.
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Tabelle 2: Einteilung der CSS-Grade
(gemiB Gonnert ef al. 2011)

Reaktion auf
CSS-Grad spontane Aktivitit Haltung
Reize

1 hohe Aktivitdt schnell, neugierig normal

weniger aktiv,
verzogerte, aber .
2 Unterbrechungen der . leicht gekriimmt
addquate Reaktion

Aktivitdt
langsam, miide, eingeschrinkte
3 Bewegungen und verzogerte gekriimmt
eingeschrinkt Reaktion

lethargisch, keine ' _
4 keine Reaktion stark gekriimmt
Bewegung

2.2.7. Histologie und Immunhistochemie

Die Méuse wurden anisthesiert und zunéchst {iber 6 min mit 20 ml eiskaltem PBS und
danach tiber 6 min mit 20 ml eiskalter Paraformaldehyd-Losung (4% in PBS)
transkardial perfundiert. AnschlieBend wurden die Gehirne entnommen und {iber Nacht
bei 4 °C in Paraformaldehyd (4% in PBS) inkubiert. Danach folgten die Entwisserung
in einer Alkoholreihe (50%, 70%, 96% 100% Ethanol, 67% Ethanol + 33% Xylol, 33%
Ethanol + 67% Xylol, 100% Xylol) und das Einbetten in Paraffin. Schnitte mit einer
Stirke von 6 um wurden am Mikrotom HM335E (Microm, D) angefertigt und auf
Menzel-Gléser Superfrost Plus (Thermo Scientific, USA) iiberfiihrt.

Vor der Farbung wurden die Schnitte mittels absteigender Alkoholreihe (dreimal je
15 min Xylol, 2 min 99% Ethanol, zweimal 2 min 96% Ethanol, 2 min 70% Ethanol,
2 min 50% Ethanol) entparaffiniert und gewissert. Zur Antigen-Demaskierung wurden
die Schnitte mit Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0) in der Mikrowelle (750 W, 11 min in
R-989, Sharp, D) erhitzt und nach Abkiihlen dreimal mit PBS gewaschen. Zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde eine Blockierungslosung mit

Rinderserum-Albumin (bovine serum albumin — BSA) und Eselnormalserum verwendet
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(1% BSA, 0,3% Triton X-100, 10% Eselnormalserum in PBS) und fiir 1 h inkubiert.
Die Inkubation mit dem jeweiligen primdren Antikorper (Tabelle 3) in
(1%my  BSA,  0,3%. X-100,  2%my

Eselnormalserum in PBS) erfolgte iiber Nacht bei 4 °C, gefolgt von dreimaligem

Antikorperinkubationslosung Triton
Waschen in PBS und der Inkubation mit dem jeweiligen sekundiren Antikorper fiir 1 h
bei 4°C. Fluoreszenzaufnahmen wurden am Olympus BX61 (Olympus, D).
aufgenommen. Negativkontrollschnitte wurden in Antikorperinkubationslosung ohne

Antikorper inkubiert.

Tabelle 3: Antikorper fiir die Inmunhisto- und Immuncytochemie

Anwendung /
Zielmolekiil Quelle Spezies / Typ
Verdiinnung
Iba-1 Abcam (UK) 1:250 Ziege, polyklonal
Kaninchen,
MMP-2 Novus (UK) 1:100
polyklonal
Kaninchen,
MMP-3 Abcam (UK) 1:75
polyklonal
MMP-9 R&D Systems (D) 1:50 Ziege, polyklonal
Kaninchen,
MMP-13 Abcam (UK) 1:100
polyklonal
Myeloperoxidase Kaninchen,
Dianova (D) 1:500
(MPO) polyklonal
Alexa Fluor® 488 Esel, polyklonal,
Molecular Probes
donkey anti rabbit 1:250 — 1:500 Sekundér-
(USA)
IgG Antikorper
Alexa Fluor® 568 Esel, polyklonal,
. Molecular Probes
donkey anti goat 1:250 — 1:500 Sekundair-
(USA)
IgG Antikorper
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Zur Detektion apoptotischer und nekrotischer Zellen wurden Firbungen nach der
TUNEL-Methode mit dem In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche, D)
durchgefiihrt. Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte gemd dem
Herstellerprotokoll behandelt. Die gefarbten Prdparate wurden mit Glyceringelatine
eingedeckt. Als Ubersichtsfirbung zur Unterscheidung morphologischer Strukturen
wurde jeweils an parallelen Schnitten eine Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung)
vorgenommen. Nach der Entparaffinierung erfolgte eine Behandlung mit Hadmatoxylin
fiir 20 min. Anschlieend wurden die Schnitte kurz mit destilliertem Wasser und danach
je einmal fir 3 min und fiir 10 min mit lauwarmem Leitungswasser gespiilt. Nach
erneutem kurzen Spiilen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte fiir 7 min in
alkoholischer Eosinlosung gefdarbt und danach iiberschiissige Eosinlosung mit
destilliertem Wasser abgespiilt. Danach erfolgte eine Entwisserung in aufsteigender
Alkoholreihe (siche Seite 36) bis zum Xylol und die Eindeckung mit dem Roti®-
Histokitt IT (Roth, D). Die Farbungen histologischer Priaparate wurden von Frau Rose-
Marie Zimmer (Institut fiir Molekulare Zellbiologie) ausgefiihrt. Die pathologische
Begutachtung von HE- und TUNEL-Féarbungen erfolgte durch Dr. Michael Brodhun
(Institut fiir Pathologie, HELIOS Klinikum Erfurt).

2.2.8. Immunzytochemie

Primdre Mikroglia wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichteten 12-mm-Deckglédschen
kultiviert. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
fir 20 min in Paraformaldehyd-Losung (4% in PBS) fixiert. Nach zweimaligem
Waschen (Smin und 10min) in PBS wurden die Zellen fiir 1h mit ICC-
Blockierungslosung (1% BSA, 0,3% Triton X-100, 10% Ziegennormalserum in PBS)
behandelt. Danach wurde iiber Nacht bei 4 °C mit dem primdren Antikorper (Tabelle 3)
in ICC-Antikorperlosung (1% BSA, 0,3% Triton X-100, 2% Ziegennormalserum in
PBS) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen (5 min und 10 min) in PBS erfolgte die
Inkubation mit dem sekundédren Antikorper (1:500 in ICC-Antikorperlosung) fiir 1 h.
Nach erneutem zweimaligen Waschen (10 min und 20 min) in PBS erfolgte eine
Féarbung mit DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol, 2 pg/ml in PBS) fiir 5 min. Danach

wurde die Probe zweimal in PBS gewaschen (5 min und 15 min) und mit Shandon
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ImmuMount® (Thermo Scientific, USA) auf einen Objekttriger aufgebracht. Bilder der

Préaparate wurden am Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) aufgenommen.

2.2.9. Western Blot

Die Lyse von Zellen bzw. Gewebeproben erfolgte auf Eis in RIPA-Puffer (150 mM
NaCl, 1% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0;
dazu direkt vor der Verwendung zugegeben: 10uM NaVO;, I mM
Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 pg/ml Pepstatin A, 1 pg/ml Pefabloc®, 2 pg/ml
Leupeptin). Die Zellsuspension wurde mit einem Zellschaber (Nunc, DK)
abgenommen, in ein 1,5 ml Eppendorfgefal iiberfiihrt, mechanisch aufgeschlossen und
zentrifugiert (20000 xg, 20 min, 4 °C in der Centrifuge 5417R, Eppendorf, D). Die
Zentrifugationsiiberstinde wurden in ein neues 1,5 ml Gefdl {iberfiilhrt und die
Proteinkonzentration mittels der Bradford-Methode ermittelt. Hierfiir wurden die
Proben fiir 15 min in Bradford-Reagenz (Sigma, USA) inkubiert und die OD bei
595 nm im Infinite F200 Photospektrometer (Tecan, CH) gegen eine Standard-BSA-

Konzentrationsreihe gemessen.

Fir den Western Blot wurden die Proben mit reduzierendem Fiinffach-Laemmli-
Probenpuffer (5%m~ SDS, 33%., Glycerol, 25%., 2-Mercaptoethanol, 0,1 mg/ml
Bromphenolblau, 83 mM Tris-HCI, pH 6,8) versetzt und jeweils gleiche Proteinmengen
auf ein 10%iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen (Tabelle 4). Fiir das Trenngel wurde
Trenngelpuffer (TGP: 2 M Tris-HCI, pH 8,8) und fiir das Sammelgel Sammelgelpuffer
(SGP: 0,5M Tris-HCI, pH 6,8) verwendet. Acrylamid-Methylbisacrylamid stand als
gebrauchsfertige Losung (Rotiphorese® Gel 30, Roth, D) mit 30% Acrylamid zur
Verfligung. Natriumdodecylsulfat (SDS) und Ammoniumpersulfat (APS) wurden
jeweils als 20%ige Stammlosungen angesetzt. Die GroBenauftrennung der Proteine
erfolgte durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in
Mighty Small II mini-SE250/SE260-Kammern (Hoefer Scientific Instruments, USA)
bei maximal 120 V und 30 mA (Powersupply Model 1000/500, BioRad, USA) in
Laemmli-SDS-PAGE-Puffer (25 mM Tris, 0,2 mM Glycin, 3,5 mM SDS). Das Gel
wurde anschlieBend in Transfer-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS,

15% ., Methanol) inkubiert und die aufgetrennten Proteine mittels einer
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Semi-Dry-Blotting-Apparatur (Millipore Graphite, Millipore USA) auf eine PVDF-
Membran (Porengrofle 0,45 um, Millipore, USA; in Methanol aktiviert) iibertragen
(1 mA/cm?, 1 h).

Tabelle 4: Zusammensetzung fiir ein SDS-PAGE-Gel

Polymeri-
Gel-Ansatz sations-
katalysator
TGP
Rotiphorese® SDS APS
bzw. H,O TEMED
Gel 30 (20% mw) (20% mn)
SGP
Trenngel 32,9% 18,8% 0,5% 47,4% 0,4% +0,04%
Sammelgel 13,1% 24,7% 0,5% 61,1% 0,6% +0,06%

AnschlieBend wurde die Membran mit den immobilisierten Proteinen zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen in 2,5% BSA in TBS/T (50 mM NaCl, 0,1% Tween20,
S5mM Tris-HCL, pH 7,4) fir 30 min bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln
inkubiert. Die Membran wurde mit dem primiren Antikorper (Tabelle 5) bei 4 °C und
leichtem Schiitteln iiber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS/T wurde
die Membran mit HRP-konjugiertem sekundédren Antikdrper (Tabelle 5) fiir 30 min bei
Raumtemperatur und leichtem Schiitteln inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal
fiir je 5 min mit TBS/T sowie einmal fiir 5 min mit TBS (50 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl,

pH 7,4) gewaschen und mit Pierce™

ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Scientific, USA) fiir 1 min bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln inkubiert. Die
Membran wurde auf eine Glasplatte gelegt, mit Folie abgedeckt und am LAS-4000
Luminescent Image Analyzer (Fujifilm, J) die Chemolumineszenz detektiert. Die

Quantifizierung der Signalstérke erfolgte mittels der Software MultiGauge (Fujifilm, J).

Zum Entfernen der Antikorper fiir eine weitere Detektion wurde die Membran mit

Stripping-Puffer (100 mM 2-Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCL, pH 6,7)
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fiir 30 min bei 56 °C und anschliefend bei Raumtemperatur dreimal fiir je 15 min mit

TBS/T gewaschen sowie flir 15 min in 1% BSA in TBS/T inkubiert.

Tabelle 5: Fiir die Western-Blot-Analyse verwendete Antikorper

Anwendung /

Zielmolekiil Quelle Spezies / Typ
Verdiinnung
Institut fiir
Molekulare 1:100; 5%
pl10y ‘ ‘ . ‘ Maus, monoklonal
Zellbiologie, Milchprotein™®
Jena
B-Aktin Sigma (USA) 1:5000; 5% BSA** Maus, monoklonal
Cell Signaling
Vinculin 1:1000; 5% BSA** | Kaninchen, polyklonal
(USA)
MMP-2 Novus (UK) 1:3000; 5% BSA** | Kaninchen, polyklonal
Cell Signaling
MMP-9 1:1000; 5% BSA** | Kaninchen, polyklonal
(USA)
MMP-13 Abcam (UK) 1:5000; 5% BSA** | Kaninchen, polyklonal
Cell Signaling
p CREB (S133) 1:1000; 5% BSA** | Kaninchen, polyklonal
(USA)
Cell Signaling
CREB 1:1000; 5% BSA** Maus, monoklonal
(USA)
Ziege, polyklonal,
Santa Cruz 1:1000 — 1:5000;
goat anti rabbit HRP-konjugierter
(USA) 5% Milchprotein* .
Sekundar-Antikorper
Ziege, polyklonal,
) Santa Cruz 1:1000 — 1:5000; o
goat ant1 mouse ) ) HRP-konjugierter
(USA) 5% Milchprotein*

Sekundar-Antikorper

* Magermilchpulver (Applichem, D) in TBS/T; ** Bovines Serumalbumin (Sigma, USA) in TBS/T
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2.2.10. Zymographie

Der Nachweis von MMP-2 und MMP-9 in Zellkulturiiberstinden erfolgt mittels
Gelatine-Zymographie (del Zoppo et al. 2012, Dal-Pizzol et al. 2013).
Zellkulturiiberstinde wurden zentrifugiert (500 xg, 10 min, 4 °C in der Centrifuge
5417R, Eppendorf, D), um suspendierte Zellen zu entfernen. Die Uberstinde wurden
mit Hilfe von Amicon Ultra-0.5 mL Zentrifugalfiltern (Millipore, USA) mit einem
MolekiilgroBenausschluss von 30 kDa auf ein Volumen von ca. 30 pl konzentriert. Die
Konzentrate wurden mit nicht-reduzierendem Fiinffach-Probenpuffer (2%, SDS,
50%,,, Glycerol, 0,1 mg/ml Bromphenolblau, 0,3 M Tris-HCI, pH 6,8) versetzt und fiir
15 min bei 37 °C denaturiert. Die Proben wurden vollstindig auf ein gelatinehaltiges,
nicht-reduzierendes, 7,5%iges SDS-PAGE-Gel (Trenngel: 0,6 g/l Gelatine, 0,1%m
SDS, 25%.,, Rotiphorese® Gel 30, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8) aufgetragen und
elektrophoretisch bei einer Stromstirke von 15 mA aufgetrennt. Das Gel wurde
zweimal flir 30 min mit Triton X-100 (2,5%), je einmal fiir 30 min und fiir 15 min mit
Wasser und anschliefend fiir 30 min mit TAB-Puffer (30 mM CaCl,, 0,01% NaN3,
100 mM Tris-HCI, pH 7,8) gewaschen. Danach folgte die Inkubation bei 37 °C fiir 20 h
in TAB-Puffer. Im Anschluss wurde das Gel mit Coomassie-Brilliantblau G250 (0,25%
in 20% Methanol, 7% Essigsédure) fiir 40 min gefdrbt und darauffolgend in mehreren
Waschschritten entfarbt (20% Methanol, 7% Essigsdure). Zur densitometrischen
Analyse wurden die Gele eingescannt (Scanjet G-4050, HP, USA) und als Grauwertbild
mit der Software MultiGauge (Fujifilm, J) quantifiziert.

2.2.11. MMP-2/-9-Aktivitits-Assay

Zellkulturiiberstinde wurden wie unter 2.2.10 beschrieben konzentriert und die
Aktivitit von MMP-2 und MMP-9 mit dem InnoZyme Gelatinase (MMP2/MMP9)
Activity Assay Kit (Calbiochem, D) entsprechend des Herstellerprotokolls detektiert.
Das vollstindige Probenvolumen wurde eingesetzt, mit Reaktionspuffer auf ein
Volumen von 90 pl aufgefiillt und mit 10 ul des MMP-2/-9-spezifischen Substrats
gemischt. Es erfolgte keine Zugabe eines Aktivators fiir die Proformen der MMP. Der
Abbau des Substrats wurde anhand einer Fluoreszenzmessung (Anregung 320 nm,

Emission 405 nm, Infinite 200Pro, Tecan, CH) gemessen.
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2.2.12. Quantifizierung von cAMP

Mikroglia wurden in 96-wel/-Platten mit transparentem Boden inkubiert. Nach einer
Inkubation iiber Nacht in serumfreiem Medium wurden die Zellen mit LPS (100 ng/ml)
stimuliert. Die intrazelluldire cAMP-Konzentration wurde mit dem cAMP GloAssayKit
(Promega, D) gemid3 dem Herstellerprotokoll unter Verwendung der zugehorigen
Standards ermittelt. Die Messung der Lumineszenz erfolgte mit einem
Photospektrometer (Infinite F200, Tecan, CH). Die Messungen der intrazelluldren
cAMP-Konzentration wurden von Caroline Schmidt, Doktorandin am Institut fiir

Molekulare Zellbiologie, durchgefiihrt.

2.2.13. RNA-Praparation und quantitative real-time PCR

Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert
und anschlieBend mit Inhibitoren bzw. Agonisten behandelt. Die Extraktion der
Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini kit (QIAGEN, D) unter Verwendung des
Herstellerprotokolls. Zur Beseitigung einer moglichen DNA-Kontamination wurde der
Extrakt fiir 30 min bei 37 °C mit RNase-freier DNase I (Fermentas, D) inkubiert. Die
DNase wurde durch Behandlung mit EDTA (25 mM) und eine Erwdrmung fiir 10 min
auf 65 °C inaktiviert. Die Ermittlung der RNA-Konzentration und Kontrolle der
Reinheit wurde photospektrometrisch (Nanodrop ND-1000, Peqlab, D) durchgefiihrt.
Die Herstellung von cDNA erfolgte aus jeweils 0,5 ug Gesamt-RNA mit dem First
Strand ¢cDNA Synthese Kit (Fermentas, D) nach dem Herstellerprotokoll unter
Verwendung des Oligo(dT);s-Primers.

Die Expressionsanalyse erfolgte mittels quantitativer real-time PCR (RT-qPCR) mit
dem Maxima SYBR Green/ROX Kit (Fermentas, D) entsprechend des beigefiigten
Herstellerprotokolls im realplex Mastercycler ep gradient (Eppendorf, D). Die
verwendeten Primer-Paare sind in Tabelle 6 aufgelistet. Nach initialem Erhitzen auf
95 °C fiir 10 min folgten 40 RT-qPCR-Zyklen (95 °C fiir 15 s, Annealing-Temperatur
fiir 30 s, 72 °C fiir 40 s) und eine Schmelzkurve zur Qualititskontrolle. Die erhaltenen
Ct-Werte (cycle threshold) wurden gegen einen Faktor, der sich als geometrisches
Mittel aus den zugehdrigen Ct-Werten von B-Aktin, GAPDH und HPRTI ergab,

normalisiert.
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Tabelle 6: Sequenzen der fiir die RT-qPCR verwendeten Primer

Vorwirts- Riickwarts- Annealing-
Ziel-mRNA Referenz
Primer Primer Temperatur
GCCATTACCA | GGAATTTGTT
Woo et al.
MMP-1 GTCTCCGAG | GGCATGACT 58 °C 2008
GA CTCAC
TGGCAGTGC
CCGTACTTGC Nagyoszi et al.
MMP-2 AATACCTGA 53°C
CATCCTTCTC 2010
AC
GTACCAACCT | CCAGAGAGT
Woo et al.
MMP-3 ATTCCTGGTT | TAGATTTGGT 53°C 2008
GC GGG
ACCACTAAA | AGTACTGCTT
MMP-9 GGTCGCTCG | GCCCAGGAA 58 °C Setz et al. 2011
GATGGTT GACGAA
GGGCTCTGA | AGCGCTCAG
MMP-13 ATGGTTATGA | TCTCTTCACC 58 °C Guo et al. 2010
CATTC TCTT
AGGAGACAG
GTCCCATGGC
MMP-14 AGGTGATCA 58 °C Guo et al. 2010
GTCTGAAGA
TCATTG
GAGGTATCCT
CAGAGGCAT Konig et al.
B-Aktin GACCCTGAA 53°C
G ACAGGGACA 2010
TGACACTGG | GGTCCTTTTC
Sieber et al.
HPRT1 CAAAACAAT | ACCAGCAAG 58 °C 5010
GCA CT
CAGGTTGTCT | CCCTGTTGCT
GAPDH 58 °C Lietal 2010
CCTGCGACTT | GTAGCCGTA
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2.2.14. Statistische Auswertungen

Messergebnisse und Daten sind jeweils als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
angegeben. Die statistischen Auswertungen wurden mit den Routinen der Software
Sigmaplot 12 (Systat Software, USA) vorgenommen. Statistische Vergleiche zwischen
zwei Gruppen wurden mit dem ungepaarten t-Test durchgefiihrt. Zum Vergleich
mehrerer Gruppen wurde je nach gegebenen Bedingungen eine einfaktorielle
Varianzanalyse (one-way-ANOVA) bzw. ein Kruskal-Wallis-Test oder eine
zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way-ANOVA) vorgenommen. Unterschiede
zwischen Gruppen wurden dabei mit dem Post-Hoc-Test nach Student-Newman-Keuls
(SNK) bzw. der Methode nach Dunn gepriift. Von einer statistischen Signifikanz wurde
fiir p<0,05 ausgegangen.

45



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1.  Der Verlust von PI3Ky erhoht die Permeabilitit der Blut-
Hirn-Schranke

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit umfasste die Untersuchung eines Einflusses
von PI3Ky widhrend der Entwicklung einer septischen Enzephalopathie (SE). Dazu
wurden in einem ersten Schritt in vivo die Auswirkungen eines Verlustes der
Funktionen von PI3Ky auf die Integritit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) untersucht.
Bedingungen einer systemischen Entziindungsreaktion wurden im Maus-Modell durch

die intraperitoneale Injektion von LPS hervorgerufen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Der Verlust von PI3Ky fiihrte zu erh6hter BHS-Permeabilitiit in Méusen

Mausen wurde LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS als Kontrolle intraperitoneal injiziert. Evans Blue
(4 ml/kg KG, 2% in PBS) wurde intravends fiir 1 h injiziert. 24 h nach LPS-Injektion wurden die Tiere
mit 40 ml eiskaltem PBS perfundiert und die Gehirne prépariert. Die Extraktion von Evans Blue aus
Hirnhomogenisaten erfolgte mit Trichloressigsdure (4,1 ml/g Hirngewebe, 50%). Zentrifugations-
iiberstinde (10000 rpm, 20 min, 4 °C) wurden im Verhéltnis 1:3 mit Ethanol (96%) gemischt, die
Fluoreszenz (Anregung: 620 nm, Emission: 670 nm) gemessen und die Konzentration berechnet.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n=17, statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. PBS, # p<0,05 vs. wt,
$ p<0,05 vs. KO.
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Es wurden Mausstimme verwendet, die sich hinsichtlich der Expression der
katalytischen Untereinheit von PI3Ky p110y unterschieden. Als Kontrollstamm diente
der C57BL/6J-Wildtyp-Stamm (wt). Als Vergleichsstimme dienten der Knockout-
Stamm (KO) und der Knockin-Stamm (KD). Die Untersuchung der BHS-Integritét
erfolgte anhand der Extravasation von Evans Blue ins Hirngewebe. Die Messung der
Evans-Blue-Konzentration im Hirngewebe zeigte in allen drei Stimmen eine erhdhte
BHS-Permeabilitit 24 h nach der Injektion von LPS im Vergleich zur Injektion von
PBS (Abbildung 6). Es wurden ménnliche Tiere (n=11 je Gruppe) und weibliche Tiere
im Proostrus (n=6 je Gruppe) untersucht. Es ergaben sich keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede in der BHS-Permeabilitit nach 24 h. Tiere des PI3Ky-KO-Genotyps
wiesen gegeniiber Wildtyp-Tieren eine signifikant erhdhte Durchléssigkeit der BHS auf.
Unabhéngig von einer LPS-Injektion wurde in Tieren des PI3Ky-KO-Genotyps eine
hohere Evans-Blue-Konzentration festgestellt als in gleichbehandelten Wildtyp-Tieren.
Sowohl in PBS- als auch in LPS-behandelten PI3Ky-KO-Tieren war die Evans-Blue-
Konzentration hoher als in der jeweils gleich behandelten Wildtyp-Gruppe. Tiere des
PI3Ky-KD-Genotyps zeigten einen dhnlichen Phinotyp wie Wildtyp-Tiere.

Die Morbiditdt der Tiere wurde wihrend der Behandlung anhand des klinischen
Schweregrades (CSS) und des relativen Gewichtsverlustes dokumentiert. Gewicht und
CSS wurden jeweils vor der Injektion von PBS bzw. LPS und 24 h nach der Injektion
ermittelt. In allen drei untersuchten Stimmen (C57BL/6J Wildtyp, PI3Ky-KO und
PI3Ky-KD) kam es in den LPS-injizierten Tieren im Vergleich zu den PBS-Kontrollen
zu einer vergleichbar starken Erhdhung des CSS und des Gewichtsverlustes der Tiere
wihrend des 24-stiindigen Untersuchungszeitraumes (Abbildung 7). Der CSS vor der
Behandlung hatte bei allen Tieren den Wert 1.
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Abbildung 7: Die LPS-Injektion fiihrte zur Erh6hung des CSS und zu Gewichtsverlust der Miuse

Maiusen wurde LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS als Kontrolle intraperitoneal injiziert. A: CSS 24 h
nach Injektion von LPS bzw. PBS. B: Das Gewicht wurde jeweils direkt vor der Injektion und vor dem
Toten ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM von n=17, statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. PBS.

Anhand von HE- und TUNEL-Firbungen histologischer Schnitte des Hirngewebes
wurde untersucht, ob infolge der 24-stiindigen LPS-Behandlung ein erhdhter Anteil an
apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen zu beobachten war. In den Pridparaten wurden
im frontalen, parietalen und temporalen Cortex, in der frontalen und temporalen weillen
Substanz, den Cornu-Ammonis-Regionen des Hippocampus, im Thalamus, im Striatum,
im Hirnstamm und im Cerebellum keine verstdrkt apoptotischen bzw. nekrotischen
Bereiche infolge der LPS-Behandlung in einem der drei untersuchten Mausstimme

festgestellt.

Eine erhohte BHS-Permeabilitdt war bereits 4 h nach der Injektion von LPS vorhanden.
Zu diesem Zeitpunkt wurde eine gesteigerte Extravasation von Evans Blue in den
Gehirnen LPS-behandelter médnnlicher Tiere gemessen (Abbildung 8). Unterschiede in
der BHS-Permeabilitit zwischen den drei untersuchten Stimmen waren nach 4 h nicht
feststellbar. Des Weiteren wurde parallel zu der erhdhten BHS-Permeabilitit ein

gesteigerter CSS in den LPS-behandelten Tieren dokumentiert (nicht dargestellt).
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Abbildung 8: Erhohte BHS-Permeabilitit 4 h nach LPS-Injektion

Maiusen wurde LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS als Kontrolle intraperitoneal injiziert. Evans Blue
(4 ml/kg KG, 2% in PBS) wurde intravends fiir 1 h injiziert. 4 h nach LPS-Injektion wurden die Tiere mit
40 ml eiskaltem PBS perfundiert und die Gehirne pripariert. Die Extraktion von Evans Blue aus
Hirnhomogenisaten erfolgte mit Trichloressigsdure (4,1 ml/g, 50%). Zentrifugationsiiberstinde
(10000 rpm, 20 min, 4 °C) wurden im Verhiltnis 1:3 mit Ethanol (96%) gemischt, die Fluoreszenz
(Anregung: 620 nm, Emission: 670 nm) gemessen und die Konzentration berechnet. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM von: wt und KO n=7, KD n=9. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. PBS.

Zusammenfassend wurde eine Erhéhung der BHS-Permeabilitidt infolge der LPS-
Behandlung gefunden. In Tieren des PI3Ky-KO-Stammes trat mit langerer Dauer der
LPS-Exposition eine Verstirkung der beobachteten Stérung der BHS-Integritit auf.
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3.2.  Der Verlust von PI3Ky fiihrt zu einer erhohten MM P-

Expression im Hirngewebe

Um den unter 3.1 dargestellten Einfluss von PI3Ky auf die BHS-Permeabilitit néher zu
untersuchen, sollte zunédchst die Expression im Gehirn von Méusen bestdtigt werden.
Die katalytische Untereinheit von PI3Ky wurde im Hirngewebe von Wildtyp- und
PI3Ky-KD-Maiusen nachgewiesen (Abbildung 9). Im PI3Ky-KO wurde p110y nicht
detektiert.

Abbildung 9: Nachweis von p110y im Gewebe des GroBShirns von Miusen

Méuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle perfundiert,
Gehirne entnommen und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikorper gegen p110y und B-Aktin
analysiert. Dargestellt ist ein reprisentatives Ergebnis von n=3 Experimenten.

3.2.1. Nachweis von MMP im Hirngewebe von Miusen

Analog dem Nachweis von pl110y wurden verschiedene MMP im Hirngewebe mittels
Western Blot detektiert. In Lysaten aus dem Gewebe des GroBhirns von Wildtyp-,
PI3Ky-KO- und PI3Ky-KD-Tieren wurden MMP-2, MMP-9 und MMP-13
nachgewiesen (Abbildung 10 und Abbildung 11). Diese MMP waren im GrofBhirn von
Maiusen aller drei untersuchter Stimme detektierbar. Insbesondere ergaben sich
Hinweise auf eine erhohte MMP-9-Expression im PI3Ky-KO-Stamm. Infolge einer
LPS-Behandlung war die nachzuweisende Menge an MMP-9 im Hirngewebe von

PI3Ky-KO-Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren erhoht (Tabelle 7).
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Abbildung 10: Nachweis von MMP-9 im Grof3hirn von Miusen

Méuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle perfundiert,
Gehirne entnommen und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikdrper gegen MMP-9 und
B-Aktin analysiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von n=4 Experimenten.

Abbildung 11: Nachweis von MMP-2 und MMP-13 im Grof3hirn von Méusen

Maiuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle perfundiert,
Hirne entnommen und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-PAGE-
Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikérper gegen MMP-2, MMP-13 und f3-
Aktin analysiert. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis von n=4 Experimenten.
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Tabelle 7: Verstirkte MMP-9-Expression im Hirngewebe LPS-behandelter Miiuse

Méuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) perfundiert, die Gehirne entnommen
und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen
und im Western Blot unter Verwendung der Antikdrper gegen MMP-9 und B-Aktin analysiert. Es erfolgte
eine densitometrische Quantifizierung und eine Normalisierung von MMP-9 auf B-Aktin. Angegeben sind
Mittelwerte £ SEM von n=4 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt.

MMP-9 / B-Aktin

wt 0,75 + 0,06
PI3Ky-KO 1,33 40,15 *
PI3Ky-KD 0,90 £ 0,19

3.2.2. Residente Immunzellen produzieren MMP im Gehirn

Um zu tiiberpriifen, ob die erhohte BHS-Permeabilitit im PI3Ky-KO-Stamm auf die
Einwanderung von MMP-produzierenden Leukozyten zuriickgefiihrt werden kann,
wurde in Hirnschnitten eine Doppelfirbung fiir Myeloperoxidase (MPO)-positive
polymorph-nukledre Leukozyten (PMN) und MMP-9 durchgefiihrt (nach Jin et al
2011). Die Zahl MMP-9-produzierender PMN im Hirngewebe PBS-behandelter Tiere
war in den drei untersuchten Mausstimmen auf vergleichbarem Niveau (Tabelle 8).
Infolge der intraperitonealen Injektion von LPS stieg bei Tieren des Kontrollstammes
die Zahl an eingewanderten MMP-9-positiven PMN an. Die Daten aus LPS-behandelten
Maéusen gaben Hinweise auf eine geringere PMN-Einwanderung im PI3Ky-KO-Stamm,
verglichen mit Wildtyp- bzw. PI3Ky-KD-Stamm, die aufgrund des geringen
Stichprobenumfangs jedoch nicht statistisch verifiziert werden konnte. In den beiden
pl10y-exprimierenden Stdmmen kam es infolge der LPS-Behandlung zu einer

signifikant erh6hten PMN-Einwanderung in das Hirngewebe.
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Tabelle 8: MMP-9-positive PMN in Hirnschnitten

Méuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle zunéchst mit
PBS und anschlieBend mit Paraformaldehyd (4% in PBS) perfundiert, die Gehirne in Paraformaldehyd
fixiert und Paraffinschnitte (6 pm) angefertigt. Diese wurden entparaffiniert und mit dem MPO- und dem
MMP-9-Antikérper sowie den zugehorigen sekunddren Antikdrpern doppel-gefarbt. Am
Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) wurden Zellen, die MMP-9- und MPO-positiv waren, in je
16 Gesichtsfeldern gezédhlt und die Zellzahl je Gesichtsfeld berechnet. Angegeben sind Mittelwerte +
SEM von n=3 Tieren. Statistische Signifikanz: # p<0,05 vs. PBS.

MMP-9-positive PMN
PBS LPS
wt 0,39 +£0,03 3,55+1,75%#
PI3Ky-KO 0,53 £0,24 1,18 £0,47
PI3Ky-KD 0,37 £0,07 3,71£ 0,27 #

Dariiber hinaus wurde die Expression von MMP in Mikroglia im Gehirn untersucht.
Dazu wurde eine Doppel-Firbung des Mikroglia-Markers Iba-1 mit MMP-9 in
Hirnschnitten durchgefiihrt (Abbildung 12). Es war eine Co-Lokalisation von Iba-1- und
MMP-9-positiven Zellen in den Priparaten der drei untersuchten Stamme zu erkennen.
Analog wurde auch eine Co-Lokalisation von Iba-1 mit MMP-3 detektiert (nicht

dargestellt).
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Abbildung 12: Iba-1-positive Zellen exprimieren MMP-9

Maiuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle zundchst mit
PBS und anschlieBend mit Paraformaldehyd (4% in PBS) perfundiert, die Gehirne in Paraformaldehyd
fixiert und Paraffinschnitte (6 pm) angefertigt. Die Farbung erfolgte mit Antikorpern gegen Iba-1 und
MMP-9. Die Schnitte wurden an einem Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) aufgenommen
(Skala 50 pm). Dargestellt sind reprédsentative Schnitte aus n=6 Tieren je Gruppe.
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Nach dem immunhistochemischen Befund einer Co-Lokalisation von MMP-9 und Iba-1
wurde die Expression verschiedener MMP durch primidre Mikroglia in vitro
immunzytochemisch untersucht (Abbildung 13). In Doppelfarbungen wurden MMP-2,
MMP-3, MMP-9 und MMP-13 jeweils gemeinsam mit Iba-1 nachgewiesen. Diese
MMP wurden jeweils in Mikroglia aus Wildtyp, PI3Ky-KO und PI3Ky-KD, sowohl in
unbehandelten als auch LPS-stimulierten Zellen nachgewiesen. In Abbildung 13 sind

die Farbungen von LPS-behandelten Wildtyp-Mikroglia gezeigt.

Uberlagert

Abbildung 13: Mikroglia exprimieren MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13

Mikroglia-Zellen des Wildtyp-Stammes wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Glasplattchen kultiviert,
iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und anschlieend fiir 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert.
Nach der Fixierung der Mikroglia-Zellen mit Paraformaldehyd (4% in PBS) erfolgte die Férbung mit
Antikorpern gegen Iba-1 und MMP-2, MMP-3, MMP-9 bzw. MMP-13. Die Fluoreszenzbilder wurden an
einem Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) aufgenommen (Skala 50 pm). Dargestellt sind
reprasentative Aufnahmen aus n=3 Experimenten.
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Zusammenfassend wurde die Expression von PI3Ky und verschiedenen MMP im
Hirngewebe bestdtigt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MMP-exprimierende
PMN infolge einer LPS-Behandlung in das Hirngewebe einwandern. Dabei wurde eine
im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren verstirkte Einwanderung von PMN bei
Wildtyp- und PI3Ky-KD-Tieren detektiert. AuBerdem wurde nachgewiesen, dass die im

Gehirn residenten Mikroglia verschiedene MMP exprimieren.

3.3.  Der Verlust von PI3Ky in Mikroglia bewirkt eine
Erhohung der MMP-Sezernierung infolge einer LPS-

Stimulation

In den Gehirnen der untersuchten Mausstimme wurde die Expression verschiedener
MMP durch Mikroglia nachgewiesen. Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der
mechanistischen Untersuchungen zur Aufklarung des Einflusses von PI3Ky auf die

Expression, Produktion und Freisetzung von MMP durch Mikroglia dargestellt.

3.3.1. Die LPS-Stimulation von Mikroglia erhoht die Expression von

PI3Ky

us LPS us LPS us LPS

p110y -

B-Aktin

Abbildung 14: Erhohte Expression von PI3Ky in Mikroglia nach LPS-Stimulation

Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, iber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschliefend mit LPS (100 ng/ml) fiir 24 h stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, auf ein
10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikorper gegen p110y
und B-Aktin analysiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von n=4 Experimenten.
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In Mikroglia des Wildtyp-Stammes war die katalytische Untereinheit von PI3Ky
pl10y detektierbar (Abbildung 14). Mikroglia des PI3Ky-KD-Stammes bilden die
kinase-inaktive Variante von p110y, die mit dem verwendeten Antikorper ebenfalls im
Western Blot detektiert werden konnte. Nach Stimulation mit LPS wurde die

Expression von p110y verstarkt.

3.3.2. Erhohte cAMP-Konzentration und verstirkte CREB-
Phosphorylierung in PI3Ky-KO-Mikroglia

In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass der Verlust von PI3Ky in Kardiomyozyten zu
einer Erhohung der intrazelluldren cAMP-Konzentration fiihrt (Patrucco et al. 2004,
Perino et al. 2011). Auf Grundlage dieser Daten wurde die intrazellulire cAMP-
Konzentration in primiren Mikroglia untersucht (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Hohere cAMP-Konzentration in PI3Ky-KO-Mikroglia

Mikroglia wurden in 96-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschliefend mit LPS (100 ng/ml) fiir die angegebenen Zeitrdume inkubiert. Der cAMP-Gehalt wurde
mit dem cAMP-Assay-Kit (Promega) unter Verwendung des Herstellerprotokolls bestimmt. Die
Messwerte der Einzelexperimente wurden normiert (jeweils auf wt, 0 min). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt.
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In PI3Ky-defizienten Mikroglia wurde eine Erhohung der cAMP-Konzentration
gemessen. Die in PI3Ky-KO- gegeniiber Wildtyp- bzw. PI3Ky-KD-Zellen gesteigerte
cAMP-Konzentration wurde in unbehandelten Kontrollzellen sowie in LPS-behandelten

Zellen festgestellt.

Nachfolgend wurde untersucht, ob die gesteigerte cAMP-Konzentration zu einer
Aktivierung des cAMP-PKA-CREB-Signalweges fiihrt. Eine verstirkte Ser-133-
Phosphorylierung von CREB in Mikroglia des PI3Ky-KO konnte nachgewiesen werden
(Abbildung 16). Die basale CREB-Phosphorylierung in unstimulierten Zellen war bei
PI3Ky-KO gegeniiber Wildtyp bzw. PI3Ky-KD erhoht. Nach einer LPS-Stimulierung

stieg die CREB-Phosphorylierung in Mikroglia aus allen drei untersuchten Stimmen an.

LPS [ng/ml] 0 100 0 100 0 100
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Abbildung 16: Erhéhte Phosphorylierung von CREB in PI3Ky-KO-Mikroglia

Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend mit LPS (100 ng/ml) fiir 3 h stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, gleiche
Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der
Antikorper gegen phosphoryliertes CREB (p CREB) und -Aktin als Kontrolle analysiert. Dargestellt ist
ein reprisentatives Ergebnis von n=4 Experimenten.

3.3.3. Erhohte LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP beim
PI3Ky-KO

AnschlieBend wurde die MMP-Expression in primdren Mikroglia untersucht. Der

Einfluss einer LPS-Stimulation auf die Expression von verschiedenen MMP-mRNA in

Mikroglia wurde in Abhdngigkeit von PI3Ky mit Hilfe der quantitativen real-time PCR
(RT-gPCR) analysiert (Abbildung 17). Es wurde eine Erhdhung der LPS-induzierten
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Expression der mRNA fiir MMP-2, MMP-9 und MMP-13 in Mikroglia des PI3Ky-KO-
Stammes gegeniiber dem Wildtyp festgestellt.
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Abbildung 17: Das Fehlen von PI3Ky fiihrt zu einer Erhohung der LPS-induzierten mRNA-
Expression von MMP-2, MMP-9 und MMP-13

Mikroglia wurden in 6-wel/-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend mit LPS (100 ng/ml) fiir 3 h inkubiert. Die RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem
Oligo(dT)g-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit entsprechenden Primern fiir A: MMP-2, B: MMP-9
und C: MMP-13 quantifiziert und gegen -Aktin, GAPDH und HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind auf
wt normierte Mittelwerte £ SEM von n=4-7 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt.

3.3.4. Erhohte CREB-Phosphorylierung und verstirkte Expression
von MMP-mRNA in BV2 nach dem Knockdown von p110y

Um die Befunde zur PI3Ky-abhingigen MMP-Expression aus primdren Mikroglia-
Zellen in einem zweiten Modell zu priifen, wurde die Mikroglia-Zelllinie BV2
verwendet. Die Expression von PI3Ky wurde in BV2-Zellen mittels RNA-Interferenz
dauerhaft herunter reguliert. Als Referenz wurden BV2 verwendet, die eine ungerichtete
shRNA (Ktrl-shRNA) exprimierten. Die Transduktion der BV2 mit der shRNA gegen
pl10y (p110y-shRNA) bewirkte eine ca. 70% niedrigere Expression der katalytischen
Untereinheit von PI3Ky (Abbildung 18). Die Phosphorylierung von CREB war unter
unstimulierten Bedingungen in der p110y-shRNA-Zelllinie hoher als in der Kontroll-
Zelllinie. Nach LPS-Stimulation stieg die CREB-Phosphorylierung in den Kontroll-
Zellen, wihrend sie in den p110y-shRNA-Zellen auf einem erhéhten Niveau blieb.
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Abbildung 18: Erhohte CREB-Phosphorylierung in p110y-shRNA exprimierenden BV2-Zellen

BV2 wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und anschlieend
mit LPS (100 ng/ml) fiir die angegebenen Inkubationszeiten stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer
lysiert, gleiche Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter
Verwendung der Antikdrper gegen pl10y, phosphoryliertes CREB (p CREB), CREB sowie B-Aktin als
Kontrolle analysiert. A: Dargestellt ist ein représentative Western Blot von n=3 Experimenten.
B: Densitometrische Quantifizierung von phosphoryliertem CREB normalisiert auf B-Aktin, dargestellt
sind normierte (auf wt, 0 min) Mittelwerte = SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz:
# p<0,05 vs. Ktrl-shRNA.

Die LPS-induzierte Expression verschiedener MMP-mRNA wurde durch den
Knockdown von PI3Ky in BV2-Zellen erhoht (Abbildung 19). Eine Erh6hung wurde fiir
die mRNA von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 in den p110y-shRNA exprimierenden
BV2 im Vergleich zu den Kontrollzellen gemessen. Des Weiteren wurde auch fiir
MMP-1 eine verstirkte mRNA-Expression in den p110y-shRNA exprimierenden BV2
festgestellt sowie Hinweise auf eine tendenziell stirkere Expression von MMP-3
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(p=0,06). Die zellgebundene MMP-14 (MT1-MMP) weist hingegen eine vergleichbar
hohe LPS-induzierte mRNA-Expression in Kontrollzellen und pl10y-shRNA

exprimierenden Zellen auf.
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Abbildung 19: p110y-shRNA in BV2-Zellen fiihrt zu erhohter LPS-induzierter mRNA-Expression
verschiedener MMP

BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschliefend mit LPS (100 ng/ml) fiir 3 h inkubiert. Die RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem
Oligo(dT),s-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit entsprechenden Primern fiir A: MMP-2, B: MMP-9,
C: MMP-13, D: MMP-1, E: MMP-3 und F: MMP-14 quantifiziert und gegen B-Aktin, GAPDH und
HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind auf Ktrl-shRNA normierte Mittelwerte + SEM von A n=5, B n=5,
C n=4, D n=5, E n=5, F n=4 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA.
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3.3.5. Modulation des cAMP-PKA-Signalweges beeinflusst die MMP-
mRNA-Expression

Um die Hinweise auf einen moderierenden Einfluss von PI3Ky tiber den cAMP-PKA-
CREB-Signalweg auf die Expression verschiedener MMP-mRNA ndher zu priifen,
wurden die Effekte einer pharmakologischen Aktivierung bzw. Inhibition dieses Signal-
weges mittels Forskolin bzw. H89 auf die LPS-induzierte mRNA-Expression unter-
sucht. Forskolin erhdhte in BV2 die LPS-induzierte Expression von MMP-9-mRNA
(Abbildung 20), hingegen wurde diese durch den PKA-Inhibitor H89 erniedrigt. Analog
verstarkte Forskolin in BV2 auch die LPS-induzierte Expression der MMP-13-mRNA.
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Abbildung 20: Manipulation des cAMP-PKA-Signalweges beeinflusst die LPS-induzierte
Expression von mRNA fiir MMP-9 und MMP-13

BV2 wurden in 6-well-Platten kultiviert, iber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert, anschlieend mit
DMSO (-), Forskolin (Forsk, 10 pM) bzw. H89 (10 uM) und mit LPS (100 ng/ml) fiir 3 h inkubiert. Die
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)g-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit
entsprechenden Primern fiir A: MMP-9, B: MMP-13 quantifiziert und gegen B-Aktin, GAPDH und
HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind normierte (auf DMSO) Mittelwerte £ SEM von n=5 Experimenten.
Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA.

Nachfolgend wurde der Einfluss der cAMP-degradierenden Phosphodiesterasen (PDE)
auf die mRNA-Expression untersucht. Hierfiir wurde der unspezifische PDE-Inhibitor
IBMX und der PDE3-spezifische Inhibitor Cilostamid verwendet. Der Einsatz von
Cilostamid oder IBMX verstirkte die LPS-induzierte Expression der mRNA fiir
MMP-9 und MMP-13 (Abbildung 21). Die durch die Inhibition hervorgerufene
Verstirkung ist &hnlich hoch, wie der durch die p110y-shRNA verursachte Anstieg.
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Abbildung 21: Die Inhibition der PDE-Aktivitit erhoht die LPS-induzierte Expression von mRNA
fiir MMP-9 und MMP-13

BV2 wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert, anschliefend mit
DMSO, IBMX (500 pM) bzw. Cilostamid (Cilo, 10 uM) und mit LPS (100 ng/ml) fiir 3 h inkubiert. Die
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)g-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit
entsprechenden Primern fir A und B: MMP-9, C und D: MMP-13 quantifiziert und gegen B-Aktin,
GAPDH und HPRTI1 normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von A n=8-10, B n=8-10,
C n=6-7, D n=4-6 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA, # p<0,05 vs. nicht
inhibiert (-).

Es konnten keine Daten fiir die LPS-induzierte mRNA-Expression nach Inhibition der
PDE-Aktivitit und Forskolin- bzw. H89-Behandlung fiir MMP-2 gewonnen werden. In
BV2-Zellen war die mRNA-Expression von MMP-2 um zwei GréfBenordnungen

niedriger, verglichen mit MMP-9 und MMP-13 (Abbildung 22). In primiren Mikroglia
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hingegen wurden fiir die mRNA von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 vergleichbar hohe

Expressionsniveaus gemessen (Abbildung 23).
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Abbildung 22: MMP-mRNA-Expression in unstimulierten BV2-Zellen

BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert und iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert. Die
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)s-Primer hergestellt und in der RT-qPCR mit
entsprechenden Primern fir A: MMP-2, B: MMP-9, C: MMP-13 quantifiziert und gegen B-Aktin
normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM in logarithmischer Skalierung von n=5 Experimenten.
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Abbildung 23: MMP-mRNA-Expression in unstimulierten Mikroglia

Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert und {iber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert. Die
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT),s-Primer hergestellt und in der RT-qPCR mit
entsprechenden Primern fiir A: MMP-2, B: MMP-9, C: MMP-13 quantifiziert und gegen B-Aktin
normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM in logarithmischer Skalierung von n Experimenten (wt
n=6; KO n=6; KD n=4).
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3.3.6. Erhohte MMP-Expression in PI3Ky-KO-Mikroglia

Nachdem auf Transkriptionsebene ein Einfluss von PI3Ky auf die MMP-Expression in
Mikroglia gezeigt wurde, folgte nun die Untersuchung der zelluliren MMP auf
Proteinebene. MMP-2 und MMP-9 wurden in Lysaten primédrer Mikroglia
nachgewiesen (Abbildung 24). Die Ergebnisse weisen bereits 3 h nach einer LPS-
Stimulation auf eine erhéhte Expression von MMP-9 in PI3Ky-KO-Mikroglia hin. Die
Expression von MMP-2 ist nach 3 h unverdndert und in Wildtyp-, PI3Ky-KO- und
PI3Ky-KD-Mikroglia auf einem vergleichbaren Niveau.
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Abbildung 24: Expression von MMP-9 und MMP-2 in Mikroglia 3 h nach einer LPS-Stimulation

Mikroglia wurden in 6-wel/-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend mit LPS (100 ng/ml) fiir 3 h stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, gleiche
Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der
Antikorper gegen MMP-9 und MMP-2 sowie B-Aktin als Kontrolle analysiert. Dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis von n=4 Experimenten.

Ein Einfluss von PI3Ky auf die BHS-Permeabilitit in mit LPS behandelten Méusen
wurde in vivo nach 24 h festgestellt, wohingegen zu einem fritheren Zeitpunkt kein
PI3Ky-spezifischer Effekt messbar war (siehe 3.1). Demnach erfolgte nun in einem in-
vitro-Experiment eine LPS-Stimulation von Mikroglia fiir 24 h. Nach dieser Zeit wurde
eine hohere Expression von MMP-9 und MMP-13 in den Zelllysaten von PI3Ky-KO-
Mikroglia, verglichen mit Wildtyp-Mikroglia, detektiert (Abbildung 25). Mikroglia des
PI3Ky-KD-Stammes wiesen gegeniiber dem Wildtyp keine hohere Expression dieser
MMP auf. Die Expression von MMP-2 zeigte nach 24 h keine PI3Ky-spezifischen

Unterschiede in den untersuchten Mikroglia-Zellen.
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Abbildung 25: Erhohte Expression von MMP-9 und MMP-13 in PI3Ky-KO-Mikroglia

Mikroglia wurden in 6-wel/-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend fiir 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, gleiche
Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der
Antikorper gegen MMP-9, MMP-2, MMP-13 und B-Aktin als Kontrolle analysiert. A: Dargestellt ist ein
reprasentativer Western Blot von n=3 Experimenten. B und C: Densitometrische Quantifizierung von
MMP-9 und MMP-13, jeweils normalisiert auf B-Aktin. Dargestellt sind normierte (auf wt PBS)
Mittelwerte £ SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt.
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3.3.7. Erhohte MMP-Aktivitit in den Kulturiiberstinden von PI3Ky-
KO-Mikroglia

Nachfolgend wurde untersucht, ob aus dem moderierenden Einfluss von PI3Ky auf die
MMP-Produktion in Mikroglia PI3Ky-abhédngige Unterschiede der MMP-Aktivitét in
den Zellkulturiiberstinden resultierten. Um zu iiberpriifen, ob Mikroglia einen Teil der
gebildeten MMP sezernieren, wurde in den Zellkulturiiberstinden der Mikroglia-
Kulturen MMP-2 und MMP-9 mit Hilfe der Gelatine-Zymographie detektiert
(Abbildung 26). Mit dieser Methode wurde die Gelatinase-Aktivitdt der MMP in einem
gelatinehaltigen SDS-PAGE-Gel nachgewiesen. Dabei wurden neben den aktiven
Formen von MMP-2 und MMP-9 auch deren Pro-MMP detektiert, die anhand der
unterschiedlichen Molekiilgroen unterscheidbar waren. Die Proform muriner MMP-9
hat eine MolekiilgroBe von 105 kDa, die aktive Form 84 kDa. Ebenso konnten fiir
MMP-2 die Proform mit 72 kDa und die aktive Form mit 64 kDa unterschieden werden.

Kulturiiberstdnde unstimulierter Mikroglia wiesen geringe MMP-9-Aktivitit auf. Nach
einer Stimulation mit LPS (100 ng/ml) fiir 24 h stieg der MMP-9-Gehalt in den
Kulturiiberstainden stark an (Abbildung 26). Insbesondere die Signalintensitdt der
MMP-9-Proform wurde durch die LPS-Stimulation verstarkt. Mikroglia des PI3Ky-KO-
Stammes sezernierten deutlich mehr MMP-9 als Zellen des Wildtyp- und des PI3Ky-
KD-Stammes. In Abbildung 26B ist die densitometrische Analyse der gesamten im
Kulturiiberstand verfiigbaren Menge an MMP-9 (aktive Form und Proform
zusammengefasst) dargestellt. MMP-2 wurde ebenfalls mit der Zymographie-Methode
in den Kulturiiberstinden primérer Mikroglia nachgewiesen. Die sezernierten Mengen
waren sowohl in unstimulierten als auch LPS-stimulierten Mikroglia-Kulturen aus allen
drei untersuchten Mausstimmen (Wildtyp, PI3Ky-KO und PI3Ky-KD) vergleichbar
hoch (Abbildung 26C).
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Abbildung 26: Verstirkte MMP-9-Sezernierung in den Kulturiiberstand von PI3Ky-KO-Mikroglia

Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend fiir 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. Je 500 ul des Zellkulturiiberstandes wurden
konzentriert (30 kDa GroBenausschluss) und in nicht-reduzierendem Proben-Puffer auf einem
gelatinehaltigen 7,5% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Nach Waschschritten in Triton X-100 (2,5%), Wasser
und TAB-Puffer wurden die Gele fiir 20 h in TAB-Puffer bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit
Coomassie-Brilliantblau G250 gefdrbt. Die Gele wurden eingescannt und densitometrisch quantifiziert.
A: Dargestellt ist eine repridsentative Zymographie von n=5 Experimenten. B, C: Dargestellt sind
normierte (auf wt us) Mittelwerte £ SEM von n Experimenten (MMP-2: n=4, MMP-9: n=5). Statistische
Signifikanz: * p<0,05 vs. us, # p<0,05 vs. wt.

Um die Resultate der Zymographie zu verifizieren, wurde die Aktivitit von MMP-2 und
MMP-9 in einem fiir diese beiden Gelatinasen spezifischen Aktivitits-
Bestimmungsverfahren (MMP-2/-9-Aktivitits-Assay) gemessen (Tabelle 9). Mit diesem
System konnte lediglich die Gesamtaktivitdt der beiden Gelatinasen ermittelt aber keine
Unterscheidung zwischen der Aktivitit von MMP-2 und MMP-9 gemacht werden. In
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den Kulturiiberstinden von Mikroglia des PI3Ky-KO-Stammes wurde eine im
Vergleich zum Wildtyp erhohte MMP-2/-9-Aktivitit gemessen. Die Aktivitit in
Uberstinden von PI3Ky-KD-Mikroglia war so hoch wie beim Wildtyp.

Tabelle 9: Erhohte MMP-2/-9-Aktivitit in den Kulturiiberstinden von PI3Ky-KO-Mikroglia

Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, {iber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert
und anschliefend fiir 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. 1,5 ml des Kulturiiberstandes wurden
konzentriert (30 kDa GroBenausschluss). Die Konzentrate wurden vollstindig aufgetragen. Die
Detektion erfolgte mit dem InnoZyme Gelatinase (MMP2/MMP9) Activity Assay Kit (Calbiochem, D).
Dargestellt sind normierte (auf wt) Mittelwerte £ SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz:
* p<0,05 vs. wt.

MMP-2- / MMP-9-Aktivitat

wit 1,00
KO 1,57+0,16 *
KD 0,96 +0,32

3.3.8. Aktivierung von cAMP fiihrt zu verstiarkter Produktion von

MMP-9 durch BV2

Die an primdren Mikroglia-Zellen durchgefiihrten Versuchsreihen zeigten eine erhohte
MMP-Expression und -Sezernierung infolge des Verlustes der PDE-aktivierenden
Funktion von PI3Ky. In der Mikroglia-Zelllinie BV2 fiihrte der Knockdown von p110y
zu einer Verstirkung der LPS-induzierten Expression von MMP-mRNA. Um zu
iiberpriifen, ob daraus auch in BV2-Zellen eine erhohte Sezernierung resultierte, wurde
die Gelatinase-Aktivitit von MMP-2 und MMP-9 im Kulturiiberstand mit Hilfe der
Zymographie untersucht. BV2, in denen mittels einer shRNA die Expression der
katalytische Untereinheit von PI3Ky genetisch herunter reguliert wurde, produzierten
nach LPS-Behandlung verstirkt MMP-9, verglichen mit Kontroll-BV2, die mit einer
ungerichteten shRNA transduziert wurden (Abbildung 27). In den Kulturiiberstinden

von BV2-Zellen wurden nur sehr geringe Mengen an MMP-2 detektiert.
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Abbildung 27: Verstirkte MMP-9-Sezernierung in den Kulturiiberstand von p110y-shRNA
exprimierenden BV2

BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend fiir 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. 500 pl des Kulturiiberstandes wurden konzentriert
(30 kDa GroBenausschluss), in nicht-reduzierendem Proben-Puffer auf einem gelatinehaltigen 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt. Nach Waschschritten in Triton (2,5%) und Wasser wurden die Gele fiir 20 h in
TAB-Puffer bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit Coomassie-Brilliantblau G250 geféarbt. Dargestellt
ist ein représentatives Ergebnis von n=5 Experimenten.

Die Stimulation von BV2-Zellen mit LPS fiihrte zu einer erhéhten Sezernierung von
MMP-9 in den Kulturiiberstand (Abbildung 28). Um den Einfluss der cAMP-
Konzentration auf die MMP-9-Produktion in BV2-Zellen zu untersuchen, wurden in
einem weiteren Schritt der Aktivator der Adenylatzyklase Forskolin bzw. die PDE-
Inhibitoren IBMX und Cilostamid verwendet. Sowohl Forskolin als auch IBMX und
Cilostamid bewirkten in LPS-stimulierten Kontroll-BV2 eine weitere Erhéhung der
MMP-9-Konzentration im Kulturiiberstand im Vergleich zu LPS-stimulierten Zellen.
Die LPS-induzierte MMP-9-Sezernierung von Kontroll-BV2 ist nach Behandlung mit
einem PDE-Inhibitor vergleichbar hoch wie in BV2, in denen die katalytische

Untereinheit von PI3Ky genetisch herunter reguliert wurde.
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Abbildung 28: Aktivierung der Adenylatzyklase bzw. Inhibition von PDE erhoht die MMP-9-
Sezernierung in LPS-behandelten BV2-Zellen

BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend mit Forskolin (Forsk, 10 uM), IBMX (500 uM), Cilostamid (Cilo, 10 uM) bzw. DMSO und
mit LPS (100 ng/ml) fiir 24 h stimuliert. 500 pl des Kulturiiberstandes wurden konzentriert (30 kDa
GroBenausschluss), in nicht-reduzierendem Proben-Puffer auf einem gelatinehaltigen 10% SDS-PAGE-
Gel aufgetrennt. Nach Waschschritten in Triton (2,5%) und Wasser wurden die Gele fiir 20 h in TAB-
Puffer bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit Coomassie-Brilliantblau G250 gefarbt. Die Gele wurden
eingescannt und densitometrisch quantifiziert. A: Dargestellt ist eine reprisentative Zymographie von
Ktrl-shRNA exprimierenden BV2. B: Dargestellt sind Mittelwerte = SEM von n=3-7 Experimenten.
Statistische Signifikanz: # p<0,05 vs. us, * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA LPS.

Insgesamt deuten diese Daten auf einen regulierenden Einfluss von PI3Ky auf die
MMP-Produktion in Mikroglia. Durch die Aktivierung von PDE in Anwesenheit von
PI3Ky wird die cAMP-Konzentration in der Zelle gesenkt und die cAMP-abhingige
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB verringert. Somit reguliert PI3Ky die
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MMP-Expression in Mikroglia. Dabei ist nicht die Kinaseaktivitdit von PI3Ky von
Bedeutung, sondern die Scaffold-Funktion fiir die Bildung eines Komplexes mit PDE

und der daraus resultierenden Aktivierung der PDE.

3.3.9. Zusammenfassung der in-vitro-Daten

Zusammengefasst bestétigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der Verlust von PI3Ky
und deren PDE-aktivierender Scaffold-Funktion zu einer erhohten cAMP-Konzentration
in Mikroglia und zu einem erhohten Niveau an phosphoryliertem CREB fiihrt.
Weiterhin wurde gezeigt, dass der Verlust von PI3Ky in Mikroglia und auch der
Knockdown in der Mikroglia-Zelllinie BV2 eine Erhéhung der LPS-induzierten
Expression von verschiedenen MMP-Genen bewirkt. Die Behandlung von BV2-Zellen
mit Forskolin, IBMX oder Cilostamid verstirkte die LPS-induzierte Gen-Expression
von MMP-9, wihrend H89 diese verringerte. Insbesondere fiir MMP-9 wurde eine
erhohte Protein-Expression und Aktivitit in Mikroglia-Kulturen des PI3Ky-KO-
Stammes nachgewiesen. Zudem trat in BV2-Kulturen infolge einer Behandlung mit
Forskolin, IBMX oder Cilostamid eine Verstirkung der LPS-induzierten Sezernierung

von MMP-9 ein.
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4. Diskussion

Das Ziel der Arbeit war es, die Rolle von PI3Ky wihrend der Entwicklung einer
septischen Enzephalopathie (SE), insbesondere im Hinblick auf die Integritdt der Blut-
Hirn-Schranke (BHS), zu beleuchten. Dabei sollten die Auswirkungen eines Verlustes
der Funktionen von PI3Ky, der Kinase-Aktivitit und der PDE-aktivierenden Scaffold-

Funktion, untersucht werden.

Infolge einer intraperitonealen Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) in Miusen kam
es zu einer Storung der BHS-Integritét. Eine weiter fortschreitende BHS-Schidigung in
Tieren des PI3Ky-KO-Stammes konnte auf eine gesteigerte Expression von
Matrixmetalloproteasen (MMP) durch Mikroglia zuriickgefiihrt werden. Der Verlust der
kinase-unabhéngigen Funktion von PI3Ky fiihrte zu einer erhohten Aktivierung cAMP-
abhéingiger Signalwege in Mikroglia. Daraus resultierte eine in Zellen des PI3Ky-KO-
Stammes verstirkte Bildung von MMP infolge einer LPS-Stimulation. Die hohere
Expression matrix-degradierender Substanzen durch Mikroglia aus PI3Ky-KO-Tieren in

vitro ist konform mit der Beobachtung einer stirkeren Schadigung der BHS in vivo.

4.1. Entwicklung einer systemischen Entziindungsreaktion

durch LPS

Das in den in-vivo-Untersuchungen verwendete Endotoxdmie-Modell diente zur
Auslosung eines systemischen inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS) durch die
intraperitoneale Injektion von LPS. Dabei kommt es zu einer schnellen Erh6hung pro-
inflammatorischer Zytokine in der systemischen Zirkulation (Krabbe et al. 2001,
Andreasen et al. 2008). Die Endotoxdmie kann als Modell fiir eine Sepsis dienen, da
durch die Aktivierung des Toll-Like-Rezeptors 4 (TLR4) in Immunzellen und die daraus
resultierende Immunantwort sepsisdhnliche Symptome hervorgerufen werden. Dennoch
ist zu beachten, dass dieses Modell Unterschiede im Krankheitsverlauf, verglichen mit
Infektionsmodellen wie der CLP (cecal ligation and puncture), aufweist (Remick et al.

2000). Nach einer LPS-Injektion kommt es zu einem schnelleren und héheren Anstieg
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der systemischen Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder
IL-6 als nach einer CLP. Vorteil des CLP-Modells ist, dass hierdurch Verlauf und
Charakteristik einer Sepsis am besten modelliert werden konnen (Dejager et al. 2011).
Ein Vorteil des Endotoxdmie-Modells hingegen ist die bessere Standardisierbarkeit und
Reproduzierbarkeit. Mortalitit und Morbiditdt sind, abhingig von den jeweils
gewidhlten Bedingungen (wie beispielsweise der verwendeten LPS-Konzentration), in
beiden Modellen vergleichbar (Remick et al. 2000, Recknagel et al. 2013). Das hier
verwendete Model unter Nutzung einer LPS-Injektion diente zur Simulation der
initialen Phase einer Sepsis, die beispielsweise durch erhohte Plasmakonzentrationen
pro-inflammatorischer Zytokine gekennzeichnet ist (Fink 2014). In dieser Phase sollten
die neuroinflammatorischen Prozesse und insbesondere deren Auswirkungen auf die

BHS untersucht werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte intraperitoneale Injektion von
LPS fiihrte zu dhnlich stark ausgepriagten Krankheitssymptomen in Tieren aus allen drei
untersuchten Staimmen, was anhand einer signifikanten Erhohung des CSS (clinical
severity score, Gonnert et al. 2011) dokumentiert wurde. Diese Daten entsprechen
fritheren Beobachtung, wonach Tiere infolge einer LPS-Behandlung eine deutlich
verringerte Aktivitit zeigten (Remick et al. 2000). Zusidtzlich war ein deutlicher
Gewichtsverlust der LPS-behandelten Tiere innerhalb der Behandlungsdauer von 24 h
zu beobachten. Die Gewichtsabnahme kann auf eine verringerte Fliissigkeits- und
Nahrungsaufnahme infolge der krankheitsbedingten Verhaltensdnderungen, die sich
auch im Anstieg des CSS widerspiegeln, zuriickgefiihrt werden. Dieses verdnderte
Verhalten ist zum einen ein gut beobachtbarer Indikator fiir die erhohte Morbiditét
infolge einer systemischen Entziindungsreaktion. Zum anderen kann insbesondere eine
verringerte Fliissigkeitsaufnahme und eine daraus resultierende Dehydratation und
Hypovoldmie zu einer Verschlechterung des Krankheitsverlaufes beitragen (Granger et
al. 2012). Wihrend der in-vivo-Untersuchungen erfolgte eine subkutane Injektion von
isotonischer Kochsalzlosung, um einem Volumenmangel entgegenzuwirken. Die
Fliissigkeitszufuhr verringert die negativen Auswirkungen auf die kardiovaskulére

Leistungsfahigkeit und senkt die Mortalitit (Zanotti-Cavazzoni ef al. 2009).

Nach der intraperitonealen Injektion von LPS wurden Auswirkungen auf die BHS und

Verhaltenséinderungen der Versuchstiere innerhalb eines Zeitfensters von 4h
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festgestellt. Die rasche Auswirkung der LPS-Injektion ist auf eine schnelle systemische
Verteilung zuriickzuftihren. Die Aufnahme des intraperitoneal injizierten LPS erfolgt
sowohl iiber das Blut-, als auch iiber das Lymphgefaf3system. Dabei umgeht die vom
Lymphsystem absorbierte und insbesondere iiber den Ductus thoracicus transportierte
Menge die Ausscheidung iiber die Leber, da die abdominale Lymphe iiber den Angulus
venosus in die Vena cava superior abgeleitet wird (Olofsson et al. 1986).
Wihrenddessen wird der in die peritoneale Blutzirkulation libergegangene Anteil iiber
die Vena portae in die Leber transportiert. Das vom Lebergewebe absorbierte LPS 16st
dosisabhingig Entziindungsreaktionen aus, wodurch es zu Schidigungen der Leber bis

hin zum Organversagen kommen kann (Kubitz ef al. 1999, Recknagel et al. 2013).

Infolge einer gram-negativen Infektion bzw. LPS-Exposition kann es innerhalb weniger
Stunden zu einer starken Erhdhung pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1f3
oder IL-6 im Plasma kommen (Remick et al. 2000, Mehta et al. 2004). Dabei steigen
zuerst die Plasmakonzentrationen von TNF-a, gefolgt von IL-1pB, die nach Erreichen
eines Peaks wieder absinken. Die Plasmakonzentration von IL-6 erreicht ihr Maximum
spiater und sinkt ab, wéhrend die anti-inflammatorische Phase mit steigenden
Konzentrationen von Zytokinen wie IL-1RA und IL-10 beginnt (Andreasen et al. 2008).
Der pro-inflammatorische ,,Zytokin-Sturm* wird hauptsidchlich durch die Reaktion von
Leukozyten auf Pathogene bzw. deren Bestandteile wie LPS ausgeldst. Die Aktivierung
von Leukozyten in der systemischen Zirkulation und die damit einhergehende
Zytokinfreisetzung stellen einen wesentlichen Schritt der Entwicklung der systemischen
Entziindungsreaktion dar, auch wenn erhdhte Plasmakonzentrationen von Zytokinen
nicht in jedem Einzelfall nachweisbar sind (Cavaillon & Annane 2006, Adib-Conquy &
Cavaillon 2009).

4.2.  LPS-induzierte Schiidigung der BHS

Infolge der intraperitonealen LPS-Injektion wurde eine erhohte Durchladssigkeit der
BHS fiir Plasmaproteine nach 4 h festgestellt, die in den Tieren der drei untersuchten
Mausstdmme (C57BL/6J Wildtyp, PI3Ky-KO und PI3Ky-KD) dhnlich stark ausgeprégt
war. LPS kann die intakte BHS nur in sehr geringen Mengen passieren, jedoch auf

verschiedene Weisen die Permeabilitét beeinflussen (Banks & Robinson 2010, Banks &
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Erickson 2010). Intraperitoneal verabreichtes und tiber die Zirkulation transportiertes
LPS kann die BHS direkt iiber die Bindung an den TLR4 auf den Endothelzellen der
BHS und indirekt durch die von Immunzellen sezernierten Zytokine wie TNF-a
beeinflussen. (Verma et al. 2006, Chen et al. 2012, Fiala ef al. 1997, Alexander et al.
2008). Zu dem frithen Verlust der BHS-Integritdt tragen sowohl die direkte Wirkung
von LPS als auch indirekte Wirkungen durch die erhohten Konzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine auf die Endothelzellen, die mit ihren Tight Junctions und
Transportmechanismen einen wesentlichen Teil der BHS bilden, bei. LPS fiihrt unter
anderem zu einer erhohten Leukozyten-Adhdsion, zu verstirkter Endozytose und
Aktivierung verschiedener Transportsysteme in den Zellen der BHS (Banks & Erickson
2010, Nag et al. 2011, Rosenberg et al. 1995). Aktivierte Endothelzellen produzieren
Zytokine und NO (Adam et al. 2013). In-vitro-Kulturen von murinen Hirn-Endothel-
zellen sezernieren an der luminalen und abluminalen Membran unterschiedliche
Mengen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-6, deren Sezernierung
nach LPS-Stimulation erhéht wird (Verma et al. 2006). Zudem konnen verschiedene
Zytokine, wie insbesondere IL-1 oder TNF-a, {iber saturierbare Transportsysteme vom
Blut ins Hirngewebe durch die BHS transportiert werden (Banks 2005). Alexander und
Kollegen zeigten, dass insbesondere TNF-a eine wesentliche Rolle beim Verlust der
BHS-Integritit spielt. So wird infolge des genetischen Knockouts des TNF-Rezeptors-1
die Erhohung der BHS-Permeabilitdt, welche durch eine Endotoxdmie hervorgerufen
wird, verhindert (Alexander et al. 2008). Die pro-inflammatorischen Bedingungen und
die Endothel-Aktivierung konnen zu Stérungen der Mikrozirkulation und der BHS-
Funktion fiihren, woraus eine gestorte Versorgung und der Verlust der fiir die neuronale
Funktion wichtigen Homdostase resultieren konnen (Taccone ef al. 2010, Adam et al.
2013). Stérungen der BHS-Funktion infolge der intraperitonealen LPS-Injektion wurden
bereits nach 4 h anhand der Extravasation von Evans Blue ins Hirngewebe, als einem

Marker fiir die Durchléssigkeit der BHS fiir Plasmaproteine, detektiert.

Um die verschiedenen Funktionen zu untersuchen, die in ihrer Gesamtheit die BHS-
Integritat bewirken, gibt es eine Vielzahl von Methoden. Der Einsatz von Farbstoffen
oder radioaktiv markierten Molekiilen, welche die intakte BHS nicht passieren kdnnen,
erlaubt die Untersuchung und Quantifizierung der BHS-Permeabilitit fiir Molekiile aus
dem Blutkreislauf. Ein hiufig verwendeter Marker ist der Azofarbstoff Evans Blue, der

mit hoher Affinitdt an Albumin bindet, wobei ein Komplex mit einer Gréf3e von ca.
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68 kDa entsteht. Nach der Injektion bindet Evans Blue an Albumin und ist innerhalb
weniger Minuten nicht mehr in seiner ungebundenen Form im Blut zu detektieren
(Wolman et al. 1981, Yen et al. 2013). Somit kann an Serumalbumin gebundenes Evans
Blue als Marker fiir eine Durchldssigkeit der BHS fiir Plasmaproteine dienen, was eine
erhebliche Funktionsstorung der BHS kennzeichnet. In das Hirngewebe diffundiertes
Evans Blue ist dort histologisch nachweisbar (Alexander ef al. 2008) bzw. kann eluiert

und quantifiziert werden (Comim ef al. 2011, Dal-Pizzol et al. 2013, Flierl et al. 2009).

Der Verlust der BHS-Funktion im Falle einer systemischen Aktivierung des
Immunsystems kann auf die massive Beeintrdchtigung durch die Wirkung pro-
inflammatorischer Mediatoren und eine daraus resultierende Erschopfung der Schutz-
und Reparaturmechanismen des BHS-Systems zuriickgefiihrt werden. Allerdings kann
lokal eine Verringerung der BHS-Integritdt auch unter physiologischen Bedingungen
auftreten, um beispielsweise die Diapedese von Leukozyten zu erleichtern (Banks &
Erickson 2010, Engelhardt & Sorokin 2009). Unter physiologischen Bedingungen ist
die Einwanderung von Immunzellen in das ZNS durch die BHS stark eingeschrinkt.
Zunichst muss die Diapedese durch die Endothelzellschicht erfolgen. Danach ist die
Durchquerung der Endothel-Basalmembran und anschlieBend der Astroglia-
Basalmembran  (Glia  limitans), die jeweils unterschiedliche molekulare
Zusammensetzungen aufweisen, erforderlich, um in das Hirnparenchym zu migrieren
(Engelhardt 2008). Die Einwanderung von Leukozyten beginnt mit deren Anlagerung
an das Endothel, wobei die Expression von Adhidsionsmolekiilen durch die
Endothelzellen eine wesentliche Rolle spielt. Durch Selektine werden Leukozyten im
Blutstrom verlangsamt und bewegen sich rollend entlang der GefiBwand. Die
Sezernierung von Chemokinen und die Expression von Adhédsionsmolekiilen wie
ICAM-1 fiihren zur Attraktion und Adhésion der Leukozyten, worauthin die Diapedese
durch die GefiBwand erfolgen kann. Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie
wéhrend einer CLP-induzierten Sepsis, kommt es zu einer verstiarkten Adhdsion und
Einwanderung von Immunzellen, wie beispielsweise Neutrophilen, in das
Hirnparenchym (Comim et al. 2011, Engelhardt 2008). Leukozyten, die aufgrund einer
Entziindungsreaktion aktiviert werden und die BHS passieren, kénnen zur Schidigung
der BHS und zur Weiterentwicklung der Entziindungsreaktion beitragen (Engelhardt &
Sorokin 2009, Jin ef al. 2010a, Nag et al. 2011, Jin et al. 2011, Imamura et al. 2011).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Einwanderung von polymorph-nukledren
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Leukozyten (PMN) in das Hirngewebe von Mausen infolge einer LPS-Behandlung in
Wildtyp- und PI3Ky-KD-Tieren gezeigt. Die geringe Invasion von PMN in LPS-
behandelten PI3Ky-KO-Tieren deutet darauf hin, dass die Einwanderung von
Leukozyten nicht ursdchlich fiir den fortschreitenden Verlust der BHS-Integritit in
diesen Tieren ist. Eine mogliche Erklarung fiir die geringe PMN-Invasion in PI3Ky-
KO-Tieren ist die Beteiligung von PI3Ky an der Chemotaxis und Migration von
Leukozyten, die in vitro in PI3Ky-defizienten Zellen durch die gestérte Ausbildung
eines Leitsaums (leading edge) beeintrachtigt ist (Sasaki et al. 2000, Li et al. 2000,
Hannigan et al. 2002, Ferrandi et al. 2007, Ghigo et al. 2010).

Die Wirkungen von LPS und Zytokinen auf die BHS und der spezifische Transport von
Zytokinen durch die BHS konnen zu einer Entziindungsreaktion im Hirngewebe und zur
Aktivierung von Mikroglia fithren (Chen et al. 2012, Hines et al. 2013, Banks 2005,
Pan & Kastin 2008, Verma et al. 2006). Mikroglia exprimieren den TLR4 und sind
somit in der Lage, auf LPS mit einer Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege zu
reagieren. Als die residenten Immunzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind
Mikroglia Teil der neurovaskuldren Einheit. In ihrer ramifizierten Form iiberwachen sie
das Hirnparenchym. Als Reaktion auf einen pro-inflammatorischen Stimulus erfolgt
eine entsprechend angepasste Aktivierung der Mikroglia, die bis hin zu einem
neurotoxischen Aktivierungsstadium und zur Bildung von Zytokinen, Chemokinen,
Proteasen und ROS fithren kann (Tambuyzer et al. 2009, Kettenmann et al. 2011,
Hellwig et al. 2013). Aktivierte Mikroglia exprimieren wie Makrophagen verstérkt
Iba-1. Die Expression von IL-1p im Hirnparenchym wihrend einer CLP-induzierten SE
ist mit Iba-1 co-lokalisiert (Imamura et al. 2011). Zudem exprimieren aktivierte
Mikroglia MMP, was zu einer weiteren Degradation von Tight-Junction- und EZM-
Molekiilen der BHS beitragen kann (Gurney ef al. 2006, Candelario-Jalil et al. 2009).
Ein Verlust der BHS-Integritit wurde nach 4 h festgestellt und war nach 24 h persistent.
In histologischen Préparaten konnte eine Co-Lokalisation von MMP-9 und dem
Mikroglia-Marker Iba-1 festgestellt werden. Zudem wurde die Produktion weiterer

MMP durch Mikroglia in vitro gezeigt.

Ein wesentlicher Aspekt, der zur Stérung der BHS-Funktion beitrégt, ist der Verlust von
Tight  Junctions und  der damit zusammenhingenden  parazelluldren

Diffusionsbarrierefunktion. Infolge einer CLP-induzierten Sepsis wurde im
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Hippocampus von Méusen ein mehr als 90-prozentiger Verlust des Tight-Junction-
Molekiils Occludin nach 24 h festgestellt (Imamura et al. 2011). Occludin verringert die
parazelluldre Permeabilitdt und die elektrische Leitfahigkeit von Tight Junctions (Balda
et al. 1996, Jin et al. 2010a). Wihrend der Entziindungsreaktion infolge einer zerebralen
Ischdmie und Reperfusion wurde die Degradation des Tight-Junction-Molekiils
Claudin-5 nachgewiesen. Es gibt Hinweise darauf, dass insbesondere MMP-9
wesentlich am Abbau der Tight Junctions und von Komponenten der EZM beteiligt ist
(Jin et al. 2011). Claudin-5 ist essentiell fiir die Bildung von Tight Junctions und somit
fiir die Bildung der BHS (Engelhardt 2008). Eine Stérung oder der Verlust der BHS-
Integritit kann zum Versagen der Barrierefunktionen und zur Odembildung fiihren und
somit zu einer gestorten Homoostase und Neurotransmitterkonstellation im
Hirnparenchym, was zur Entstehung einer Enzephalopathie beitrdgt (Jacob ef al. 2011,

Terborg 2012, Jin et al. 2010a).

Anhand des verwendeten in-vivo-Modells wurde 4 h nach der LPS-Behandlung eine
Erhohung der BHS-Permeabilitit in Miusen nach einer intraperitonealen LPS-Injektion
im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrollen festgestellt. Diese erhdhte Permeabilitét
der BHS fiir Plasmaproteine verstirkte sich in Tieren des PI3Ky-KO-Stammes im
Vergleich zu Tieren des Wildtyp- und PI3Ky-KD-Stammes zeitabhidngig. Nach 24 h
war die BHS-Permeabilitét in PI3Ky-KO-Tieren gegeniiber Wildtyp-Tieren signifikant
erhoht. Der PI3Ky-KD-Stamm zeigte, dhnlich dem Wildtyp-Stamm, keine weitere
Erhohung der BHS-Permeabilitdt im Vergleich zum 4 h-Zeitpunkt. Diese Daten weisen
auf einen Einfluss der kinase-unabhédngigen Scaffold-Funktion von PI3Ky auf das
Fortschreiten der BHS-Permeabilitit hin. Zudem deutet die geringere Einwanderung
von Leukozyten ins Gehirn der PI3Ky-KO-Tiere auf eine Beteiligung von Zellen der

neurovaskulédren Einheit.

4.3. Verminderung der BHS-Integritit durch MMP aus
Mikroglia

Die Ergebnisse bestitigten friihere Untersuchungen, wonach eine intraperitoneale
Injektion von LPS zu einer pathologisch erh6hten BHS-Permeabilitdt fiihrt (Alexander
et al. 2008). Die Storung der BHS-Funktion wird in einer frithen Phase des LPS-
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induzierten SIRS durch die Wirkungen von LPS und im Blut zirkulierender Zytokine
auf die Zellen der BHS und die neurovaskuldre Einheit ausgelost (Banks & Erickson
2010, Candelario-Jalil ef al. 2009). Die fortschreitende BHS-Schadigung im Verlauf des
LPS-induzierten SIRS wird malBigeblich durch die Freisetzung und Aktivierung von
MMP im perivaskuldren Hirngewebe verursacht (Dal-Pizzol et al. 2013). In der vor-
liegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener MMP im Hirngewebe bestétigt.
MMP sind Proteasen, die insbesondere Molekiile der extrazelluliren Matrix und der
Tight Junctions abbauen und somit an der Degradation von BHS-Komponenten beteiligt
sind (Candelario-Jalil et al. 2009, Nag et al. 2009, Jin et al. 2010a). Es ist bekannt, dass
bei der Reperfusion nach einer MCAO (middle cerebral artery occlusion) erhohte
Konzentrationen bzw. Aktivititen von MMP-2, MMP-3 und MMP-9 im Hirngewebe
von Miusen auftreten und mit einer verstirkten BHS-Permeabilitit assoziiert sind
(Rosenberg et al. 2001). Eine intrazerebrale Injektion von TNF-a erhdht in Ratten die
MMP-9-Expression im Hirngewebe und die BHS-Permeabilitit (Rosenberg ef al. 1995).
Insbesondere die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 greifen Komponenten der Endothel-
Basallamina an und konnen somit die BHS-Integritit schwéchen (Mun-Bryce &
Rosenberg 1998, Candelario-Jalil ef al. 2009, Jin et al. 2010a). Viele MMP werden in
Reaktion auf eine Aktivierung exprimiert, beispielsweise wird MMP-9 von Mikroglia
nach einer LPS-Stimulation produziert (Sands & Palmer 2008, Lee ef al. 2012). Die
Expression von MMP-9 und MMP-3 kann durch TNF-a und IL-1f aktiviert werden
(Candelario-Jalil et al. 2009). Die Serumkonzentrationen beider Zytokine steigen
infolge einer LPS-Injektion innerhalb weniger Stunden (Mehta et al. 2004, Remick et
al. 2000, Andreasen et al. 2008). Zudem konnen TNF-a und IL-1B die BHS {iber
spezifische Transportsysteme passieren (Banks 2005, Pan & Kastin 2008, Banks &
Erickson 2010). MMP-3 und MMP-9 werden in den extrazelluliren Raum sezerniert
und konnen frei diffundieren. MMP-3 ist in der Lage die inaktive Proform von MMP-9
zu aktivieren (Hahn-Dantona ef al. 1999, Candelario-Jalil ef al. 2009). Die Proform von
MMP-2 wird von Astroglia konstitutiv produziert und steht somit permanent fiir die
Aktivierung zur Verfiigung (Nag et al. 2011). Die Aktivierung von MMP-2 erfolgt an
der Zelloberfliche durch die membrangebundene MMP-14 in einem trimolekularen

Komplex aus proMMP-2, TIMP-2 und MMP-14 (Candelario-Jalil et al. 2009).

Die verschiedenen MMP haben zwar unterschiedliche bevorzugte Substrate, kdnnen

aber auch mit einer Vielzahl anderer Molekiile interagieren. Die Gelatinasen MMP-2
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und MMP-9 bauen Komponenten der EZM bzw. der Basallamina ab. Insbesondere
MMP-9 spielt in vielen physiologischen Prozessen eine Rolle, wie in der
Embryonalentwicklung, bei Angiogenese, Wundheilung oder Diapedese sowie auch bei
Lern- und Gedichtnisprozessen im ZNS (Rivera et al. 2010, Martins et al. 2013,
Chaturvedi & Kaczmarek 2014). Zu den Substraten der Gelatinasen gehoren
verschiedene Kollagene und EZM-Molekiile wie Laminin (Woessner & Nagase 2000,
Niyibizi et al. 1994, Seltzer et al. 1990, Aimes & Quigley 1995). Ebenso sind diese
MMP in der Lage die Molekiile der Tight Junctions anzugreifen (Asahi et al. 2001,
Yang et al. 2007). MMP-2 und MMP-9 sind somit wesentlich an der Schidigung der
BHS beteiligt (Rosenberg 2009, Chodobski et al. 2011). Andere MMP, wie die
Kollagenase MMP-13, tragen ebenfalls zu der Degradation verschiedener EZM-
Molekiile bei (Woessner & Nagase 2000, Welgus et al. 1983, Fosang et al. 1996,
Knauper et al. 1997). Eine erhohte Expression und Aktivierung von MMP durch
Mikroglia kann somit durch eine verstirkte Schidigung der BHS zum Verlust der fiir

die neuronale Funktion notwendigen Homdoostase beitragen.

Die Expression von MMP im Gehirn wurde anhand von Lysaten und histologischen
Schnitten der Maushirne bestétigt. Dabei wurden im Hirngewebe von Tieren der drei
untersuchten Mausstimme MMP-2, MMP-9 und MMP-13 im Western Blot
nachgewiesen. Da der zelluldre Ursprung dieser MMP-Expression mit dieser Methode
nicht feststellbar war, wurden immunhistochemische Doppelfiarbungen vorgenommen.
Insbesondere konnten dabei im perivaskuldren Gewebe MMP-9 und MMP-3 in Iba-1-
positiven Zellen nachgewiesen werden. MMP konnen von verschiedenen Zellen im
ZNS gebildet werden, unter anderem von Astroglia und insbesondere von Iba-1-
positiven Mikroglia (Gurney et al. 2006, Candelario-Jalil et al. 2009). Mikroglia
exprimieren in vitro verschiedene MMP, unter anderem MMP-9, die einen wesentlichen
Faktor bei einer BHS-Schddigung wéhrend inflammatorischer Prozesse im Gehirn
darstellt (Rosenberg et al. 2001, Nuttall et al. 2007, del Zoppo et al. 2012, Candelario-
Jalil et al. 2009). Da neben residenten Zellen wie Mikroglia auch einwandernde
aktivierte Leukozyten wie PMN als Quelle von MMP-9 in Frage kamen (Jin et al.
2011), wurde immunhistochemisch die Einwanderung MMP-9-positiver PMN
untersucht. Eine erhohte Invasion infolge einer LPS-Behandlung war nur in Wildtyp-
und PI3Ky-KD-Tieren zu beobachten. Einwandernde PMN konnten somit als Quelle

einer verstirkten MMP-Expression im Hirngewebe von PI3Ky-KO-Tieren und einer
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damit in Zusammenhang stehenden erhohten BHS-Permeabilitdt ausgeschlossen

werden.

Nachdem immunhistochemisch die Expression von MMP-9 und MMP-3 in den
Gehirnen LPS-behandelter Tiere Iba-1-positiven Zellen, also aktivierten Mikroglia,
zugeordnet wurde, erfolgte in vitro die Untersuchung der MMP-Expression in
Mikroglia der drei untersuchten Mausstimme. Mikroglia exprimierten die mRNA von
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 und weiterer MMP. Durch immunologische
Féarbung der Zellen und mittels Western Blot erfolgte der Nachweis der Produktion von
MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13 durch aktivierte Mikroglia in vitro. Die
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 konnten zudem mit Hilfe der Zymographie im
Zellkulturiiberstand detektiert werden. Mit dieser Methode konnte sowohl die
Expression als auch die Aktivitdit von MMP festgestellt werden. Als Substrat diente
Gelatine, wodurch insbesondere MMP-2 und MMP-9 betrachtet werden konnten. Fiir
die Detektion anderer MMP ist die Nutzung entsprechender Substrate erforderlich
(Snoek-van Beurden & Von den Hoff 2005). MMP werden als Zymogen exprimiert,
deren Aktivierung in der Regel durch andere Proteasen erfolgt (Snoek-van Beurden &
Von den Hoff 2005, Rosenberg 2009). Mit Hilfe der Gelatine-Zymographie war es
moglich, sowohl das Zymogen als auch die aktive Form von MMP-2 bzw. MMP-9 zu
detektieren und anhand der Molekiilgroe zu unterscheiden. Infolge der Denaturierung
durch SDS erfolgte eine Aktivierung des Zymogens, jedoch ohne die Abspaltung der
Prodoméne. Vollstindig aktivierte MMP und durch die Methode aktivierte Proform
waren somit anhand der entsprechenden Lokalisation im Gel differenzierbar (Snoek-van
Beurden & Von den Hoff 2005). In vitro war nur ein geringer Teil der sezernierten
MMP-2 bzw. MMP-9 aktiviert. Bei der densitometrischen Quantifizierung der
Zymographie-Gele wurden jeweils Proform und aktive Form zusammengefasst, um die
gesamte an die Umgebung abgegebene und somit flir eine extrazellulire Aktivierung
zur Verfiigung stethende MMP zu erfassen. Die von Mikroglia und anderen Zellen
sezernierten MMP-Proformen konnen im Extrazellularraum durch unterschiedliche
Mechanismen aktiviert werden (Candelario-Jalil et al. 2009). Wéhrend fir MMP-2
keine LPS-abhidngige Erhohung der Protein-Expression durch Mikroglia-Zellen
festgestellt wurde, fiihrte die LPS-Behandlung zu einer verstirkten Bildung und

Sezernierung von MMP-9.
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Die Expression verschiedener MMP wurde auch im zweiten verwendeten Mikroglia-
Modell, der Zelllinie BV2, detektiert. Im Gegensatz zu primédren Mikroglia wurde in
BV2-Zellen die mRNA von MMP-2 in wesentlich geringerem Malle exprimiert als die
mRNA von MMP-9 oder MMP-13. Die Expression der mRNA von MMP-2 war in
BV2-Zellen um zwei Groenordnungen geringer als die der mRNA von MMP-9 oder
von MMP-13. Dagegen war in primédren Mikroglia die mRNA-Expression fiir MMP-2,
MMP-9 und MMP-13 auf vergleichbar hohem Niveau. Diese Befunde auf
Transkriptionsebene entsprechen den auf Ebene der MMP-Sezernierung ermittelten
Daten. Die Zymographieuntersuchungen der Kulturiiberstinde von BV2-Kulturen
zeigten eine hohe Sezernierung von MMP-9, wihrend die parallel detektierte MMP-2
am Detektionsminimum war. Eine LPS-abhingige Induktion der mRNA-Expression
von MMP-2 war zwar auch in BV2-Zellen messbar und in pll10y-shRNA
exprimierenden Zellen erhoht, die Aussagekraft der Daten aus den Untersuchungen der
BV2-Zelllinie iiber die Rolle von MMP-2 in Mikroglia ist aufgrund der im Vergleich zu
Primérzellen stark verringerten Expression von mRNA und Protein dieser MMP jedoch
eingeschridnkt. Die Unterschiede in der MMP-2-Expression zwischen priméren
Mikroglia und BV2 weisen auf die Grenzen der Anwendbarkeit der BV2-Zelllinie als
Modell fiir Mikroglia-Zellen hin (Stansley et al. 2012).

Verschiedene MMP wurden in vivo im Gehirn detektiert. MMP-3 und MMP-9 konnten
dabei mit Iba-1-positiven Zellen assoziiert werden. In vitro erfolgte in Mikroglia-
Kulturen der Proteinnachweis von MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13. Die LPS-
induzierte Expression verschiedener MMP, insbesondere von MMP-9, war in PI3Ky-
defizienten Mikroglia erhoht. Eine erhohte Expression und Aktivierung von MMP aus
Mikroglia kann zu einer verstirkten Degradation von Bestandteilen der BHS fiihren und

zum Verlust der flir die neuronale Funktion notwendigen Homdoostase beitragen.

4.4.  Der Verlust von PI3Ky fiihrt zu erhohter MM P-
Expression in Mikroglia

In PI3Ky-KO-Tieren wurde 24 h nach der intraperitonealen LPS-Injektion ein weiteres
Fortschreiten der BHS-Schiadigung im Vergleich zu Tieren des Wildtyp und des PI3Ky-
KD-Stammes detektiert. Zudem war in den Gehirnen der entsprechenden PI3Ky-KO-
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Tiere eine erhdhte Expression von MMP-9 feststellbar. Die stirkere BHS-Permeabilitit
in LPS-behandelten Tieren kann auf eine erhohte MMP-Aktivitét zuriickgefiihrt werden
(Dal-Pizzol et al. 2013). Die fortschreitende Schidigung der BHS in PI3Ky-KO-Tieren
konnte somit durch eine zusdtzlich verstirkte MMP-Produktion durch Zellen in der

neurovaskuldren Einheit verursacht worden sein.

Zundchst wurde in in-vitro-Versuchen bestdtigt, dass Mikroglia auf eine LPS-
Stimulation mit erhohter MMP-Expression auf Ebene der mRNA-Transkription und auf
Proteinebene reagieren. Der Einfluss von PI3Ky auf diese MMP-Expression wurde
durch den Vergleich von primiren Mikroglia des Wildtyp-, des PI3Ky-KO- und des
PI3Ky-KD-Stammes und an BV2-Zellen, in denen die p110y-Expression mittels ShRNA
genetisch herunter reguliert wurde, untersucht. Die Analyse von pl110y in Mikroglia
bestitigte die fehlende Expression von pl110y im PI3Ky-KO-Stamm. Erwartungsgeméf
wurde das Protein im Wildtyp- und im PI3Ky-KD-Stamm nachgewiesen. Ein Anstieg
der Expression von PI3Ky in aktivierten Mikroglia wurde bereits unter
postischdmischen Bedingungen beschrieben (Jin et al. 2010b). In pl10y-shRNA
exprimierenden BV2-Zellen war die Expression von pl110y um ca. 70% erniedrigt, im
Vergleich zu Kontroll-shRNA exprimierenden BV2. Der Verlust von PI3Ky fiihrte zu
einer erhohten LPS-induzierten MMP-Expression, insbesondere von MMP-9 und

MMP-13, in Mikroglia-Zellen.

Die Untersuchung der LPS-induzierten MMP-Expression in Wildtyp-, PI3Ky-KO- und
PI3Ky-KD-Mikroglia gab Hinweise auf eine Abhédngigkeit von der Scaffold-Funktion
von PI3Ky. Durch diese von der Kinaseaktivitdt unabhéngige Funktion kann PI3Ky mit
bestimmten Phosphodiesterasen, wie der PDE3B interagieren. Dabei bilden p110y und
p84/87 einen Komplex mit PKA und PDE3B, wobei die cAMP-degradierende Funktion
von PDE3B aktiviert wird (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011). Somit bewirkt
PI3Ky indirekt eine Reduzierung der cAMP-Konzentration in der Zelle und beeinflusst
damit cAMP-abhidngige Signalwege (Schmidt et al 2013). Die in diesem
Zusammenhang beschriebene Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration in
Mikroglia des PI3Ky-KO-Stammes konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.
Eine erhohte Konzentration des Second Messengers cAMP fiihrt zu einer verstarkten
Aktivierung von PKA. Dabei wird durch die Bindung von vier cAMP-Molekiilen die
PKA aktiviert. Es kommt zur Abspaltung von zwei C-Untereinheiten der PKA, welche
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dann verschiedene Substrate an Threonin bzw. Serin phosphorylieren konnen
(Shemarova 2009, Loffler 2005). Unter anderem kann somit der Transkriptionsfaktor
CREB durch die Phosphorylierung am Ser-133 aktiviert werden. Phosphoryliertes
CREB ist in der Lage, an cAMP-Response-Element (CRE)-Sequenzen verschiedener
Gene zu binden und deren Expression auszulosen (Wen et al. 2010). Eine cAMP-
abhingige Expression wurde fiir MMP-2, MMP-9 und MMP-13 in verschiedenen
Zelltypen beschrieben, unter anderem in Monozyten (Hasan & Nakajima 1999,
Melnikova et al. 2006, Alper et al. 2001, Vaday et al. 2001, Shankavaram et al. 2001,
Quinn et al. 2000, Guo et al. 2010). Der Promotor des MMP-9-Gens enthélt zudem
auch Bindungsstellen fiir NFkB und AP-1 (Masure et al. 1993). Diese
Transkriptionsfaktoren werden unter anderem durch den TLR4-, TNF-Rezeptor- bzw.
IL-1-Rezeptor-Signalweg aktiviert. Eine Stimulation mit LPS, TNF-a oder IL-1 kann
demnach die Expression von MMP-9 bewirken, was insbesondere auch in LPS-
stimulierten BV2-Mikroglia gezeigt wurde (Lin et al. 2008, Lin et al. 2009, Lee et al.
2012). Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB kann zu einer weiteren
Erh6éhung der MMP-9-mRNA-Expression fithren (Park ef al. 2010, Lee et al. 2012).

Eine Phosphorylierung von CREB an Ser-133 kann durch die Aktivierung
verschiedener Signalwege erfolgen, unter anderem durch PKA (cAMP-PKA-
Signalweg), PKC, Ca®’-/Calmodulin-abhingige Kinasen (CaMK) oder pp90
ribosomale S6-Kinase (Wen et al. 2010). Namensgebend fiir das cAMP-Response-
Element (CRE) und den Transkriptionsfaktor CREB ist die bereits beschriebene cAMP-
abhidngige Aktivierung. Ferner besteht die Mdglichkeit, dass eine Stimulation mit LPS
zu einer Phosphorylierung von CREB fiihrt. Durch die Wirkung von LPS kann iiber den
SRC-Kinase-Signalweg eine Erhohung der intrazelluldren Ca’"-Konzentration bewirkt
werden, was iiber die Aktivierung der Ca’’-/Calmodulin-abhingigen Kinase eine
Phosphorylierung von CREB hervorruft (Zanoni et al. 2009, Illario et al. 2008). Zudem
kann infolge einer LPS-Stimulierung die Aktivierung von MAP-Kinase-Signalwegen
(p38, ERK) iiber die Mitogen- und Stress-aktivierten Protein-Kinasen (MSK) zu einer
Phosphorylierung von CREB fiihren (Caivano & Cohen 2000, Wen ef al. 2010). Eine
Aktivierung des PI3K-AKT-Signalweges kann ebenfalls in einer Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors CREB resultieren (Du & Montminy 1998, Park et al. 2010).
Zusammengefasst gibt es eine Vielzahl von Signalwegen, die eine Aktivierung von
CREB bewirken konnen (Wen ef al. 2010).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine LPS-abhingige Erhdhung der
CREB-Phosphorylierung in primiren Mikroglia und BV2-Zellen. In Zellen des PI3Ky-
KO-Stammes war die CREB-Phophorylierung in unstimulierten Zellen erhéht, was auf
die nachgewiesene Erhohung der cAMP-Konzentration in diesen Zellen zuriickgefiihrt
werden kann. Analog ist auch in den p110y-shRNA-exprimierenden BV2 eine erh6hte
cAMP-Konzentration als Ursache der stirkeren basalen CREB-Phosphorylierung zu
vermuten. Die intrazelluldre cAMP-Konzentration in BV2-Mikroglia wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht gemessen. Allerdings fiihrte die Behandlung von p110y normal
exprimierenden Kontroll-BV2-Zellen mit dem Aktivator der Adenylatzyklase
Forskolin, welcher eine verstirkte cAMP-Bildung bewirkt, zu einer erhohten LPS-
induzierten Expression der mRNA von MMP-9 und MMP-13. Diese Ergebnisse
bestétigen einen Einfluss von cAMP auf die Gen-Expression von MMP-9 und MMP-13.
Die erhohte cAMP-Konzentration kann zu einer verstiarkten PKA-Aktivierung und einer
daraus resultierenden Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB fithren und
somit zu einer erhohten CREB-abhingigen Gen-Transkription (Wen et al. 2010).

Die LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 war in
PI3Ky-KO-Mikroglia gegeniiber Wildtyp-Mikroglia erhoht. Die Promotor-Regionen
dieser MMP-Gene beinhalten CRE-Sequenzen, an denen der Transkriptionsfaktor
CREB binden kann (Xie et al. 1997, Shukla et al. 2009, Alper et al. 2001, Huhtala et al.
1990, Bui ef al. 2012). Die erhohte Expression dieser MMP in PI3Ky-KO-Mikroglia
kann demnach durch die Auswirkung einer erhdhten cAMP-Konzentration infolge der
verminderten PDE-Aktivierung bei fehlender Scaffold-Funktion von PI3Ky erklért
werden. Eine durch erhohtes cAMP verstirkte Aktivierung von PKA ruft dann eine
hohere Phosphorylierung und somit Aktivierung von CREB hervor (Abbildung 29, Wen
et al. 2010). Die CREB-Phosphorylierung war in Mikroglia des PI3Ky-KO-Stammes
und in pl10y-shRNA exprimierenden BV2-Zellen deutlich hoher als in den jeweils
entsprechenden Kontroll-Zellen. Die in der BV2-Mikroglia-Zelllinie beobachtete
Verringerung der LPS-induzierten MMP-9-mRNA-Expression nach der Behandlung der
Zellen mit dem PKA-Inhibitor H89 deutet auf eine Beteiligung von PKA an dieser
Expression hin. Eine durch die PKA-Inhibition verringerte Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors CREB  kann mdglicherweise in einer schwécheren
Gentranskription CREB-regulierter Gene wie MMP-9 und MMP-13 resultieren (Wen et
al. 2010, Shukla et al. 2009). Gemeinsam mit der in BV2-Zellen beobachteten
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Verstarkung der LPS-induzierten MMP-9-Sezernierung durch Forskolin sprechen diese

Daten fiir den postulierten Einfluss von cAMP und PKA auf die MMP-9-Expression.
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Abbildung 29: Modell des moderierenden Einflusses von PI3Ky auf die MMP-Expression

A: Die kinase-unabhéingige Geriistfunktion von PI3Ky (bestehend aus p110y und der regulatorischen
Untereinheit p84/87) im Komplex mit PKA und PDE3B aktiviert die cAMP-degradierende Funktion der
PDE und moderiert somit die cAMP-Konzentration (Perino er al. 2011, Abbildung nach Perino et al.
2010). B: Der Transkriptionsfaktor CREB kann unter anderem durch PKA aktiviert werden: Die Bindung
von cAMP an PKA fiihrt zur Freisetzung der C-Untereinheiten der PKA, welche CREB phosphorylieren
konnen. Durch Interaktion mit dem CREB-bindenden Protein (CBP) oder p300 kann CREB an CRE-
Sequenzen der DNA binden und die Gentranskription ausldsen (Wen et al. 2010).

Passend zu der erhdhten mRNA-Expression wurde eine verstirkte Bildung von MMP-9
auch auf Protein-Ebene nachgewiesen. Der Nachweis zellgebundener MMP-9 mit Hilfe
des Western Blot und der in den Kulturiiberstand sezernierten MMP-9 durch die
Zymographie zeigten eine verstirkte Expression in Mikroglia-Zellen des PI3Ky-KO-
Stammes. Der MMP-2-/MMP-9-Aktivitits-Assay konnte diesen Befund bestétigen.
Zwar ist eine Unterscheidung zwischen der Aktivitit von MMP-2 und MMP-9 mit
diesem Assay nicht moglich, unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Zymographie
kann die erhohte Aktivitdt in den Kulturiiberstinden von PI3Ky-KO-Mikroglia aber
MMP-9 zugeordnet werden, da die Sezernierung von MMP-2 in unstimulierten und
LPS-stimulierten Zellen aller drei Mausstimme vergleichbar stark war. Analog wurde
in Kulturen von BV2-Mikroglia, in denen die Expression von pl10y mittels shRNA
herunter reguliert wurde, eine erhohte Sezernierung von MMP-9 in den Kulturiiberstand

festgestellt.
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Der Nachweis intrazelluldrer und sezernierter MMP-9 zeigte 24 h nach einer LPS-
Stimulation eine signifikant erhohte Expression durch Mikroglia des PI3Ky-KO-
Stammes im Vergleich zum Wildtyp-Stamm. Analog zu MMP-9 wurde auch fiir die
Kollagenase MMP-13 eine erhohte zellulire Protein-Expression in PI3Ky-KO-
Mikroglia festgestellt. MMP-13 lie} sich jedoch mit den zur Verfiigung stehenden
Methoden nicht im Kulturiiberstand nachweisen, die angewandte Zymographie-
Methode war nur fiir die Detektion von Gelatinasen geeignet. Allerdings legen Befunde
an Makrophagen nahe, dass MMP-13 ebenfalls in den Kulturiiberstand sezerniert
werden kann (Quillard et al. 2011).

Die Protein-Expression bzw. Sezernierung von MMP-2 war in den Mikroglia-Zellen der
drei untersuchten Mausstimme dhnlich stark ausgeprdgt. Sowohl intrazellulér, als auch
in den entsprechenden Zellkulturiiberstanden des Wildtyp-, PI3Ky-KO- und PI3Ky-KD-
Stammes wurde eine dhnlich hohe MMP-2-Expression festgestellt. In Anbetracht der
erhohten LPS-induzierten mRNA-Transkription von MMP-2 in PI3Ky-KO-Mikroglia
ergaben sich somit Hinweise auf eine posttranskriptionale Regulierung der MMP-2-
Expression in Mikroglia. Eine entsprechende Regulation der MMP-2-Expression wurde
in Zellen des Nierenzellkarzinoms beschrieben. Waiahrend MMP-9  einer
transkriptionalen Regulation unterliegt, wird die Expression von MMP-2 auf

posttranskriptionaler Ebene kontrolliert (Cho et al. 2003).

4.5. Die Phosphodiesterase-Aktivitiit hat Einfluss auf die
Expression von MMP durch Mikroglia

In Kardiomyozyten wurde gezeigt, dass die Wechselwirkung von PI3Ky und
Phosphodiesterasen, insbesondere PDE3B, zur Erniedrigung der cAMP-Konzentration
fiihrt (Perino et al. 2011). Dieser Zusammenhang konnte in unserer Arbeitsgruppe auch
in Mikroglia nachgewiesen werden (Schmidt et al. 2013, Frister et al. 2014). Der
moderierende Einfluss von PI3Ky auf die Bildung von MMP durch die Aktivierung von
PDE3B konnte indirekt iiber die Auswirkung auf die LPS-induzierte mRNA-Expression
von MMP-9 und MMP-13 gezeigt werden. PDE3B wird in einem Komplex mit PKA
und PI3Ky aktiviert und degradiert cAMP in der Zelle. Fehlt p110y, erfolgt diese Form
der Aktivierung von PDE3B nicht und die cAMP-Konzentration in der Zelle ist erhoht.
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Analog fiihrt die Inhibition von PDE3B zu einer erhohten cAMP-Konzentration
(Patrucco et al. 2004, Perino ef al. 2011, Schmidt ez al. 2013). Um zu zeigen, dass die
PDE-Aktivitit die MMP-Expression entscheidend beeinflusst, wurde in BV2-Zellen
eine pharmakologische Inhibition von PDE bzw. eine Aktivierung der cAMP-Bildung
vorgenommen. Durch die Inhibition von PDE3, sowohl durch den unspezifischen PDE-
Inhibitor IBMX als auch durch den PDE3-spezifischen Inhibitor Cilostamid, kam es in
den Kontroll-BV2-Zellen zu einer Steigerung der LPS-induzierte mRNA-Expression
von MMP-9 und MMP-13. Dabei wurde infolge des Einsatzes der PDE-Inhibitoren in
diesen BV2 ein vergleichbar hoher Wert erreicht, wie er in den pll10y-shRNA
exprimierenden BV2 auftrat. Eine Inhibition von PDE3B hatte demnach einen dhnlich
starken Einfluss auf die MMP-Expression, wie der Knockdown der p110y-Expression.
Ferner bewirkte auch eine durch Forskolin-Stimulation erhchte cAMP-Bildung eine
verstirkte LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP-9 und MMP-13. Diese Befunde
auf Ebene der mRNA-Transkription wurden fiir MMP-9 auf Ebene der Protein-
Expression in BV2-Kulturen bestitigt. Die in Kontroll-Zellen durch LPS-Stimulation
erhohte MMP-9-Sezernierung wurde sowohl durch eine zusitzliche Forskolin-
Stimulation als auch durch eine Inhibition von PDE3 durch IBMX oder Cilostamid
weiter verstirkt. Die durch Forskolin, IBMX bzw. Cilostamid verstirkte MMP-9-
Sezernierung durch Kontroll-BV2-Zellen in den Kulturiiberstand war vergleichbar hoch
wie die von pll0y-shRNA exprimierenden BV2-Zellen, jeweils nach einer LPS-
Behandlung. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die durch LPS induzierte MMP-9-
Expression durch eine erhohte cAMP-Konzentration weiter verstiarkt wurde. Analoge
Untersuchungen in primdren Mikroglia-Zellen bestdtigen diese in BV2-Zellen
gewonnenen Befunde (Frister et al. 2014). Diese Ergebnisse weisen somit auf eine
regulierende Funktion von PI3Ky auf die MMP-Expression in Mikroglia infolge einer
LPS-Stimulation hin.

Zusammenfassend kann man anhand der in-vitro-Untersuchungen auf einen
Zusammenhang zwischen der PDE3B-aktivierenden Funktion von PI3Ky, einer daraus
resultierenden geringeren cAMP-Konzentration und einer verminderten MMP-

Expression in Mikroglia schlief3en.
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4.6. Zusammenfassung und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen weisen eine protektive
Wirkung von PI3Ky auf die Integritdit der BHS bei LPS-induzierter systemischer

Entziindungsreaktion nach.

In vivo wurde die Auswirkung einer intraperitonealen Injektion von LPS auf die
Permeabilitidt der BHS in C57BL6/J-Méusen in Abhingigkeit der Expression bzw. der
Kinaseaktivitdt von PI3Ky untersucht. These 1 dieser Arbeit besagte, dass PI3Ky die
BHS-Permeabilitit wdhrend LPS-induzierter neuroinflammatorischer Prozesse
beeinflusst. Im Tiermodell wurde eine weiter fortschreitende Storung der BHS-
Integritdt in Méusen des PI3Ky-defizienten KO-Stammes im Vergleich zu Tieren der
Stimme C57BL6/J-Wildtyp und PI3Ky-KD festgestellt. Diese Daten weisen auf einen
protektiven Einfluss der kinase-unabhéngige Scaffold-Funktion von PI3Ky auf die

Integritdt der BHS wihrend neuroinflammatorischer Prozesse hin.

In vitro wurde an zwei Mikroglia-Modellen der Einfluss von PI3Ky auf die Expression
von MMP untersucht, zum einen an priméren Zellen aus Tieren der drei Mausstimme
(C57BL6/J-Wildtyp, PI3Ky-KO und PI3Ky-KD), zum anderen an der Mikroglia-
Zelllinie BV2. Entsprechend der These 2 dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
kinase-unabhéngige Scaffold-Funktion von PI3Ky durch ihre moderierende Wirkung
auf die cAMP-Konzentration in Mikroglia eine regulierende Wirkung auf die Gen-
Expression verschiedener MMP ausiibt. Insbesondere eine verstirkte Bildung und
Sezernierung von MMP-9 durch PI3Ky-defiziente Mikroglia wurde nachgewiesen.
Diese erhohte Expression von MMP-9 trat parallel zu einer erhohten cAMP-
Konzentration in den Zellen auf. Der Einsatz von PDE-Inhibitoren oder die Aktivierung
der cAMP-Bildung bewirkten analog eine Erhohung der MMP-9-Expression,
wohingegen die Inhibition von PKA eine verringerte mRNA-Transkription zur Folge
hatte. Diese Daten stimmen mit der These 3 dieser Arbeit iiberein, wonach die MMP-
Expression in Mikroglia durch den cAMP-PKA-Signalweg beeinflusst wird.
Abbildung 30 =zeigt schematisch einen mdglichen Wirkmechanismus der cAMP-
moderierenden Funktion von PI3Ky auf die MMP-9-Expression. Eine verstirkte
Aktivierung von CREB infolge des Verlustes der kinase-unabhéngigen Funktion von
PI3Ky wurde gezeigt. In welchem Umfang die CREB-Phosphorylierung durch PKA
erfolgte und inwieweit andere inflammatorische Signalwege, wie beispielsweise MAP-
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Kinasen, in diese Aktivierung involviert waren, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
genauer untersucht werden. Eine Moglichkeit die Auswirkungen der CREB-Aktivierung
auf die PI3Ky-abhingige MMP-Expression detaillierter zu untersuchen, konnte
gegebenenfalls eine Inaktivierung des CREB-Signalweges in Mikroglia der
verwendeten drei Mausstimme bieten (Shukla et al. 2009, Wen et al. 2010).
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Abbildung 30: Moglicher Wirkmechanismus der kinase-unabhiingigen Funktion von PI3Ky zur
Reduzierung der MMP-9-Expression in Mikroglia.

Die Interaktion von PI3Ky, PKA und PDE3B fiihrt zu einer Verringerung der cAMP-Konzentration
(Perino ef al. 2011). Eine geringere Aktivierung des PKA-CREB-Signalweges resultiert in einer
geringeren CREB-abhingigen Expression von MMP-9 und somit einer geringeren Degradation von Tight
Junctions und EZM der BHS (Shukla et al. 2009, Wen et al. 2010, Dal-Pizzol et al. 2013).

Die in-vivo-Untersuchung der BHS-Integritit zeigte eine erhdhte Extravasation von
Evans Blue in PBS-behandelten Tieren des PI3Ky-KO-Stammes gegeniiber dem
Wildtyp. In Verbindung mit der in vitro in PI3Ky-defizienten Mikroglia detektierten
hoheren basalen cAMP-Konzentration, CREB-Phosphorylierung und MMP-9-
Sezernierung ergeben sich aus diesen Daten Hinweise auf einen Einfluss von PI3Ky auf

die BHS-Integritit unter physiologischen Bedingungen.

Die protektive Wirkung von PI3Ky im untersuchten Modell der SE steht in Kontrast zu
positiven Auswirkungen der PI3Ky-Inhibition bzw. des PI3Ky-Knockout in
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Untersuchungsmodellen zu anderen neuroinflammatorischen Krankheitsbildern wie der
Alzheimer-Krankheit oder der postischdmischen Reperfusion (Passos et al. 2010, Jin et
al. 2011). Dies verdeutlicht die ambivalenten Auswirkungen eines Verlusts der
Funktionen von PI3Ky, welche fiir verschiedenste inflammatorische Reaktionen wie
beispielsweise die ROS-Bildung oder die Chemotaxis von Bedeutung sind (Costa et al.
2011). Der Verlust der Lipidkinase-Funktion von PI3Ky, der sich auf die
Migrationsfahigkeit von Immunzellen auswirkt, fiihrte beispielsweise in Modellen zur
Autoimmun-Enzephalomyelitis, zur rheumatoiden Arthritis oder im Schlaganfall-
Modell der transienten MCAO (middle cerebral artery occlusion) zu einer Abmilderung
des Krankheitsverlaufes (Berod et al. 2011, Camps et al. 2005, Jin et al. 2011). Die
Auswirkungen einer Inhibition von PI3Ky bzw. einer genetischen Inaktivierung im
Tiermodell sind abhingig von den am jeweiligen Krankheitsgeschehen beteiligten
Zellsystemen und den entsprechend relevanten Wirkmechanismen von PI3Ky. Ein
Einsatz von pharmakologischen PI3Ky-Inhibitoren kann dementsprechend sowohl
positive als auch negative Auswirkungen haben und erfordert eine differenzierte
Betrachtung jedes Modells und Krankheitsbildes, insbesondere in Bezug auf die
spezifischen Funktionen von PI3Ky. Eine pharmakologische Inhibition von PI3Ky bei
der Behandlung bestimmter Erkrankungen, wie systemischem Lupus erythematodes,
rheumatoider Arthritis oder Arteriosklerose wurde nach aussichtsreichen in-vivo-
Untersuchungen an entsprechenden Maus-Modellen vorgeschlagen (Riickle ef al. 2006,
Ghigo et al. 2010). Hingegen deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine moderierende
Funktion von PI3Ky wéhrend der Pathogenese der SE hin und konnen insofern als
Hinweis gegen eine mogliche Anwendung einer pharmakologischen PI3Ky-Inhibition
zur Pravention oder Behandlung einer Enzephalopathie bei systemischen

Entziindungsreaktionen gewertet werden.

Zusammenfassend zeigen die Resultate dieser Arbeit einen moderierenden Einfluss der
kinase-unabhingigen Scaffold-Funktion von PI3Ky auf die LPS-induzierte Expression
von MMP durch Mikroglia und auf die Entwicklung einer BHS-Schidigung wihrend
einer LPS-induzierten systemischen Entziindungsreaktion. Somit zeichnet sich eine
protektive Wirkung von PI3Ky in der neurovaskuldren Einheit wéhrend der
Pathogenese der SE ab. Die aktuellen Untersuchungen bestitigen und erweitern zuvor
verOffentlichte Daten zu regulatorischen Effekten von PI3Ky auf cAMP-abhingige
Funktionen in Zellen des angeborenen Immunsystems.
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