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1 Einleitung

1.1 Die intrazerebrale Blutung

Als intrazerebrale Blutung werden Blutungen bezeichnet, die innerhalb des Hirngewebes
gelegen sind. Die nicht traumatischen intrazerebralen Blutungen finden im Parenchym
statt und konnen die Hirnventrikel und in einigen Féllen den Subarachnoidalraum
erreichen. Intrazerebrale Blutungen treten meist pl6tzlich auf und machen etwa 15% aller
Schlaganfélle aus. Diese Blutungen sind mit hohen Mortalitatsraten verbunden. Nur 38%
der Betroffenen Uberleben das erste Jahr (Dennis et al.,, 1993). In den Vereinigten
Staaten leiden jahrlich bis zu 52400 Menschen und weltweit 20 von 100000 an
intrazerebralen Blutungen und in den kommenden 50 Jahren ist eine Verdopplung dieser
Zahl zu erwarten (Broderick et al., 1992, 1999). Manner sind haufiger betroffen als
Frauen, insbesondere wenn sie alter als 55 Jahre sind. Auch ethnische Unterschiede
spielen dabei eine bedeutende Rolle, beispielsweise haben Japaner und
Schwarzafrikaner ein hoheres Risiko an intrazerebralen Blutungen zu leiden als
Kaukasier (Broderick et al. 1992).

Abhangig von der zu Grunde liegenden Ursache der Blutung, wird zwischen primaren und
sekundaren Formen unterschieden. Bei der haufigeren priméaren Form, ca. 88% der Falle,
stammen die Blutungen aus spontanen Rupturen von kleinen Gefal3en, die haufig durch
chronischen Bluthochdruck vorbeschéadigt sind (Foulkes et al. 1988). Bei der sekundaren
Form handelt es sich um Blutungen aus Gefallanomalien (wie arteriovendsen
Malformationen und Aneurysmen), Tumoren oder Blutungen in Folge schlecht
eingestellter Antikoagulationstherapien (Qureshi Al et al. 2001). Auch wenn es sich bei
Blutungen aus rupturierten GefalRwandaussackungen (sogenannten Aneurysmata)
Ublicherweise um Subarachnoidalblutungen handelt, kdénnen auch intrazerebrale
Blutungen durch Aneurysmarupturen verursacht sein.

Intrazerebrale Blutungen treten haufig in Hirnlappen, Basalganglien, Thalamus,
Hirnstamm und im Kleinhirn auf. Ein Einbruch dieser Blutungen in die Hirnventrikel findet
bei tiefen, groRen Hamatomen statt und ist mit einer sehr schlechten Prognose assoziiert.
Werden die Blutungen Uberlebt, so ist die GroRe des Hamatoms fur das Ausmald der
neurologischen Ausfalle in den ersten 3 Stunden entscheidend. Eine weitere
Verschlechterung der neurologischen Ausfélle in den folgenden 24-48 Stunden weist auf
eine VergroRerung der Blutung oder ein voranschreitendes Odem im Hirnparenchym hin

(Mayer SA et al. 1994). Makroskopisch zeigt sich das Hirnparenchym 6dematds und



verfarbt sich durch den Hamoglobinabbau. Neben den 6dematdsen Veranderungen
finden sich histologisch geschadigte Neurone, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten im Hirnparenchym um das Hamatom.

Im Gegensatz zu friheren Annahmen, dass diese Blutungen durch das umgebende
Gewebe zum Stillstand kommen, nimmt man heute an, dass die Blutungen zwischen den
Schichten der weil3en Substanz Uber mehrere Stunden expandieren (Brott et al. 1997).
Das Odem des Parenchyms ist bis zu finf Tage und langer nach dem Ereignis
nachweisbar (Yang GY et al. 1994). Fiur die Schadigung der Neuronen und die
Odementstehung im Parenchym werden sowohl osmotisch wirksame Serumproteine als
auch Abbauprodukte der roten Blutkérperchen bzw. des Hamoglobins diskutiert, wobei
die Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke, die in der Regel dem Schutz der Neuronen dient,
die wichtigste initiale Schadigung darstellt (Lee KR 1996).

Um die Pathomechanismen dieser neuronalen Schadigung zu untersuchen, wurden
verschiedene Studien an isolierten Zellen aus zerebralen Gefaflien, an Neuronen und an
Astrozyten als wichtiger Bestandteil der Blut-Hirnschranke durchgefiihrt. In diesem
Kontext werden Hamoglobin und insbesondere Oxyhamoglobin aus Erythrozyten als
Hauptursache fiir den zerebralen Gewebsschaden diskutiert. Gehirngewebe
einschliel3lich Neuronen, Astrozyten und Gefal3zellen treten mit Oxyhamoglobin und
seinen Abbauprodukten fir Tage und Wochen in Kontakt und fihren sowohl zu
nekrotischem als auch apoptotischem Tod von Endothel- und Glattmuskelzellen,
Astrozyten und Neuronen [Xi et al. 1998].

1.2 Gliazellen

Das menschliche Nervensystem besteht im Wesentlichen aus zwei Zelltypen. Zum einen
aus Neuronen und zum anderen aus Gliazellen. Gliazellen unterscheiden sich in vielen
Aspekten von Neuronen, unter anderem dadurch, dass sie nicht elektrisch erregbar und
damit nicht unmittelbar an der schnellen Informationstibertragung beteiligt sind. Gliazellen
wurden in der Mitte des 19. Jahrhunderts von dem Berliner Rudolf Virchow entdeckt
(Virchow, 1846). Er vermutete, dass diese Zellen ausschlieBlich fur die Stutz- und
Haltefunktion der Neuronen verantwortlich sind. Der Name “glia“ leitet sich aus dem
Griechischen ab und bedeutet ,Leim“ oder ,Kitt“. Gliazellen werden in Mikroglia- und
Makrogliazellen unterteilt. Mikrogliazellen sind mesodermalen Ursprungs und leiten sich
embryologisch gesehen von phagozytierenden, immunkompetenten Zellen des Gehirns
ab. Zu den Makrogliazellen, die ektodermalen Ursprungs sind, z&hlt man die



Schwann’schen Zellen, die Oligodendrozyten, die Ependymzellen und die Astrozyten. Die
Astrozyten bilden die Mehrheit der Gliazellen und sind mit bis zu 80% der Gesamtzahl an
Zellen auch der haufigste Zelltyp im zentralen Nervensystem des Menschen (Kettenmann
et al. 2005).

1.3  Struktur und Funktion der Astrozyten

Astrozyten weisen einen verhaltnismafig kleinen, im Durchmesser 10-20um messenden
Zellkorper (Soma) und zahlreiche, teilweise verzweigte, Fortsatze auf. Die Fortsatze von
Astrozyten bilden dicht aneinander grenzende, flul3chenartige Auslaufer an der
Oberflache des ZNS, und bilden damit die Membrana limitans gliae superficialis. Diese
grenzt Uber eine Basallamina an die Pia mater.

Aufgrund ihrer Morphologie kdonnen Astrozyten grob in drei Untergruppen eingeteilt
werden:

Die fibrillaren Astrozyten besitzen zahlreiche, schlanke und wenig verzweigte Fortsatze.
Sie kommen vor allem in der weil3en Substanz vor.

Die protoplasmatischen Astrozyten besitzen dicke und reich verzweigte Fortsatze. Sie
sind charakteristisch fur die graue Substanz.

Die radialen Astrozyten, die sowohl in der grauen als auch in der weil3en Substanz
vorkommen und zu denen die Bergmann-Glia aus dem Cerebellum (Bergmann, 1875)
und die Miller-Zellen aus der Retina zéahlen (Schultze, 1866).

Astrozyten verfiigen uber eine Vielzahl von Funktionen, durch die die Integritat des ZNS
aufrechterhalten wird. Astrozyten treten Uber ihre Endfiif3e in engen Kontakt zu Neuronen
und dem Endothel des Gefal3systems (Abb. 1.1). Diese strukturelle Beziehung kann den
Astrozyten die Mdoglichkeit geben, Neuronen mit Nahrstoffen zu versorgen und den
Abtransport neuronaler Stoffwechselprodukte zu gewéahrleisten (Magistretti et al. 1999;
Hulsmann et al. 2000).
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Abbildung 1.1: Astrozytare EndfiiRichen stehen in engem Kontakt mit dem Endothel des Gefalisystems.

Astrozyten sind an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Sie stehen in Kontakt mit
glatten Muskelzellen von arteriolaren Gehirngeféal3en, die den Gefal3durchmesser und
damit den Blutfluss regulieren. Astrozyten bilden ein reich verzweigtes Netzwerk von
Fortsatzen aus, das in engem Kontakt mit den Synapsen steht. Ein einzelner Astrozyt
kann im Extremfall Gber 100.000 Synapsen kontaktieren (Bushong et al. 2002). In einer
Vielzahl von Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Astrozyten aktiv an der
synaptischen Ubertragung beteiligt sind. Dieses erklart ihre wichtige Rolle in der ,Astro-
neuronalen-Zellkommunikation” (Araque et al. 2001; Bezzi et al. 2001; Verkhratsky et al.
2006).

Astrozyten exprimieren eine grof3e Vielfalt von Rezeptoren (Porter et al. 1997), welche
nach Aktivierung durch exogen applizierte Neurotransmitter zu einem Anstieg des
intrazellularen Calciums fuhren kénnen (Porter et al. 1997; Verkhratsky et al. 1998;
Kettenmann et al. 2005). In Studien an Hirnschnitten konnte demonstriert werden, dass
diese Calcium-Anstiege durch an der Synapse freigesetzte Neuotransmitter, wie z.B.
Glutamat (Bezzi et al. 1998; Latour et al. 2001), Gammaaminobuttersdure (GABA) (Kang
et al. 1998), Acetylcholin (Araque et al. 2002), Noradrenalin (Kulik et al. 1999) und
Stickstoffmonoxid (Matyash et al. 2001) induziert werden kénnen. Andererseits setzen
die Astrozyten Gliotransmitter frei und erzeugen mehrere trophische Faktoren, die
sowohl die Aktivitat der Astrozyten selbst, als auch die Aktivitdit von benachbarten
Neuronen und Endothelzellen beeinflussen kdnnen (Verkhratsky et al. 1998). Aul3erdem
werden Astrozyten im Anschluss an akute oder chronische pathologische Prozesse (z.B.
Hirntrauma, Ischamie/Hypoxie und Morbus Alzheimer) aktiviert. Dieser Vorgang ist als
Astrogliosis bekannt (Franke et al. 2006; Weisman et al. 2005). Astrozyten erfullen
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nutritive Funktionen und haben einen grol3en Anteil an der Homodstase der lonen- und
Neurotransmitter Konzentrationen im extrazellularen Raum. Grol3e Gruppen von
Astrozyten sind Uber Gap Junctions miteinander verknUpft und bilden so ein Synzytium
(Giaume et al. 1996), uber das lokale Konzentrationssteigerung von K'-lonen,
entstanden z.B. durch synchrone neuronale Aktivitat, abgepuffert werden kénnen. Dieser
Vorgang nennt sich ,Spatial K*-Pufferung* (Kofuji et al. 2004).

Durch die Expression glialer Glutamattransporter GLAST (EAAT1), GLT-1(EAAT2)
haben Astrozyten die Mdglichkeit, mittels Glutamataufnahme aus dem synaptischen
Spalt zu hohe Glutamatkonzentration zu reduzieren und damit die synaptische Aktivitat
zu stabilisieren (Rusakov et al. 1998; Hulsmann et al. 2000b). Des Weiteren ist bekannt,
dass Astrozyten am Wachstum von Neuronen und an der Synaptogenese partizipieren
(Slezak et al. 2003).

1.4  Astrozytare Kommunikation
1.4.1 Astrozytare Calciumsignale

Neurone sind elektrisch erregbar und kénnen elektrische Impulse sehr schnell Gber weite
Strecken kommunizieren. Astrozyten besitzen diese Eigenschaften nicht, zeigen aber
eine andere Form transzellularer Signalweitergabe, basierend auf intrazellularen Ca?*-
Konzentrationserhohungen (Cornell-Bell et al. 1990; Charles et al. 1991). Die astrozytare
zytoplasmatische Ca®*-Erhéhung fungiert dabei als intrazellulares und interzellulares
Signal, welches sowohl innerhalb der Zelle als auch zwischen benachbarten Zellen als
Ca®*-Welle propagieren kann (Aguado et al. 2002; Araque et al. 2002). Mit der
Entwicklung verbesserter Ca**-sensitiver Farbstoffe Mitte der 80er Jahre wie Fura-2
(Grynkiewicz et al. 1985) konnte man einen Teil ihrer Stoffwechselvorgdnge und
Signaltransduktionswege bestimmen. lhre Signale stellen eine bislang unbekannte Form
der Informationsverarbeitung dar, welche um Grdél3enordnungen langsamer als die der
Neuronen ist. Bedingung fir das Entstehen der Ca?*-Signale ist ein Ca*-Gradient
zwischen extrazellularem und intrazellularem Raum bzw. zwischen intrazelluldren Ca?*-

Speichern und Zytoplasma.
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Abbildung 1.2: Calciumhomoostase in Astrozyten. Das Schema zeigt die vier verschiedenen

grundlegendenen Faktoren zur Kontrolle des cytosolischen ca”. ADP: Adenosin-Diphosphat; ATP:

Adenosin-Triphosphat; IP3: Inositol 1,4,5-trisphosphat; IP3R: IP3-Rezeptor; PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-

bisphospat; PLC: Phospholipase C; RyR: Ryanodinrezeptor; SERCA: Sarco-/Endoplasmatisches-

Retikulum-Ca®*-ATPase.

In Astrozyten wird die intrazellulire Ca?*-Homdostase im Wesentlichen (iber vier
Mechanismen kontrolliert, die schematisch in Abb. 1.2 dargestellt sind:

° Ca**-Influx tiber die Zellmembran in das Zellinnere,

e  Ca*'-Freisetzung aus internen Ca?*-Speichern in das Zytoplasma,

e  Ca®-Extrusion liber die Zellmembran nach auRen,

e oder zuriick in intrazellulare Ca**-Speicher.

Jeder der vier genannten Routen kann Uber verschiedene Mechanismen reguliert
werden. So ist ein Ca®"-Influx (ber die Zellmembran durch spannungsgesteuerte
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(Westenbroek et al. 1998), ligandengesteuerte (Shelton et al. 1999), speichergesteuerte
(Lo et al. 2002) und mechanosensitive (Niggel et al. 2000) Ca** permeable lonenkanale
maglich. In elektrisch nicht erregbaren Zellen wie den Astrozyten dominiert hierbei die
Ca”*-Ausschiittung aus intrazellularen Speichern (Verkhratsky et al. 1996).

Die intrazelluldre Freisetzung von Ca?* kann aus Mitochondrien oder dem
endoplasmatischen Retikulum erfolgen. Die Freigabe von Ca** aus dem
endoplasmatischen Retikulum erfolgt tber Ryanodin oder Inositol 1,4,5-triphosphat (IP3)
kontrollierte Ca?*-Kanéle (IPs-Rezeptoren, IPsR) (Verkhratsky et al. 1998). Wahrend die
genannten Prozesse der Richtung des Ca**-Konzentrationsgradienten folgen und somit
passiver Natur sind, ist sowohl die Extrusion von Ca®" aus dem Zytoplasma in den
Extrazellularraum als auch das Zuriickfilhren von zytoplasmatischen Ca®** in die
intrazellularen Speicher ein energieabhéngiger Prozess, der iiber Ca*-ATPasen oder
Na*/Ca?*-Austauscher erméglicht wird.

Ca?*-Konzentrationserhéhungen in Astrozyten bleiben nicht ohne Folge fiir die sie
umgebenden Zellen: Die intrazellularen Ca®**-Konzentrationserhthungen konnen die
neuronale Kommunikation beeinflussen (Kang et al. 1998, Araque et al. 2001) und zur
Ausschuttung von neuroaktiven Substanzen, insbesondere von Glutamat aus Astrozyten
fuhren (Pasti et al. 2001). In der frisch isolierten Retina konnte gezeigt werden, dass
astrozytare Ca**-Signale zur Modulation von lichtinduzierten Antworten in Ganglienzellen
fuhren (Newman et al. 1998) und im Hippocampus scheinen Glutamatrezeptoren eine
Hauptaufgabe bei Neuron-Glia-Interaktionen zu spielen (Bezzi et al. 1998).

1.4.2 Ca**-Wellen als astrozytare Kommunikationsform

Ca?*-Signale kénnen sich unter Astrozyten konzentrisch von Zelle zu Zelle ausbreiten.
Glutamatapplikation auf kultivierte Astrozyten filhrte zur Ausbreitung einer Ca?*-Welle
(Cornell-Bell et al. 1990). Aber auch die lokale Applikation von anderen Substanzen wie
ATP (Guthrie et al. 1999; Newman et al. 1997), Noradrenalin (Yagodin et al. 1995) und
Stickstoffmonoxid (Willmott et al. 2000a) kann solche Wellen induzieren. Lokale
mechanische (Charles et al. 1991) oder elektrische Stimuli (Nedergaard 1994) kdnnen
ebenfalls Ca**-Wellen in Astrozyten auslésen.

Fur die Ausbreitung der Ca*-Wellen zwischen den Zellen wurden hauptséchlich zwei

Mechanismen beschrieben:
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Beim ersten Mechanismus kann die Diffusion von IP; oder Ca®* als Botenstoffe (Second
Messengers) durch Gap Junctions zu benachbarten Zellen dort eine Ca?*-Freisetzung
aus intrazellularen Speichern, wie dem endoplasmatischen Retikulum, auslésen (Giaume
et al. 1998). Experimente, in denen die Ausbreitung dieser Cacliumwelle durch Blocker
von Gap Junctions vermindert werden konnte, bestatigten diesen Mechanismus
(Finkbeiner, 1992).

Der zweite Mechanismus beruht auf der Ausschittung von ATP das an purinergen
Rezeptoren der benachbarten Zellen bindet, wodurch es zur Bildung von IP;3 in der
Zielzelle kommt, und sich die Calciumkonzentration im Zytoplasma durch den Ausstrom
aus dem ER durch IPs-abhangige Ca®*-Kanéle erhoht ( Braet et al. 2001).

Dieser zweite Mechanismus wurde vorgeschlagen, nachdem gezeigt worden war, dass
sich Ca**-Wellen in Astrozytenkultur auch uber zellfreie Gebiete hinweg ausbreiten
konnen (Hassinger et al. 1996) und durch Suramin, einem Antagonisten purinerger
Rezeptoren, reduziert werden kdonnen (Cotrina et al. 1998b). Aul3erdem konnte ATP
nach der Ausbreitung einer Welle in der Extrazellularflissigkeit nachgewiesen werden
(Guthrie et al. 1999; Cotrina et al. 1998b; Scemes et al. 2000). In nachfolgenden
Publikationen wurde bestatigt, dass die Gap Junctions nicht der einzige Weg zur Ca?*-
Wellenausbreitung sind (Abb. 1.4) (Guan et al. 1997; Naus et al. 1997). Kirzlich konnte
nachgewiesen werden, dass extrazellulares ATP der Hauptmessenger fir die
extrazellulare Kommunikation ist (Abb. 1.4). Neben den Gap Junctions und ATP kann
auch Stickstoffmonoxid (NO) die Ausbreitung einer Welle vermitteln. Allerdings sind
dabei nicht IPs-, sondern Ryanodin-abhangige Ca?*-Speicher involviert (Willmott et al.
2000a, 2000b).
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Abbildung 1.4: Gap Junction-abhangige Ausbreitung von Ca”*-Wellen. Diffusion von Second Messenger-
Molekilen durch Gap Junctions fithrt zu Ca®*-Erhéhungen in gekoppelten Zellen. In dem gleichen Schema
siecht man auch die regenerative Ausbreitung von Ca”*-Wellen durch ATP-Freisetzung und Aktivierung

purinerger Rezeptoren auf benachbarten Zellen.

1.5 Transmitterabhéngige astrozytare Kommunikation

Astrozyten exprimieren Glutamatrezeptoren (Nedergaard, 1994), purinerge Rezeptoren
(Guthrie et al. 1999; Fumagalli et al. 2003; Koizumi et al. 2002), Dopaminrezeptoren
(Parpura et al. 2000; Khan et al. 2001), Noradrenalinrezeptoren (Mulligan et al. 2004) und
Serotoninrezeptoren (Sanden et al. 2000). An Hippokampusschnitten konnten Ca*'-
Wellen in Astrozyten durch elektrische Stimulation glutaminerger Afferenzen ausgelost
werden (Dani et al. 1992). In vivo wurde der Zusammenhang zwischen neuronaler
Aktivitat und astrozytaren Ca**-Signalen im Cortex anasthesierter Mause gezeigt. Nach
Erh6hung neuronaler Aktivitat durch Applikation von GABAa-R-Antagonisten konnte eine
Zunahme spontaner Ca®*-Signale in Astrozyten beobachtet werden (Hirase et al. 2004).

ATP ist in allen Zellen und intrazellularen Organellen einschliel3lich sekretorischer
Vesikel nachweisbar. Auch Astrozyten besitzen Vesikel die ATP speichern kénnen (Coco
et al. 2003). Eine vesikulare Freisetzung von ATP wurde fur sekretorische und
nichtsekretorische Zellen demonstriert: in Oocyten (Aleu et al. 2003), PC 12 Zellen
(Fabbro et al. 2004), epithelialen Lungenzellen (Ahmed et al. 2005), Osteoblasten
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(Romanello et al. 2005), R-Zellen des Pancreas und peritonealen Mastzellen (Aspinwall
et al. 2005). Die vesikulare Freisetzung von ATP ist generell in peripheren Nerven
nachweisbar (Bodin et al. 2001). Weiterhin wurde dokumentiert, dass ATP zusammen
mit Acetylcholin (Reigada et al. 2003) oder Nordadrenalin (Sesti et al. 2002) gespeichert
und freigesetzt wird.

Obwohl mehrere erregbare und nichterregbare Zellarten ATP freisetzen kdnnen, ist der
Mechanismus, der der Freisetzung von ATP zugrunde liegt, besonders in
nichterregbaren Zellen wie Astrozyten umstritten. ATP kann durch verschiedene grof3e
Poren die Zellen verlassen, darunter Anionenkandle (Mongin et al. 2002), P>X7-
Rezeptoren (Suadicani et al. 2006) und Connexin-Hemikanale (Cotrina et al. 1998a;
Stout et al. 2002). Die Freisetzung von ATP kann durch Inhibitoren fur Anionenkanéle
(Anderson et al. 2004; Darby et al. 2003) und Gap Junctions (Stout et al. 2002) reduziert
werden. Aul3erdem ist die Freisetzung von ATP zum Teil von Calcium (Bal-Price et al.
2002) und ,soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor (SNARE)

Proteinen abhangig (Abdipranoto et al. 2003).

1.6  Nekrose versus Apoptose

Es gibt verschiedene Griunde fur den Tod einer Zelle. Die zwei Arten des Zelltodes lassen
sich in Nekrose und Apoptose einteilen (Simon, 1997; Cohen, 1993).

Der pathologische Prozess ist die Nekrose, die aus dem irrerversiblen Schaden einer
Zelle resultiert. Sie kann z.B. durch mechanische Beschadigung oder durch toxische
Chemikalien ausgelost werden, unter physiologischen Bedingungen auch nach
Beschadigung der Zytoplasmamembran durch das Komplementsystem oder lytische
Viren. Die Zelle verliert dabei die Fahigkeit, die zellulare Homoostase aufrecht zu
erhalten, was zu einem Einflie3en von extrazellularen lonen und Wasser in die Zelle fihrt.
In der Folge schwellen die Zellen und die zytoplasmatischen Organellen an, besonders
die Mitochondrien, wohingegen das Chromatin unverandert bleibt. Schlie3lich platzt die
Zelle, wodurch der zytoplasmatischen Inhalt austritt und entzindliche Reaktionen
ausgeldost werden (Wyllie et al. 1980; Cohen, 1993).

Die Apoptose, die haufigste Form des Zelltodes im Organismus, lauft programmiert ab
(Kerr et al. 1972). Sie kann einerseits durch innere Schadigung der Zelle, wie z.B. durch
Inhibierung der Proteinsynthese (Martin et al. 1990) ausgel6st werden, andererseits durch
spezifische Signale ihrer Umgebung oder anderer Zellen. Die Zellen zeigen im
mikroskopischen Bild nach einem ,Kochen® (,boiling” o. ,blebbing“) der Zellen ein
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Abschniren kleiner membranumschlossener Partikel, den “apoptotic bodies®, die von
Nachbarzellen oder Makrophagen phagozytiert werden. Aus diesem Grund kommt es in
dieser Phase nicht zur Entzindung im umliegenden Gewebe. Die Apoptose ist ein
wichtiger Bestandteil des natirlichen Zellumsatzes in mehrzelligen Organismen, die eine
schonende Entfernung funktionsloser oder fir den Organismus sogar schadlicher Zellen
ermdglicht (Huppertz et al. 1999).

Im Rahmen einer subarachnoidalen Blutung konnte gezeigt werden, dass die lysierten
Erythrozyten mit der Aktivierung einer Reihe von Schadigungsmechanismen im
Hirngewebe verknipft sind (Xi et al. 1998). Das Eintreten von Blut in den
Subarachnoidalraum wurde fir den zerebralen Vasospasmus verantwortlich gemacht
(Lennihan et al. 2000; Stoodley et al. 2000). Dieser Vasospasmus tritt Tage nach einer
Subarachnoidalblutung auf und kann abhangige Hirnareale in eine Ischamie versetzen.
Mechanistisch werden die Abbauprodukte der lysierten Erythrozyten fir den
Vasospasmus verantwortlich gemacht. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass das Abbauprodukt Oxyhamoglobin in der Lage ist die Endothel- oder
Glattmuskelzellen der Gefal3e in apoptotischen oder nekrotischen Zelltod zu treiben.
Analysen an astrozytaren Zelllinien haben gezeigt, dass die Exposition dieser Zellen zu

Oxyha@moglobin zum nekrotischen Zelltod fihren kann (Rollins et al. 2002).

1.7 Die Rolle der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore (MPTP)

Bei MPTP handelt es sich um einen mitochondrialen Proteinkomplex, der unter
bestimmten Situationen von zelluldarem Stress, z.B. bei zytosolischer Ca**-Uberladung
oder erhohten Konzentrationen an reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS), sogenannte
Mega-Poren zwischen der inneren und &uf3eren mitochondrialen Membran bildet. Diese
Mega-Poren sind fur Molekule bis 1,5 kDa permeabel (Halestrap et al. 2002, 2004, 2007).
MPTP-Offnung fiihrt zum Verlust der mitochondrialen lonenkompartimentierung sowie
zum Zusammenbruch der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung und kann sowohl
nekrotischen als auch apoptotischen Zelltod verursachen (Halestrap et al. 2004).

Die genaue Struktur der MPTP ist noch nicht geklart. Die Mehrzahl der Studien zeigen
jedoch, dass die MPTP im intermembranaren mitochondrialen Spalt lokalisiert sind. Nach
bisherigen Erkenntnissen bestehen sie aus drei Komponenten, einem zur aul3eren
mitochondrialen Membran gerichteten spannungsgesteuerten Anionenkanal (VDAC),
Cyclophilin D (CyP-D) und einer zur inneren mitochondrialen Membran gerichteten
Adenin-nukleotid-Translokase (ANT) (Halestrap et al. 2002).
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Jacobson und Duchen haben gezeigt, dass Interaktionen in Astrozyten zwischen
mitochondrialen ROS und dem freigesetzten Calcium aus dem ER die Frequenz der
mitochondrialen Depolarisation erhthen und zu einer Ca®*-Uberladung in den
Mitochondrien fiihrt (Jacobson et al. 1998). Dies leitet die MPTP-Offnung ein.

1.8 Ziele der Arbeit

Am Model humaner kultivierter Astrozyten wurden folgende Ziele verfolgt:

1. Der Einfluss von blutigem zerebrospinalem Liquor (bCSF) auf humane
Astrozyten in vitro.

2. Der Einfluss von bCSF auf die zytosolische Ca?*-Kinetik von Astrozyten.

3. Die Untersuchung der extrazellularen Signalkaskade (Up-stream) mit Fokus
auf ATP- und Glutamatrezeptoren.

4. Die Rolle der intrazellularen Ca?*-Speicher sowie der plasmalemmalen
Calciumkanale vom L-Typ.

5. Die Rolle der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore als down-

stream-target fur die Entstehung der Nekrose durch bCSF.
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2 MATERIAL

2.1 Chemikalien

Adenosintriphosphat
Attachment Factor

CSC Complete Medium
Cyclosporin A

Dimethylsulfoxid
D(-)-2-Amino-5-Phosphonopentanolic Acid
FCS

Fura-2 AM

HEPES

Hoechst-33342

Medium 199

Nimodipine

Passage reagent Group "(PRG)
Reagentien-Kit

PRG-1 (EDTA-L6sung)

PRG-2 (Trypsin/EDTA-LOsung)

PRG-3 (Trypsin Inhibitor-Losung)

Penicillin-Streptomycin

Sigma, Taufkirchen

ACBRI, USA

ACBRI, USA

Calbiochem, Bad Soden

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie,Steinheim

Gibco BRL, Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Hoechst AG, Frankfurt am Main

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstad

ACBRI, USA

Invitrogen, Karlsruhe



19

Propidium lodid Sigma-Aldrich, Steinheim
Suramin Sigma-Aldrich, Steinheim
2-aminoethoxydiphenyl borate Sigma-Aldrich, Steinheim
8-Phenyltheophyllin Sigma, Taufkirchen

Die Ubrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Calbiochem, Invitrogen
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Taufkirchen) in der
hdchsten erhaltlichen Qualitdt bezogen. Alle verwendeten Chemikalien wurden nach

Herstellerangaben gel6st und aufbewabhrt.

2.2 Haufig verwendete Medien und Puffer

2.2.1 Zellkulturmedien

Medium 199 / HEPES-Stammldsung:

Medium 199 9,8¢g/l
HEPES 369/l
Aqua Dest 11

Kultivierungsmedium:

CS-C Medium
+FCS 10%
+Penicillin / Streptomycin 1%

Beladungsmedium:

Medium 199 / HEPES Stammldsung
+FCS 3%

Alle Medien wurden sterilisiert und bei 4° C aufbewahrt.
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2.2.2 Inkubationsmedium

2.3

Far

Zusammensetzung benutzt (in nM):

unsere Untersuchungen wurde ein

Inkubationsmedium

NaCl (140,0); KCI (2,6), KH2POy4 (1,2), MgSOs (1,2), CaCl, (1,3),

HEPES (25,0), Glukose (5,0).

pH-Wert 7,4 bei 30° C nach Titration mit NaOH.

Gerate und Laborbedarf
Zellkultur:

Brutschrank

Deckglaser

Mikroskop

Sterilbank

Fluoreszenzmessungen:

Analysesoftware ,Tillvision”
CCD Kamera

Inkubationskammer

Inkubationskammerheizung

Inverses Mikroskop IX 50

Monochromator / Lichtquelle Polychrome 1V

Sonstige Geréate:

Elisa Reader

Heraeus, Hanau
Menzler Glaser, Braunschweig
Leica, Wetzlar

Heraeus, Hanau

Till Photonics GmbH, Martinsried
Till Photonics GmbH, Martinsried
Eigenbau, Werkstatt des
Physiologischen Institutes

der JLU GielRen

Eigenbau, Werkstatt des
Physiologischen Institutes

der JLU GielRen

Olympus, Hamburg

Till Photonics GmbH, Martinsried

TECAN, Crailsheim

mit folgender



Heizplatte digital SD 300
Magnet-Heizruhrer

pH-Meter

Pipetten

Wasserbad
Wasserdemineralisierunganlage

Zentrifugen

Verbrauchsmaterialien:

Insulinspritzen (U-40)
Kulturflaschen (PE Vented Cap) (25cm?)
Kulturschalen (35x10mm)

Pipettenspitzen
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Bibby Scientific, UK

Jahnke & Kunkel, Staufen

WTW, Weinheim
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
Julabo, Seelbach

Millipore, Eschborn

Kendro, Hanau

Braun, Melsungen
Sarstedt, USA
Sarstedt, USA

Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg

2.4  Blutiger Zerebrospinalliquor (bCSF) und nativer Zerebrospinalliquor

Proben blutiger zerebrospinaler Liquor (bCSF) wurden von Herrn Dr. Wolfram Scharbrodt

zur Verfugung gestellt und stammen von Patienten mit computer-tomographisch

gesicherten Subarachnoidalblutungen. Die Kontrollproben stammen von Patienten, die fir

die Diagnose von degenerativen Ruckenmarkerkrankungen, einer Myelographie

unterzogen wurden.
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3 METHODEN

Fur unsere Versuche wurden humane Astrozyten von ACBRI (Applied Cell Biologe
Research Institute, Kirkland, WA, 98034 U.S.A.) verwendet.

3.1  Zellkultur

Folgende Schritte werden in der Zellkultur durchgefiihrt, um die ausgelieferten humanen
Astrozyten auf Schalen zu bringen:

Die Rohrchen mit humanen Astrozyten werden vorsichtig aus dem Trockeneis genommen
und in flissigen Stickstoff gelagert. Die Kulturflasche (25 cm?) wird mit Attachmentfaktor
beschichtet. Das CSC-Medium wird aufgetaut, 10% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin
zugesetzt, die bendtigte Menge entnommen und ins Eisbad gestellt. Die gefrorenen
Zellen werden im Wasserbad aufgetaut und sofort im Verhéltnis 1/10 in das eisgekuhlte
CSC-Medium gegeben. Anschlielend werden die Zellen 5-7 Minuten bei 100-200 g
zentrifugiert, danach wird der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 5 ml 37 °C warmen
CSC-Medium resuspendiert. Der erste Mediumwechsel erfolgt nach 24 Stunden und
danach alle 48 Stunden.

Ausplattierung auf Kulturschalen:

Um die Astrozyten auf Kulturschalen auszuplattieren wird zunachst das Medium aus der
Kulturflasche (25 ml) abgesaugt und die 37 °C warme PRG1 Ldsung (1 ml) vorsichtig auf
die Zellen gegeben. Danach wird die PRG1 abgesaugt und sofort die 37 °C warme PRG2
Losung (1 ml) dazu gegeben. AnschlieBend wird die Kulturflasche zuriick in den Inkubator
gestellt, bis die Zellen sich abgerundet, aber noch nicht von selbst abgeldst haben (ca.
0,5-3 Minuten). Um die Zellen zu l6sen wird die Kulturflasche leicht geschiittelt. Die
eisgekihlte PRG3 Losung wird in gleichem Volumen (1 ml), wie die PRG2 LOosung auf die
Zellen gegeben. Die abgeldsten Zellen werden in ein steriles Rohrchen tberfuhrt und in
ein Eisbad gestellt, danach wird es zentrifugiert (1-2 Minuten) und der Uberstand
abgesaugt. Anschliel3end wird das R6hrchen mit dem Finger leicht angestof3en, um die
Zellen abzuldsen und in einem definierten Volumen von CSC-Medium aufgenommen und

auf Zellkulturschalen mit Deckglaschen ausplattiert.
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3.2 Experimente

3.2.1 Apparative Vorraussetzungen

Zur Durchfuhrung unserer Experimente benutzten wir eine Inkubationskammer (300 pl
Volumen) aus Delrin. Die Inkubationskammer wurde mit einer Edelstahlkantle (ID=0,5
mm; AD=0,7 mm) verbunden. Durch eine Insulinspritze die durch einen Silikonschlauch
mit der Edelstahlkanile im Kammereinsatz verbunden ist kann das Inkubationsmedium
bei Bedarf abgesaugt werden. In diese Inkubationskammer wurden die Deckglaschen mit
den darauf angehefteten Zellen eingebaut. AnschlieBend wurde die Kammer fest
verschraubt. Das Inkubationsmedium (300 ul) wurde direkt in die Inkubationskammer
pipettiert. Zehn Minuten nach Versuchsbeginn wurde das Inkubationsmedium durch eine
Spritze abgesaugt und der Patientenliquor (200 pl) direkt in die Inkubationskammer

gegeben. Die Temperatur in der Inkubationskammer betrug 30 °C.

Abbildung 3.1.1: Inkubationskammer mit Insulinspritze.
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Abbildung 3.1.2: Inkubationskammer von oben.

3.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Messungen zur Ermittlung der intrazellularen
lonenkonzentration von Ca?*

Die Messungen wurden mit Hilfe eines inversen Mikroskops durchgefiihrt, welches an das
Imaging-System der Firma Till Photonics (Martinsried) gekoppelt war. Mit Hilfe eines
Monochromators konnte das Anregungslicht, das von einer Xenonlampe entsendet
wurde, entsprechend dem Anregungsspektrum des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes
eingestellt werden. Diese selektierten Wellenlangen betrugen 340 und 380 nm fur Fura-2
AM. Der Lichtstrahl wurde Uber ein Glasfaserkabel auf einen Dichroidspiegel gelenkt,
welcher das Licht weiter auf die Messkammer mit den zu messenden Zellen leitete. Dies
fuhrte zur Anregung des Farbstoffes Fura-2 AM. Das emittierte Licht gelangte zuriick
durch den Dichroiden zu einer CCD-Kamera, die das Lichtsignal registrierte und die

Daten zur weiteren Auswertung an einen PC Ubertrug.
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Insulinspritze

Inkubationskammer

g

Xenonlampe

Dichroid-Spiegel CCD-Kamera Computer-Software
+ Monochromator

Abbildung 3.3.1: Vereinfachte schematische Darstellung der Apparatur. Der Strahlengang des
Anregungslichtes ist als durchgezogener Pfeil dargestellt, der Strahlengang des Fluoreszenzlichtes
als gestrichelter Pfeil.

Um die intrazellulare Ca**-Konzentration zu bestimmen, wurden die Zellen fiir 60 Minuten
bei Raumtemperatur mit Fura-2 AM (2,5 pM) in Beladungsmedien beladen. Fura-2
gelangt als Acetoxymethylester in die Zellen, wird dort von zellularen Esterasen gespalten
und kann als geladenes Molekul nicht mehr durch die Membran permeieren. Die
Anregung von Fura-2 erfolgte alle 6 Sekunden mit den Wellenlangen 340 nm und 380

nm, das Emissionsmaximum lag bei 510 nm.
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Abbildung 1.1.7: Abbildung der mit Fura-2 AM beladenen Zellen. Das Bild zeigt eine
Originalaufnahme zu Versuchsbeginn.

Aus den gewonnenen Daten wurde der Quotient (engl.:Ratio) R der Emissionsintensitaten
bei Anregung mit 340 nm und bei Anregung mit 380 nm (340nm / 380nm) ermittelt. Mit
diesem Quotienten konnte die intrazellulare Ca®*-Konzentration berechnet werden (siehe
unten). Fir die Abbildung wurden die Fura-2-Quotienten auf einen prédanoxischen
Ausgangswert von 1,2 normiert und als relative Einheiten (r.E.) dargestellt. Die
intrazellulare Ca**-Konzentration wurde nach folgender Formel (Grynkiewicz et al. 1985)

berechnet:

[Ca*]i= Kg X b X (R - Rmin) / (Rmax - R)

Der Kq-Wert ist ein MaR fiir die Affinitat von Fura-2 zu freien zytosolischen Ca?*-lonen.
Dieser Wert variiert mit den experimentellen Bedingungen und ist vom pH-Wert abhangig.
In vitro betragt der Kyg-Wert fur Fura-2 AM 224 nmol/L (Grynkiewicz et al. 1985). In vivo
ermittelten Ladilov et al. (2000) bei einem intrazellularen pH-Wert von 7,2 einen Kyq-Wert
von 309 + 8 nmol/L (n = 6), bei einem intrazellularen ph-Wert von 6,5 einen Kg-Wert von
347 + 7 nmol/L (n = 5). Zur Bestimmung der zytosolischen Ca?*-Konzentration wurden die

von Ladilov et al. (2000) ermittelten K4-Werte verwendet. Der Faktor b ist der Quotient der
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Emissionsintensitait der 380 nm-Wellenlange des Rpmin-Wertes durch  die

Emissionsintensitat der 380 nm-Wellenlange des Rnyax-Wertes.

3.2.3 Methode zur Messung von Nekrose und Apoptose in Astrozyten

Zur Diskriminierung von lebenden und toten Zellen wurden die Zellen mit folgenden
Farbstoffen gefarbt:

Hoechst 33342 ist ein zellmembrangéangiger Farbstoff, der das Chromatin im Zellkern
anfarbt. Dieser Farbstoff wird haufig in der Kombination mit Propidiumiodid verwendet um
kondensierte, pyknotische Kerne in apoptotischen Zellen von nekrotischen Zellen zu
unterscheiden. Seine Anregungswellenlange liegt bei 360 nm, die Wellenlange des
emittierten Lichtes bei 460 nm.

Propidiumiodid ist ein DNS/RNS-Farbstoff, der die perforierte Zellmembran von toten
Zellen, doch nicht die intakte Membran von lebenden Zellen durchdringen kann. Das
Emissionsmaximum liegt bei 617 nm, die Anregungswellenlange bei 536 nm. Die
Astrozyten in der Inkubationskammer wurden am Versuchsende unter Zugabe von
Hoechst 33342 (5 pl/ml) und Propidiumiodid (5 pl/ml) inkubiert.

Fur unsere Experimente wurden die Astrozyten fir 5 Stunden bei 30 °C auf der Heizplatte
im Dunkeln inkubiert. Pro Schale wurden die rotgefarbten (Propidiumiodid) und
blaugefarbten (HOE) Zellkerne in funf zuféllig ausgewahlten Gesichtsfeldern unter dem

Mikroskop gezahlt und anschliel3end die relative Haufigkeit berechnet.

3.3 Blocker des Ca**-Weges

Die nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten Substanzen mit ihren Eigenschaften und

Konzentrationen:
Substanz Konzentrationen Eigenschaften
Kompetitiver Inhibitor plasmalemmaler
Nimodipine 10 umol/L spannungsabhangiger Ca**-Kanale vom
L-Typ
) Hemmer der mitochondrialen
Cyclosporin A 1 pmol/L N -
Permeabilitat-Transition-Poren
) Inhibitor von purinergen (P,) ATP-
Suramin 100 pumol/L
Rezeptoren
2-aminoethoxydiphenyl borate 100 umol/L Inhibitor der IP3-abhangigen Ca*'-
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Freisetzungskanale am

endoplasmatischen Retikulum

D(-)-2-Amino-5-

. . 50 pmol/L Inhibitor von Glutamat-Rezeptoren
Phosphonopentanoic Acid

3.4 ATP-Messungen im Liquor mittels der ATP-Biolumeneszens-Methode:

Der ATP-Gehalt im Ligour wurde mittels eines kommerziellen ATP-Biolumeneszens-Kits
bestimmt. Die Methode der Biolumineszenz beruht auf einer enzymkatalysierten Reakti-
on, wobei die katalysierenden Enzyme als Luciferasen bezeichnet werden. Luciferasen
sind Oxygenasen, welche ihre Luciferine (Leuchtstoffe) mit Hilfe von Sauerstoff oxidieren.
Bei Vorhandensein von ATP sowie Luciferin und Luciferase kommt es zur Bildung eines
oxyluciferin-AMP-PP-Komplexes und der Freisetzung von Licht als Energie nach
folgender Reaktion:

ATP + D-Luciferin + O, —————— oxyluciferin + PP; + AMP + CO; + Licht

Das emittierte Licht in dieser Reaktion ist mit Hilfe eines Luminometers bei einer
Wellenlange von 560 nm messbar. Das entstehende Licht ist dabei proportional zu der
ATP-Konzentration.

Fur die Experimente wurden 50 pl nativer oder blutiger Liquor mit 50 pl Lucefirase-
Reagent vermischt, anschlieRend sofort in die Detektionskammer des Luminometers
eingebracht und wurden innerhalb der ersten 5 Minuten einmal gemessen. Die

Ergebnisse sind als ,Relative Lichteinheiten* angegeben.

3.5 Statistik

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM von n verschiedenen Experimenten
wiedergegeben. Statistische Vergleiche wurden durch einfache Varianzanalyse unter
Nutzung des Student-Newman-Keuls-Tests fur post-hoc Analysen durchgefuhrt

(Ludbrook, 1994). Unterschiede mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Blutiger zerebrospinaler Liquor induziert Nekrose aber nicht Apoptose in

humanen Astrozyten

Da bekannt ist, daf3 der Zelltod von Hirngewebe eine der schwerwiegendsten Folgen
einer Ventrikelblutung sein kann, wurde in der vorliegenden Arbeit zunéchst untersucht,
ob blutiger zerebrospinaler Liquor (bloody cerebrospinal fluid=bCSF) den Zelltod von
kultivierten Astrozyten induzieren kann. Nach 5-stindiger Inkubation mit nativer CSF
(nCSF) oder blutiger CSF (bCSF) wurde sowohl der apoptotische als auch der
nekrotische Zelltod mittels Propidiumiodid und Hoechst33342 Doppelfarbung bestimmit.

Nekrose Apoptose
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Abbildung 4.1: Nekrose und Apoptose in Astrozyten (%) nach 5-stiindiger Inkubation mit nativer CSF
(nCSF) oder blutiger CSF (bCSF). Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; *p < 0,05 vs. nCSF; n
= 4 pro Bedingung.

Abbildung 1 zeigt einen signifikanten Anstieg der Nekroserate der Astrozyten, die mit

bCSF inkubiert wurden im Vergleich zu nCSF inkubierten Astrozyten nach 5 Stunden. Die
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Apoptoserate nach bCSF Applikation war nach 5 Stunden im Vergleich zu nativem Liquor

nicht signifikant verandert.

4.2 Die Rolle des zytosolischen Ca*" bei der Entstehung von bCSF-induzierter

Nekrose

Da ein unkontrollierter Anstieg der zytosolischen Ca**-Konzentration zu Nekrose fiihren
kann, haben wir die intrazellulare Ca?*-Konzentration mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes

Fura-2 in Anwesenheit von bCSF oder nCSF untersucht.
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Abbildung 4.2.A: Exemplarischer Verlauf der zytosolichen Ca®*-Konzentration (Fura-2 ratio) in
Astrozyten wahrend Inkubation mit nativer CSF (nCSF, gestrichelte Kurve) oder blutiger CSF (bCSF,
durchgezogene Kurve).

Die mit bCSF inkubierten Astrozyten zeigen einen ausgepragten initialen zytosolischen
Ca?*-Anstieg der nicht vollstandig reversibel ist und dem eine fortwahrende Ca?'-
Uberladung folgt. Die mit nativer CSF inkubierten Astrozyten zeigen keinen

Calciumanstieg.
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Die folgende Abbildung zeigt die statistische Auswertung der zytosolischen Ca?*-Spitzen-
Konzentration nach Inkubation mit bCSF oder nCSF als Balkendiagramm. Hier und im
Folgenden wurde der Maximalwert des Calciumanstiegs nach bCSF Inkubation auf 100%
gesetzt und alle restlichen Ca®*-Werte darauf bezogen.
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Abbildung 4.2.B: Initialer zytosolischer Ca**-Peak (Fura-2 ratio) in Astrozyten nach Inkubation mit
nativer CSF (nCSF) oder blutiger CSF (bCSF). Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM in Prozent,
bezogen auf die Peakhdhe nach bCSF Applikation. *p < 0,05 vs. Kontrolle; n = 4 pro Bedingung.

4.3 Mechanismen des bCSF-induzierten Anstiegs der zytosolischen Ca*'

Konzentration

Als nachstes wurde der Signalweg untersucht, der fiir die bCSF-induzierte Ca?*-Erhéhung
verantwortlich ist. Astrozyten exprimieren eine grof3e Vielfalt von Rezeptoren (Porter et al.
1997), welche nach Aktivierung durch exogen applizierte Neurotransmitter zu einem
Anstieg des intrazellularen Calciums filhren (Porter et al 1997; Verkhratsky et al. 1998;
Kettenmann et al. 2005). Unter anderem kann der zytosolische Ca**-Spiegel von

extrazellular Uber Glutamat- (NMDA-Rezeptoren) oder ATP-Rezeptoren (P2-Rezeptoren)
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beeinflusst werden. Aus diesem Grund wurde die Rolle dieser Rezeptoren bei dem
bCSF-induzierten Ca?*-Anstieg untersucht. Zu diesem Zweck haben wir spezifische
Rezeptorantagonisten gegen P»>-Rezeptoren (Suramin) [100pmol/L] oder gegen NMDA-
Rezeptoren (D(-)-2-Amino-5-Phosphonopentanoic  Acid) [50umol/L] wéahrend bCSF-

Applikation eingesetzt.
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Abbildung 4.3.A: Initialer zytosolischer Ca®*-Peak (Fura-2 ratio) in Astrozyten nach Inkubation mit nativer
CSF (nCSF) oder blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Suramin oder D (-)-2-
Amino-5-Phosphonopentanoic-Acid (2A5P). Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM in Prozent,
bezogen auf die Peakhthe nach bCSF-Applikation. *p < 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro
Bedingung.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Blockade der P,-Rezeptoren durch Suramin den
initialen Calciumanstieg reduziert, wahrend eine NMDA-Rezeptor-Blockade keine

signifikante Veréanderung bewirkt.
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Abbildung 4.3.B: Nekrose in Astrozyten (%) nach 5-stiindiger Inkubation mit nativer CSF (nCSF) oder
blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Suramin oder D(-)-2-Amino-5-
Phosphonopentanoic-Acid (2A5P). Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Kontrolle,
#p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro Bedingung.

Die Auswertung der Nekrosemessungen unter diesen Versuchsbedingungen (Abbildung
4.3.B) zeigt, dass die durch ATP-Rezeptorblockade erreichte Reduktion des initialen
Calciumanstiegs mit einer Nekrosereduktion einhergeht. Eine NMDA-Rezeptorblockade

hat hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die bCSF-induzierte Nekrose.

4.4 Die Rolle von extrazellularem ATP

Die bisherigen Daten deuten auf eine massgebliche Beteiligung der ATP-Rezeptoren an
dem zellularen Ca**-Anstieg und der Nekroseinduktion in Astrozyten nach Inkubation mit
bCSF hin. Um zu Uberprifen, ob dies auf eine Aktivierung der P,-Rezeptoren durch in
bCSF enthaltenem ATP zurlckzufihren sein kann, wurde die ATP-Konzentration in den

unterschiedlichen Liquorproben bestimmit.
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Abbildung 4.4 ATP-Konzentration im liquor. ATP-Konzentration in blutiger CSF (bCSF) und nativer
CSF (nCSF). Die durchschnittliche ATP-Konzentration in nativem Liquor wurde auf 1 gesetzt und die
Konzentration in bCSF darauf bezogen. Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM in Prozent. *p <
0,05 vs. Kontrolle; n = 6 pro Bedingung.

Die Daten in Abbildung 4.4 zeigen, dass der ATP-Gehalt in bCSF gegentber nCSF um
ungefahr das 400-fache erhdht ist.

4.5 Die Rolle der intrazellularen Ca**-Speicher

Durch die Bindung an purinerge Rezeptoren fiihrt ATP zur Offnung von IPs-abhangigen
Calciumfreisetzungs-Kanalen am endoplasmatischen Retikulum, wodurch ein Anstieg der
Ca®*-Konzentration im Zytoplasma induziert wird. Deshalb wurde die Rolle der
intrazellularen Ca®*-Speicher als Quelle fiir den Ca®*-Anstieg untersucht, indem die Ca®*-
Freisetzungs-Kanale des endoplasmatischen Retikulums mit 2APB wahrend bCSF-
Applikation blockiert wurden. 2APB wurde in einer Konzentration von 2100pmol/l
eingesetzt, da es bei dieser Konzentration die IP; abhéngigen Ca?*-Freisetzungskanéle
am ER blockiert (Putney, 2001).
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Abbildung 4.5.A: Initialer zytosolischer Ca®*-Peak (Fura-2 ratio) in Astrozyten nach Inkubation mit
nativer CSF (nCSF), blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2APB). Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM in Prozent, bezogen
auf die Peakhohe nach bCSF-Applikation. * = p < 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro
Bedingung.

Die statistische Auswertung zeigt, dass durch die Blockade der IP3;-Rezeptoren durch

2APB der initiale Ca*-Anstieg aufgehoben wird.



36

40

Nekrose [%0]

[N
o
[l

Abbildung 4.5.B: Nekrose in Astrozyten (%) nach 5-stiindiger Inkubation mit nativer CSF (nCSF),
blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von 2-aminoethoxydiphenyl borate (2APB).
Daten sind als Mittelwerte dargestellt, * = p < 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro
Bedingung.

Die Quantifizierung der nekrotischen Zellen unter den gleichen Bedingungen zeigt, dass
die Blockade der IPs-abhangigen Calciumfreisetzung nach bCSF-Applikation zu einer

signifikanten Nekrosereduktion fuhrt.

4.6 Die Rolle des extrazellularen Calciums

Um zu untersuchen, ob transplasmalemmale Calciumrouten bei der Entwicklung des
initialen, bCSF-induzierten Calciumanstiegs eine Rolle spielen, wurden einerseits
Versuche durchgefuihrt in denen die L-Typ Calciumkanale mit Nimodipine [10 umol/l]

gehemmt wurden.
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Abbildung 4.6.A: Initialer zytosolischer Ca®*-Peak (Fura-2 ratio) in Astrozyten nach Inkubation mit nativer
CSF (nCSF) oder blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Nimodipine (Nimo). Daten
sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM in Prozent, bezogen auf die Peakhthe nach bCSF Applikation. *p <
0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro Bedingung.

Die statistische Auswertung der Calciummessungen zeigt, dass eine Hemmung der
Calciumkanale vom L-Typ zu einer gerade signifikanten Verringerung des initialen

Calciumanstiegs fuhrt.
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Abbildung 4.6.B: Nekrose in Astrozyten (%) nach 5-stiindiger Inkubation mit nativer CSF (nCSF),
oder blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Nimodipine (Nimo) Daten sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro Bedingung.

Die Auswertung der Nekroserate unter diesen Versuchsbedingungen zeigte eine
Reduktion wenn die L-Typ-Calciumkanale wahrend bCSF-Applikation gehemmt wurden.

4.7 Die Rolle der mitochondrialen Permeabilitdts-Transitions-Pore fiur die
Entstehung der Nekrose

Der Verlust der mitochondrialen lonenkompartimentierung sowie der Zusammenbruch der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung durch MPTP-Offnung kann sowohl
nekrotischen als auch apoptotischen Zelltod verursachen (Halestrap et al. 2004). Eine
Studie von Jacobson hat gezeigt, dass erhdhte mitochondriale Depolarisation zu einer
Ca?*-Uberladung in den Mitochondrien fiihrt (Jacobson et al. 1998). Dies leitet die MPTP-
Offnung ein. Aus diesen Griinden haben wir eine mdgliche Beteiligung von MPTP bei der
Entstehung der bCSF-induzierten Nekrose untersucht.
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Abbildung 7B: Nekrose in Astrozyten (%) nach 5-stiindiger Inkubation mit nativer CSF (nCSF) oder
blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Cyclosporin A (CSA). Daten sind als
Mittelwerte dargestellt, *p < 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. bCSF; n = 4 pro Bedingung.
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Abbildung 7A: Initialer zytosolischer Ca**-Peak (Fura-2 Ratio) in Astrozyten nach Inkubation mit nativer
CSF (nCSF) oder blutiger CSF (bCSF) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Cyclosporin A (CSA).
Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM in Prozent, bezogen auf die Peakhéhe nach bCSF
Applikation. *p < 0,05 vs. Kontrolle; n = 4 pro Bedingung.

Die Vorinkubation der Zellen mit dem spezifischen Inhibitor der MPTP Cyclosporin A [1
umol/l] fuhrte zur signifikanten Reduktion der Nekroserate ohne signifikanten Einfluss auf
die zytosolische Ca®*-Kinetik. Diese Befunde legen nahe, dass die MPTP ein Down-
stream-target fir den zytosolischen Ca®*-Anstieg darstellen und fiir die Ca?*-abhéngige

Nekroseinduktion nach bCSF-Inkubation verantwortlich sind.



5.

Am Modell von kultivierten humanen Astrozyten konnte in dieser Studie gezeigt werden,

1)

2))

3)

4.)

5.)

Diskussion

dass blutiger zerebrospinaler Liquor Nekrose und nicht Apoptose in
humanen Astrozyten induziert und dass die zytosolische Ca?'-
Konzentrationserh6hung eine wichtige Rolle bei der Entstehung von bCSF-

induzierter Nekrose spielt,

dass die zytosolische Ca?*-Konzentrationserhbhung von der Aktivierung
astrozytarer P,-Rezeptoren und IPs-abhangiger Ca®*-Kandle am
endoplasmatischen Retikulum abhéngig sind, wahrend NMDA-Rezeptoren

keine wesentliche Rolle bei diesem Schadigungsmechanismus spielen,

dass eine Blockade der P,-Rezeptoren die Nekroserate reduziert, wahrend
NMDA-Blockade durch D(-)-2-Amino-5-Phosphonopentanoic Acid keine

signifikante Veranderung auf die Nekroserate hat,

dass der ATP-Gehalt in bCSF gegeniiber nCSF um zwei Zehnerpotenzen

erhoht ist,

dass die durch bCSF induzierte Nekrose der Astrozyten durch eine Blockade
der MPTP mit Cyclosporin A verhindert werden kann ohne die zytosolische

Ca®'-Kinetik zu beeinflussen.

41
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Im Rahmen einer Subarachnoidalblutung konnte gezeigt werden, dass die lysierten
Erythrozyten mit einer Reihe von Schéadigungsmechanismen im Hirngewebe verknlpft
sind (Xi et al. 1998). Einer der schadlichen Effekten von Oxyh&dmoglobin (OxyHb), einem
Abbauprodukt aus lysierten Erythrozyten in der traumatischen Gehirnverletzung oder der
Subarachnoidalblutung, ist seine toxische Wirkung auf neuronales Gewebe und
Gehirngefaldzellen, was zu zerebralem Vasospasmus, zerebraler Ischamie und zum
Infarkt fihren kann. Der Eintritt von Blut in den Subarachnoidalraum wurde fir den
zerebralen Vasospasmus verantwortlich gemacht (Lennihan et al. 2000; Stoodley et al.
2000). In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Applikation von OxyHb in
kultivierten Endothelzellen Apoptose (Meguro et al. 2001; Ogihara et al. 1999) und in
Glattmuskelzellen Nekrose induzieren kann (Ogihara et al. 2000). Analysen an
astrozytaren Zelllinien haben gezeigt, dass die Exposition dieser Zellen zu
Oxyhamoglobin zum nekrotischen Zelltod fuihrt (Rollins et al. 2002). Andere Arbeiten an
Ratten-Astrozyten haben gezeigt, dass eine zytosolische Ca®*-Konzentrationserhéhung
zur Nekrose fuhren kann (Mehta et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit der Frage beschaftigt, ob die Inkubation von
kultivierten Astrozyten mit blutigem zerebrospinalem Liquor Nekrose induziert und
welcher Mechanismus dieser Schadigung zugrunde liegt.

Dafur verwendeten wir humane Astrozyten, die wir mit bCSF inkubiert haben. In unserem
Zellkulturmodell kdénnen wir funktionelle Verdnderungen (z.B lonenhoméostase) und
deren morphologische Folgen (z.B. Zelltod) simultan untersuchen.

Die Inkubation mit blutigem Zerebrospinalliquor fiihrte in unserem Modell kultivierter
humaner Astrozyten zu einem zytosolischen Ca®*-Anstieg und zu einer gesteigerten
Nekroserate. Mittels Video-Imaging-Floureszenzmikroskopie konnten wir die intrazellulare
Ca?*-Konzentration wéahrend der Applikation von bCSF kontinuierlich messen und
konnten durch Hemmstoffversuche mit Suramin zeigen, dass bCSF Applikation die
Aktivierung von purinergen P,-Rezeptoren nach sich zieht.

Da purinerge P,Y-Rezeptoren die intrazellulare Calciumkonzentration [Ps-vermittelt
erhéhen konnen, blockierten wir die intrazellularen 1P3;-Rezetoren in einer weiteren
Versuchsreihe mit 2-aminoethoxydiphenyl-borate (2APB). In einer Studie mit pyramidalen
Neuronen wurde die Rolle von 2APB beschrieben. Das Ergebnis war, dass 2APB
(100 pM) IP3-Rezeptoren blockieren kann (Hagenston et al. 2009). Eine andere
Arbeitsgruppe (Zhao et al. 2008) hat in den glatten Muskelzellen von Hirnarterien

gefunden, dass 2APB die intrazellulare Ca**-Konzentration reduziert. Die Experimente im
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Rahmen dieser Arbeit auf humanen Astrozyten haben erstmalig gezeigt, dass 2APB den
Ca**-Anstieg und die Nekroserate nach Applikation von bCSF reduzieren kann.
NMDA-Rezeptoren gehdren zu den ionotropen Glutamatrezeptoren. NMDA-Rezeptoren
offnen sich nach vorangegangener Depolarisation der Membran und fiilhren zu einem
Calciumeinstrom in die Zelle. Astrozyten exprimieren zwar sowohl metabotrope
Glutamatrezeptoren, als auch AMPA-Rezeptoren (Seifert et al. 1997). Untersuchungen
auf kultivierte Ratten-Astrozyten von (Zhang et al. 2003) zeigten, dass NMDA-
Rezeptoraktivierung zu intrazellularem Ca?*-Anstieg fiihrt. In der Arbeit von Zhang et al.
(2003) wurde D(-)-2-Amino-5-Phosphonopentanoic Acid, ein NMDA-Rezeptorblocker,
eingesetzt. Die Deaktivierung von NMDA-Rezeptor zeigte eine Reduktion von Ca?'-
Konzentrationserhéhung. Im Rahmen unserer Arbeit haben wir die Beteiligung von
NMDA-Rezeptoren an den bCSF-induzierten Ca®*-Anstieg (iberpriift. Die Daten unserer
Arbeit zeigen, dass die NMDA-Blockade mit D(-)-2-Amino-5-Phosphonopentanoic Acid
keine signifikante Veranderung auf den Ca®'-Anstieg oder auf die Nekroserate nach
bCSF-Applikation bewirkt.

Eine wichtige Entdeckung war, dass von Astrozyten freigesetztes ATP eine Rolle als
extrazellulare Messenger spielt und dabei Calciumfreisetzung induziert (Guthrie et al.
1999; Cotrina et al. 2000). Freigesetztes ATP aktiviert Astrozyten tber einen P,-Rezeptor,
der eine lokale intrazelluldare Ca*-Konzentrationserhdhung und anschlieRende
Weiterleitung sogenannter Ca**-Wellen auf benachbarter Astrozyten induziert
(Verkhratsky, 2006). Cotrina et al. (1998) zeigte, dass Applikation von Suramin, einem
Antagonist purinerger Rezeptoren, auf kultivierte Astrozyten die Ca**-Wellenausbreitung
reduzieren konnte. In der vorliegenden Arbeit gelang es uns, durch eine Blockade der P»-
Rezeptoren durch Suramin (100 pM) den Ca®*-Anstieg signifikant zu reduzieren. Unter
diesen Bedingungen fiihrte Suramin auch zu einer signifikanten Reduktion der Nekrose.
Dies weist wiederum auf eine Kausalitat zwischen dem zytosolischen Ca**-Anstieg und
der Entstehung der Nekrose nach Inkubation mit bCSF hin. Untersuchungen von Braet et
al. (2003b) haben gezeigt, dass eine endotheliale ATP-Freisetzung durch eine Zunahme
von intrazellularem Calcium ausgeldst werden kann. Kirzlich konnte nachgewiesen
werden, dass extrazellulares ATP der Hauptmessenger fur die extrazellulare
Kommunikation ist. Zum einen wird ATP von Astrozyten wéahrend der Ausbreitung von
Ca®"-Wellen freigesetzt (Guthrie et al. 1999; Cotrina et al. 2000). Zum anderen konnte die
Ausbreitung durch purinerge Antagonisten reduziert oder aufgehoben werden. (Newman,
2001; Koizumi et al. 2003). AuBerdem wurde ATP nach der Ausbreitung einer Welle in
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der Extrazellularfliissigkeit nachgewiesen (Guthrie et al. 1999; Scemes et al. 2000). Am
wahrscheinlichsten ist demnach eine propagierende ATP-Freisetzung aus Astrozyten:
ATP wird von einer Zelle freigesetzt, bindet an Purinorezeptoren einer Nachbarzelle und
I6st dort eine intrazellulare Calciumerhdhung aus, sowie eine Ca®*-induzierte Freisetzung
von ATP (Anderson et al. 2004). Diese Kenntnisse haben uns veranlasst, den ATP-
Gehalt sowohl in bCSF als auch in nCSF zu messen. Unsere Daten zeigen, dass der
ATP-Gehalt in bCSF gegentiber nCSF um zwei Zehnerpotenzen erhoht ist. Dieser ATP-
Gehalt scheint der Grund fir den Ca®'-Anstieg zu sein, da keine Erhéhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration wahrend nCSF-Applikation gefunden wurde.

Nimodipin ist ein L-Typ Ca?*-Kanalblocker. Die Ergebnisse von Haile et al. weisen darauf
hin, dass Nimodipin die Schwachung des Arbeitsgedachtnisses nach Hypoxie verhindert
(Haile et al. 2009). Andere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass Nimodipin dopaminerge
Neuronen gegen die Inflammation vermittelte Degeneration durch die Hemmung der
mikroglialen Aktivierung schitzt (Li et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob die Ca?*-Kanale vom L-Typ bei den Astrozyten einen zytosolische Ca**-
Anstieg induzieren kdnnen und ob dies durch Nimodipin reduziert werden kann. Unsere
Daten haben gezeigt, dass eine Hemmung der Ca**-Kanale vom L-Typ mit Nimodipin zu
einer massigen Reduktion des Ca?*-Anstiegs und der Nekroserate fiihrt, die jedoch bei
weitem nicht so ausgepragt ist wie bei Blockade der IPs-Ca®*-Kandle am
endoplasmatischen Retikulum. Somit scheinen die intrazellularen Ca?*-Speicher die
Hauptrolle zu spielen.

Als Mechanismus fiir die Ca**-induzierte Nekrose haben wir die Rolle von MPTP
untersucht. MPTP stellen eine Megapore zwischen den inneren und aul3eren
Mitochondrienmembran dar und kénnen sowohl apoptotischen als auch nekrotischen
Zelltod induzieren. Einer der mdglichen Ausléser einer derartigen MPTP-Offnung ist ein
zytosolischer Ca?*-Anstieg.oder die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies.

Unsere Ergebnisse auf Astrozyten zeigen, dass eine Blockade der MPTP durch
Cyclosporin A zu einer signifikanten Reduktion der Nekrose ohne Einfluss auf die
zytosolische Ca?*-Kinetik fiihrt. Dieser Befund weist darauf hin, dass MPTP als ein
Downstream-Signal der zytosolischen Ca?*-Erhthung aber als Upstream-Signal der
Nekrose fungiert.

Die Befunde und Hypothesen der Arbeit sind im folgenden Schema zusammengefasst:



L-Typ Ca?* Kanal

______

MCU

Caz*

SR Mito
MPTP l

Nekrose
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Das im blutigen Liquor enthaltene ATP fuhrt Uber Stimulation der purinergen P2

Rezeptoren zu einer IP3-vermittelten Ca?*-Freisetzung aus dem endoplasmatischen

Retikulum (ER). Das freigesetzte Ca®" aus dem ER filhrt in den benachbarten

Mitochondrien zur einer Ca®** Uberladung, die vermutlich durch den sogenannten

mitochondrialen Ca?*-Uniporter (MCU) erfolgt. Diese Ca** Uberladung scheint die MPTP-

Offnung zu triggern.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Ziele: Die Ca®*-Konzentrationserhéhung ist ein Kofaktor von vielen Zellprozessen
einschliel3lich Apoptose und Nekrose. Die Hypothese von dieser Studie war, dass blutiger
zerebrospinaler Liquor (bCSF) von Patienten nach intraventrikularer Blutung einen Ca?*-
Anstieg verursachen konnte, der Apoptose oder Nekrose in humanen Astrozyten

induziert.

Methode: Humane Astrozyten wurden mit bCSF inkubiert. In Kontrollexperimenten wurde
nativer zerebrospinaler Liquor (hnCSF) verwendet.

Die zytosolischen Ca?*-Konzentration von den einzelnen Zellen wurde mit dem Ca*'-
sensitiven Farbstoffe (Fura-2) gemessen. Vier Blocker wurden verwendet: Nimodipin (L-
Typ-Calciumkanale Hemmer), 2-aminoethoxydiphenyl-borate (2APB) (IPs-
Rezeptorenblocker des endoplasmatischen Retikulums), Suramin (P2-
Rezeptorenantagonist), D (-)-2-amino-5-phosphonopentanoic-acid (2A5P) (NMDA-
Rezeptorblocker), und Cyclosporin A (MPTP-Inhibitor). Zur Messung von Nekrose und
Apoptose wurden Astrozyten mit Hoechst-33342 und Propidium lodid markiert.

Die Ergenisse der vorgelegten Arbeit zeigen:

1) dass blutiger zerebrospinaler Liquor Nekrose in humanen Astrozyten induziert und
dass die zytosolische Ca**-Konzentrationserhthung eine wichtige Rolle bei der

Entstehung von bCSF-induzierter Nekrose spielt,

2) dass die zytosolische Ca?*-Konzentrationserhdhung und die Nekrose von der
Aktivierung P»-Rezeptoren und IPs-abhangiger Ca?*-Kanéle am
endoplasmatischen Retikulum abhangig sind,

3) dass eine Blockade der P,-Rezeptoren durch Suramin den Ca?*-Anstieg und die
Nekroserate reduziert, wahrend NMDA-Blockade durch D(-)-2-Amino-5-
Phosphonopentanoic Acid keine signifikante Veranderung auf den Ca?'-Anstieg
bzw. die Nekroserate bewirkt,
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4) dass der ATP-Gehalt in bCSF gegenuber nCSF um ungefahr das 400-fache

erhoht ist,

5) dass eine Hemmung der Ca?*-Kanale vom L-Typ durch Nimodipine zu einer
geringen aber gerade signifikanten Verringerung des Ca*'-Anstiegs und der

Nekroserate fuhrt,

6) dass eine Blockade der IPs;-Rezeptoren durch 2APB den Ca?*-Anstieg und die
Nekroserate reduziert, und dass eine Blockade der MPTP durch Cyclosporin A zur
signifikanten Nekrose-Reduktion ohne Einfluss auf die zytosolische Ca**-Kinetik

fuhrt.

Schlussfolgerung:

Blutiger zerebrospinaler Liquor verursacht Nekrose in humanen Astrozyten. Die bCSF-
induzierte Nekrose wird durch einen zytosolischen Ca®*-Anstieg verursacht, der durch
Ca?*-Freisetzung aus dem ER zustande kommt. Diese Ca?*-Freisetzung wird durch die

Aktivierung der P,Y-Rezeptoren durch ATP vermittelt.
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7. SUMMARY

Aims: An increase in cellular Ca** concentration is a cofactor of many cellular processes
including apoptosis and necrosis. This study’s hypothesis was that hemorrhagic
cerebrospinal fluid (CSF) from patients after intraventricular hemorrhage may cause an
increase in Ca®* concentration which induces apoptosis or necrosis in an in-vitro model of

human cerebral astrocytes.

Method: Human astrocytes were incubated with CSF from patients with intraventicular
hemorrhage. In control experiments native CSF was used.

Cytosolic Ca*'-concentrations were measured in single cells by fura-2. Four
pharmakological blockers were used: Nimodipine, 2-aminoethoxydiphenyl borate (2APB),
suramine, D (-)-2-Amino-5-Phosphonopentanoic-Acid (2A5P), and cyclosporin A, that
block the L-type Ca?*-channel, the endoplasmic reticulum Ca®" channels, the ATP-
sensitive PY2-receptor, the NMDA-receptor, and the mitochondrial permeability transition
pore (MPTP), respectively. Apopotosis and necrosis were evaluated by staining the cells
with Hoechst-3342 and propidium iodide.

The major findings of this study are :

1) the fact that bloody cerebrospinal fluid induces necrosis and not apoptosis in
human astrocytes. The increase of cytosolic Ca**-concentration plays an important

role in the bCSF-induced necrosis.

2) the fact that the increase of cytosolic Ca®*-concentration and the necrosis are
dependent on the activation P2 receptors and IP-3 dependent Ca** channels of

the endoplasmic reticulum.

3) the fact that blocking the P2 receptors by suramin reduces the Ca?* increase and
the necrosis rate, while blocking of NMDA receptors by D (-)-2-Amino-5-
phosphonopentanoic acid causes no significant change in the Ca®" increase or the

necrosis rate.

4) the fact that the ATP content is 400-fold higher in bCSF as compared to nCSF.
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5) the fact that an inhibition of the L- type Ca*" channels with Nimodipine leads to a

significant reduction of the Ca®* increase and the rate of necrosis.

6) the fact that a blockade of the IP3 receptors by 2APB reduces the Ca*" increase
and the necrosis rate, and that a blockade of the MPTP by Cyclosporin A leads to
significant reduction of the necrosis without significant influence on cytosolic Ca**

Kinetics.
Conclusion:
Bloody CSF induces necrosis but not apoptosis in human astrocytes. The CSF-induced

necrosis is due to increase of cytosolic Ca®* which is mediated through capacitative Ca**
release by the ER involving the ATP-sensitive PY2-receptor.
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Diese Studie untersuchte:

1. Der Einfluss von blutigem
zerebrospinalem Liquor (bCSF) auf
humane Astrozyten in vitro.

2. Der Einfluss von bCSF auf die Ca2+-
Kinetik von Astrozyten.

3. Die Untersuchung der extrazelluldren
Signalkaskade (Up-stream) mit Fokus auf
ATP-und Glutamatrezeptoren.

4. Die Rolle der intrazelluliren Ca2+-
Speicher sowie der plasmalemmalen
Calciumkanile vom L-Typ.

5. Die Rolle der mitochondrialen
Permeabilitats-Transitions-Pore (MPTP)
als down-stream-target fiir die Entstehung
der Nekrose durch bCSF.
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