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1 Einleitung

Der Schlaganfall (Apoplexia cerebgdhlt in den Industrielandern zu einer der haugigsind
bedeutendsten vaskularen Erkrankungen, die zumfllomegn konnen. Er ist der haufigste
Grund fur eine dauerhafte Behinderung bei Erwadtiserllein in Deutschland erleiden
jahrlich etwa 350.000 Personen einen Schlaganfall etwa 70.000 von denen sind danach
auf einen Rollstuhl angewiesen oder haben eineran8ehinderung. Nur etwa 40 % der
Uberlebenden weisen ein Jahr nach der Erkrankuimge K&inschrankungen im alltaglichen
Leben auf. Er gehért zu den Hauptgrinden fur lovali im hoheren Lebensalter. Mit einer
Letalitdtsrate von 20% steht er in der Todesursasthéistik an der dritten Stelle hinter
koronaren Herzerkrankungen und Tumorerkrankungen.

Je nach Ursache teilt man Schlaganfélle in untexdbbhe Erkrankungsformen ein. Zu etwa
85% gibt es den ischamischen Infarkt, der durch \erschluss eines Gefal3es oder durch
Verschleppung eines Blutgerinnsels in die Gehirailgefentsteht und zu etwa 15% gibt es den

hemorrhagischen Infarkt, der durch eine Hirnblutentsteht.

1.1 Der ischdmische Schlaganfall

Bei einem ischamischen Schlaganfall kommt es zuritréten eines fokalen neurologischen
Defizits, ausgelost durch eine akute regionale Bhitdungsstérung. Zu einem Verschluss
eines HirngefalRes kann es durch ortstandiges tlotisches Material oder durch einen
verschleppten Embolus kommen. Dadurch wird im isthéhen Gewebe eine Ketten-
reaktion von elektrischen Aktivitdten und biochechisn Reaktionen ausgel6st. Das flhrt
wiederum zu irreversiblen Schaden und neuronaleritode Dafir reicht eine kurze
Unterbindung bzw. Reduzierung des zerebralen Bisg#s unter 20% aus (Hamann et al.
1997).

In experimentellen Studien konnten zwei Schwellemsvebei einer verminderten
Durchblutung des Gehirns festgelegt werden, diefeheldas Ausbreitungsgebiet des
Schlaganfalls in zwei Areale einzuteilen. Bei ein@bfall des zerebralen Blutflusses (CBF)
auf etwa 40 % des Ausgangswertes kommt es zumrisltheén Funktionsausfall der
betroffenen Nervenzellen und deren anschlieBendellhg. Bei einem Abfall auf 20% des

Ausgangswertes entsteht der so genannte ischantsrheeines Schlaganfalls, in welchem



die Neurone schnell absterben.

Um dieses Gebiet herum liegt die Penumbra (Randadaeeauch ischamischer Halbschatten
genannt), in der die Nervenzellen langer Uberldimior auch sie zugrunde gehen, da hier die
Zellen zusatzlich von Kollateralgefal3en versorgtdeea. In dieser Zone liegt der CBF-Abfall
zwischen den Schwellenwerten von 20 % und 40 %.Heieumbra ist gekennzeichnet durch
die erloschene elektrische Aktivitat, jedoch ohtkiurelle Schaden. Daraus ergibt sich,
dass dieses Gewebe potentiell gerettet werden &dnnt

Bei der Behandlung sind zum einen die akute Vomgsheise und zum anderen die
neuroprotektive Therapie entscheidend. Durch di#ésBnahmen kann die Ausbreitung eines
neurologischen Schadens innerhalb von 3 h durchrdiembolyse stationdr eingeschrankt
werden. Diese Behandlung muss somit so frih wie lisfogoegonnen werden. Zu der
Akuttherapie gehoéren die rekanalisierenden Malnahnaie Aufrechterhaltung der
respiratorischen und kardialen Funktionen, der Aaisly des Elektrolythaushaltes und die
Behandlung erhdhter Kérpertemperatur und Hypergiyka

Bei der Therapie von Schlaganféllen verfolgt mamismachstehende Ziele:

1. Die Aufrechterhaltung bzw. die Verbesserung deelzexien Durchblutung

2. Zytoprotektion und Schutz der Nervenzellen voridehamie

3. Vermeidung von sekundaren Schaden
4

. Schnellstmdgliche Einleitung regenerativer Prozesse

1.1.1 Pathophysiologie des ischdmischen Schlaganfal Is

Durch die Unterbrechung der Substrat- und Sauézstohr entsteht ein ATP-Mangel, der
aufgrund von minimalen zellularen Reserven naclaet®%s zu einer Energieknappheit fuhrt.
Folglich kommt es zu einer Reduzierung des Memlotangials der Gliazellen und
Neuronen, wodurch prasynaptische spannungsabha@gigf@anale aktiviert werden und eine
Depolarisation und Freisetzung von Glutamat sowieiger anderer Neurotransmitter
ausgelost wird. Eine Wiederaufnahme des Glutamatsdie prasynaptischen Nerven-
endigungen ist aufgrund der unzureichenden Enaigie mdglich (Dirnagl et al. 1999). Das
Glutamat verbleibt daraufhin im synaptischen Spatt bewirkt eine andauernde Aktivierung
der AMPA- (@-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaurepnd NMDA- (N-
Methyl-D-Aspartat) Rezeptoren. Die Stimulation déMDA- Rezeptoren fihrt zu einem
erhohten Einstrom von €5, Na'-, und CI- lonen und folglich zu einer Wassereinlagerung

im Zellinneren der neuronalen Zelldbie sich daraus ergebende Zellschwellung macht sich



als Hirnddem bemerkbar.

Im Kerngebiet selbst kommt es schon innerhalb weniginuten zu irreversiblen Zell-
schaden, die durch Proteolyse, Lipolyse und Zerlggron Mikrotubuli zum Zelltod fihren.
Der Zusammenbruch der lonen-Homdostase verursachthialb von Minuten den Tod der
Neurone (Dirnagl et al. 1999, Lee at al. 2000). Déarkt kann in der Penumbra nur teilweise
den CBF vermindern. Es kommt dort nicht vollstanzign Verlust der ATP-Gewinnung, So
dass die Neurone mehrere Stunden und sogar weagge tberleben kénnen. Jedoch kdnnen
die Zellen auch bei einer kontinuierlichen Depdation spéter absterben. Einer der
Hauptgrinde daflr ist eine tbermaldige Aktivierurey AMPA- und NMDA-Rezeptoren.
Dadurch kommt es zur Erhéhung der intrazellulareft Nnd C&'- Konzentration und somit
zur Depolarisation. Eine wiederkehrende Depolddsa(Peri-Infarkt-Depolarisation) und
anschlieBende Repolarisation der Nervenzellen fiininem stark erhéhten Energiebedarf,
der nur durch Steigerung der oxidativen Glukoseuéigechselung gedeckt werden kann.
Da jedoch bei der fokalen Ischamie die Durchblutumg somit auch die Sauerstoff- und
Glukosezufuhr gestort sind, fihren diese wiedeemolDepolarisationen zu einem Energie-
mangel. Dieses Defizit kann nicht ausgeglichen eendnd die Neurone sterben ab, da sie ihr
Membranpotential nicht mehr aufrechterhalten kdnnBas wiederum verursacht eine
Ausbreitung des Infarktvolumens.

1.1.2 post-ischamische Inflammation

Die Stunden und Tage spater eintretende post-isshBenEntziindung ist wesentlich an dem
Absterben der Neurone in der Penumbra beteiligt. Bitziindungsreaktionen verschlimmern
die Auswirkungen der Ischamie betrachtlich undeéragum Tod der Neurone bei (ladecola
und Alexander 2001).

Als eine der frihesten Reaktionen nach einem Sahfali werden in den ersten Stunden pro-
inflammatorische Zytokine exprimiert, wie z.B. deukleare TranskriptionsfaktaeB (NF-
kB) und die Entzindungsmediatoren, wie z.B: Tumorosdfaktore (TNF-a0), Interleukin-1
(IL-1) und Interleukin-6 (IL-6).

Im umliegenden Gewebe exprimieren die EndothelzdlleC) vermehrt Adhasionsmolekile
an ihrer Oberflache. Dadurch kommt es zur Anhaufumig Leukozyten und Makrophagen
und zu deren Migration in das beschéadigte NerveegewPantoni et al. 1998, Mabuchi et al.
2000). Die freigesetzten Zytokine fuhren zur Akening der Mikrogliazellen. Diese l6sen

dann zusammen mit den Leukozyten und Makrophagee starke post-ischamische



Inflammation in der Penumbra aus. Die Akkumulatiord Aktivierung von Entzindungs-
zellen sind entscheidend fur die Entwicklung delsl&yanfalls.

Zusatzlich zu den Zytokinen wird die induzierbatel&toffmonoxid-Synthase (iNOS) von
den Entzindungszellen exprimiert, die zu eineraygstten Bildung von Stickstoffmonoxid
(NO) fuhrt und folglich die Bildung von Peroxyniegn bewirkt. Es kommt zu einer Induktion
von Cyclooxygenase-2 (COX-2). COX-2 und die Mitoetioen-Fehlfunktion tragt zur
Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (RQ&J Prostaglandinen bei. Die ROS wie
Peryoxinitrite und Superoxide schadigen die Zellroeamen und bewirken die Zerstérung der
Mitochondrien. Diese Prozesse fuihren zur Einleitwley programmierten Zelltodes, der
Apoptose (Dirnagl et al. 1999, ladecola und AlexarizD01).

1.1.3 Apoptose nach einer Ischamie

Ob die Zelle durch Apoptose oder Nekrose abstiditvom Ausmald der Exzitotoxizitat
abhangig (Choi 1996, Dirnagl at al. 1999, Lee et28l00). Die Zellnekrose der Neurone
entsteht durch pl6tzlichen Mangel an Energie, woldwin Anschwellen der Neurone und
deren Lyse resultieren. Im Gegensatz zur Nekrdse fiei der Apoptose die Zelle ihren Tod
selbst aktiv herbei und dieses gewabhrleistet, desbetreffende Zelle ohne Schadigung des
Nachbargewebes zu Grunde geht. Dieser Prozesteigjfieabhangig.

Durch die Mangeldurchblutung kommt es zu einer By@and die Apotose wird durch
oxidativen Stress, wiederholte Aktivierung der NMi{Rezeptoren mit CaUberladung
ausgelost. Als Folge daraus wird eine Kaskade ymzischen Proteasen (den Caspasen)
stimuliert, wobei die Caspase 3 eine zentrale RallEorm einer Effektorcaspase spielt, da
sie eine Fragmentierung der DNA einleitet und sami Zelltod fuhrt. (Dirnagl et al. 1999,
Mattson et al. 2000).

1.2 Zytokine

Die Zytokine (Tumornekrosefaktoren, Interleukineterferone und Chemokine) gehdren zu
den Entzindungsmediatoren. Es handelt sich um iReptdie von Immunzellen, aber auch
von anderen Zellen produziert werden. Durch diesgemstoffe, die stimulierend oder

hemmend auf das Immunsystem wirken, verstandigdrkaardinieren sich die Immunzellen



und steuern so die Abwehrreaktionen. TWFH.-1 und IL-6 z&hlen zu den wichtigsten
entzindungsférdernden Zytokinen. lhre Konzentratst@igt nach einer Verletzung oder
Infektion des Gehirns an (Rothwell et al. 1997)vorherigen Studien wurde gezeigt, dass
nach einer Ischamie die gesteigerte Expressioredi@gokine eine entscheidende Rolle im

Ausmal} der post-ischamischen Gehirnschaden sBigtirfi et al. 1994).

1.2.1 Tumor Nekrose Faktor- o (TNF-a)

TNF-o gehort zu den multifunktionalen Zytokinen. Die éu&tion von TNFe findet im
Zentralen Nervensystem (ZNS) statt, als Folge eiméektion, Gehirnverletzung oder
Ischamie (Feuerstein et al. 1994). Zum gré3ten T@idd TNF-« im Gehirn durch
Makrophagen gebildet und freigesetzt, aber teileveisrd es auch aus Lymphozyten,
Endothelzellen und Neuronen sezerniert. Lipopolgisadde und Interleukine flihren
ebenfalls zur erh6hten Expression von TiNF-

TNF-o aktiviert zwei spezifische Rezeptoren: p55 den IREzeptor-1 (TNF-R1) und p75
den TNF-Rezeptor-2 (TNF-R2). Der groldte Teil derFFAktivitat wird jedoch Uber p55
Ubermittelt. Beide Rezeptoren aktivieren den nulded ranskriptionsfaktor NkB, wodurch
es zur Zellaktivierung, Zelldifferenzierung, Zytakroduktion und Hemmung des
programmierten Zelltodes kommt.

Durch die Bindung von TNl an seine Rezeptoren werden die Proteinkinase €, di
Tyrosinkinase, die mitogen-aktivierte Proteinkinasdie Phospholipase A2 und die
phosphatdylcholine-spezifische Phospholipase Cviekti Es folgt die intrazellulare
Aktivierung von weiteren TranskriptionsfaktorengmiF«B. Daraufhin wandert NikB vom
Zytoplasma zum Zellkern, wo es den Promoter dereGaénAdhéasionsmolekile und anderer
Zytokine aktiviert.

TNF-a kann sowohl die Zelldifferenzierung, die Zellpfetation und die Freisetzung anderer
Zytokine, wie z. B. IL-1 und IL-6 auslosen. Es bekwidie Expression von Adhasions-
molekilen in EC, wodurch die neutrophilen Granutemyzur Migration angeregt werden und
im Gewebe akkumuliererAuRerdem ist es an der Aktivierung von Gliazellestedigt
(Feuerstein et al. 1994, Liu et al. 1994).

Die Erhéhung von TNFe wurde in zerebralen Ischdmien durch einen gesteigeSpiegel
von TNFa -mRNA im Parenchym nachgewiesen.

Die Konzentration von TNie-mRNA steigt sehr schnell nach einer Ischamie aho8 nach

einer Stunde ist die erhohte TNFMRNA-Expression in Rattengehirnen nachweisbar. Das



Maximum ist nach etwa 6 - 12 h erreicht und debktd TNFe-mRNA-Spiegel bleibt noch
zwei bis funf Tage nach einer permanenten bzw. reaclr temporaren (Liu et al. 1994,
Wang et al. 1994) Okklusiatter Arteria cerebri media (MCAO) erhdht.

1.2.2 Interleukin-1 (IL-1)

IL-1 lasst sich in zwei Isoformemundf unterteilen, welche mit ihrem kompetetiven
Rezeptorantagonisten IL-1ra die IL-1 Familie bild&othwell et al. 1997). IL-1ra bindet an
der Zelloberflache an den gleichen Rezeptoren igé ind hemmt den Rezeptor, wodurch
die Wirkung von IL-1 unterdrickt wird.

Die Bildung von IL-1 findet v.a. in Makrophagen bzMonozyten, Lymphozyten aber auch
in EC statt. In EC fuhrt IL-13 zur Expression vodhasionsmolekilen. Dadurch kénnen die
Leukozyten dann in das geschadigte Gewebe migrieren

IL-1 interagiert mit zwei Rezeptoren, IL-1R1 und-1R2. Jedoch nur IL-1R1 ist an der
Signaltransduktion beteiligt. Die Bindung von ILah IL-1R1 bewirkt eine inflammatorische
Antwort. Durch IL-1R1 wird intrazellular eine kongde Signalkaskade eingeleitet, wodurch
NF-xB aktiviert wird. Der Rezeptor verbindet sich miend Interleukin-1-Rezeptor-
akzessorischen Protein (IL-1RAcP) und dem Myd8&dtmound aktiviert dadurch die IL-1-
Rezeptor-assoziierte Kinase 1 und 2, die Uber d¢fi-Rezeptor-assoziierten Faktor und die
NF-xB induzierende Kinase verschiedene andere Kinakéwieat. Die mitogenaktivierte
Proteinkinase und die c-Jun N-terminale Kinase terstiitzen die durch IL-1 vermittelte
Signaltransduktion (Rothwell und Luheshi 2000).1R1 wird zentral in Mikroglia, aber auch
von Gliazellen und EC exprimiert. Durch das Inalktten IL-1R1 senkt sich das Ausmal? der
post-ischamischen Gehirnschaden und der neurolwgisbefizite. Die Bindung an IL-1R2
l6st keine Signaltransduktionskaskade aus (Rothetell. 1999).

Im zentralen Nervensystem ist die Wirkung von llrdch nicht vollstandig geklart und
scheint im gesunden Gehirn nur eine untergeordRetle zu spielen. Jedoch bei den
pathologischen Vorgangen im Gehirn wird es vermexygrimiert und ist an vaskularen
Schéaden, lokalen Odemen, der Aktivierung der Glid der Produktion von NO und freien
Radikalen beteiligt. AuRerdem bewirkt es die Inthuk von COX-2, der Phospholipase A2,
den Wachstumsfaktoren und den Adhasionsmolekiiteypothalamus (dem Hauptwirkort
von IL-1) induziert es Fieber und die Expressios @erticotropin-Releasing-Faktor (CRF).
Dadurch hat IL-1 Einfluss auf die ACTH- und Glucdomid-Freisetzung und den Regelkreis
zwischen Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniereth{ill et al. 1999).



IL-1 wirkt nicht allein neurotoxisch. Es wirkt jedb verstdrkend auf neurodegenerative
Prozesse. Das zeigt sich anhand des erhdhten lhgkf#ots im ischdmischen Gehirn. Nach
einer traumatisch bedingten Verletzung des Gehitter nach einer zerebralen Ischamie
erhoht sich die IL-13-mRNA-Konzentration innerhatin 15-30 min und 2 - 3 h spater ist
der Proteingehalt auch erh6ht (Buttini et al. 1994)

1.2.3 Interleukin-6

Dieses Interleukin wird vor allem von T-Zellen ukthkrophagen sezerniert. Fir IL-6 gibt es
zwei Rezeptortypen. Der membranstandige IL-6-Rezdmptfindet sich z.B. auf Leukozyten
und leitet seine Signale mit einem rezeptorasstvenesignaltransduzierenden Glykoprotein
weiter. Der andere IL-6-Rezeptor ist ein 16slicfier6R) und bildet mit IL-6 einen Komplex,
der an das Glykoprotein (gpl130) der Zellmembrandéinund es aktiviert (IL-6-trans-
signalling).

Durch Bindung von IL-6 an seinen Rezeptor kommuis Aktivierung des Glykoproteins
und die Januskinase (JAK). Daraufhin wird eine Bhosylierung des Signal Transducer and
Activator of Transcription (STAT) bewirkt, wodurctiie JAK-STAT-Signalwege und die
MAP-Kinase-Wege aktiviert werden, welche dann ztangkription bestimmter Zielgene in
dem Zellkern fuhren. Der JAK-STAT-Signalweg ist 8ignalibertragungsmechanismus, der
zur Regulation der Zellentwicklung, Wachstumskolfgraind Homoostase beitragt und der
entscheidend fir die Neuroprotektion und die Sahity der Neurone ist (Yamashita et al.
2005, Satriotomo et al. 2006).

IL-6 reguliert die Immunantwort nach akuter undartischer Entzindung. Bei Patienten mit
akuter zerebraler Ischamie steigt die IL-6-Konzaimin im peripheren Blut (Kim et al. 1996).
Dieses Interleukin fUhrt u. a. zur Verschlimmerumguronaler Schaden und induziert den
neuronalen Zelltod. Eine stark erhohte Konzentration IL-6 in der Cerebrospinalflissigkeit
und im Plasma korreliert mit einem grof3eren Infarkél und einem schlechteren klinischen
Ausgang (Beamer et al. 1995). IL-6 kann auch anflaimmatorisch wirken, denn durch die
Unterdrickung der IL-1- und TNe&-Bildung hat IL-6 Uber negative Ruckkopplungs-
mechanismen anti-inflammatorische Auswirkungen. Esdert die Entstehung der

zirkulierenden Antagonisten von IL-1 und TNE-



1.3 Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gam  ma (PPAR-y)

Dieser Zellkern-Rezeptor gehort zur Superfamilierdelearen Hormonrezeptorend ist an
der Regulation der Genexpression beteiligt, diedigm Fett- und Kohlenhydrat-stoffwechsel
von Bedeutung sind. Von PPAR sind 3 Subtypen (PBRARPAR$ und PPARy) bekannt.
Es gibt im menschlichen Organismus drei Isoformem PPARy (PPARy 1, 2 und 3). Am
haufigsten findet man PPAR-L vor. Das Fettgewebe macht mit einer hbheren Raite
PPARy 2 eine Ausnahme und PPARS3 ist ausschliellich im Kolonepithel und im
Fettgewebe vorhanden.

PPAR«y liegt in einer Heterodimerform vor, welche sich aweei nukledren Faktoren dem
PPARy und dem Retinoid X Rezeptor (RXR) zusammensetzt fim weitere Signal-

transduktionen sorgt.

1.3.1 Neuroprotektive Wirkung von PPAR- vy

PPARy lasst sich im ZNS in Neuronen, Mirkroglia, Astréery und den versorgenden
BlutgefaRen nachweisen. Es besteht aus einer DNA+talen Ligandenbindungsdomane,
einer C-terminalen Ligandenbindungsdoméne, einen@w fir den Ko-faktor und einer N-
terminalen Domane. Die C-terminale Domaéne ist figr dgandenspezifitat verantwortlich
und die N- terminale Doméane fur die Aktivitat voRAR-y. Durch die Bindung der Liganden
kommt es zur Aktivierung und Konformationsdnderungder Ko-Aktivatordoméne des
Rezeptors, wodurch es zur Dissoziation von inhitsthhen Proteinen (Ko-Repressoren)
kommt. Daraufhin wandert der Rezeptor aus dem Byiosden Zellkern. Im Zellkern bindet
der PPARy an das PPAR-response element (PPRE), eine bestimmte Bindwiigsster
DNA, wodurch die Transkription reguliert wird.

PPARy stimuliert die Differenzierung von Adipozyten uibkrophagen und greift in den
Fettstoffwechsel ein (Desvergne und Wahli 1999). vtsde gezeigt, dass die PPAR-
protektive Effekte auf die GefalBwénde haben und Emstehung von Arteriosklerose
verringern. In den Monozyten wird die Bildung prdlammatorischer Zytokine gesenkt und
die Proliferation und Migration der glatten Gefalskeizellen wird verhindert.

Besonders interessant ist die Wirkung des Rezepwrpathologischen Veranderungen des
Gehirns im Zusammenhang mit akuten und chronisceenodegenerativen Prozessen sowie
Schlaganféllen. Die PPARExpression im Gehirn ist nach fokaler zerebralchéimie



erhoht. Die héchste Konzentration wird 24 h naaim d&ch&mischen Insult erreicht. Es wurde
bereits gezeigt, dass die Aktivierung von PPARine signifikante Verminderung des
Schlaganfallvolumens und eine Verbesserung derotmischen Schaden bewirkt (Zhao et
al. 2005, Zhao et al. 2006, Lin et al. 2006, Oale2006, Patzer et al. 2008).

Bei Aktivierung von PPARrwird der oxidative Stress im ischamischen Bergmihiingert.
Hinzu kommt eine verminderte Produktion von COX#leine verringerte Aktivierung der
INOS (Zhao et al. 2006).

PPARy hat zusatzlich noch entziindungshemmende Funktideewermindert die Bildung
von inflammatorischen Zytokinen (wie TNF-, IL-6,-I83), von Adh&sionsmolekilen und der
Matrix-Metalloproteinase-9. Durch die Hemmung dentZtindungsfaktoren und die
Unterdrickung von oxidativem Stress verringert d@PARy die neuronalen post-

ischamischen Defekte.

1.3.2 Liganden von PPAR- y

An den PPARy binden sowohl natirliche als auch synthetisch éstadite Liganden. Zu den
natiirlichen Liganden von PPARgehdren zum Beispiel Eicosanoide (wie 15-dest}y:t
Prostaglandin 2J(15-d-PGJ)), oxidierte Linolsaureprodukte und Fettsaurene(Wrachidon-
saure). Synthetische Liganden sind die Thiazoldimee (TZD) so genannte Insulin-
sensitizer und die nichtsteroidalen AntirheumatildSARsS) (wie z.B. Indomethacin,

Ibuprofen und Naproxen).

1.3.3 Pioglitazon

Pioglitazon gehort wie Rosiglitazon zu den Inswdmstizern (Glitazonen) und somit zur
Wirkstoffgruppe der Thiazolidinedione, die ihr eigieches klinisches Einsatzgebiet in der
Diabetes mellitus Typ 2 -Behandlung haben, vornalie einer Kombinationstherapie mit

Metformin oder Sulfonylharnstoffen.
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1.3.4 Wirkungsweise der Thiazolidinedione

Die Thiazolidinedione aktivieren die PPARIM Zellkern. Durch seine Stimulierung steigt
die Sensitivitat der Zellen von Leber, MuskulatuduFettgewebe flr Insulin, wodurch das
korpereigene Insulin wieder in der Lage ist erh@itézuckerspiegel zu senken.

Der Blutzuckerspiegel sinkt sowohl in nichternenstdnd als auch nach den Mabhlzeiten.
Auch die nluchtern und postprandial gemessenen Blasaolinkonzentrationen fallen unter
TZD-Einnahme ab sowie der LangzeitblutzuckerwertAlifa Pioglitazon fuhrt zu einer
besseren Wirkung des korpereigenen Insulins soesezdgefihrten Insulins.

AulRerdem verhindern die TZD die Expression von Gilenen und pro-inflammatorischen
Zytokinen in menschlichen T-Zellen, die Ausscheglwon matrixdegradierenden Enzymen
in Makrophagen, die Aktivierung von Monozyten, €{&n und Leukozyten in den Gefal3-
wanden.

Die TZD wirken deshalb entziindungshemmend und ahg&rogen, indem sie nach der
Bindung an den PPAR-die Gentranskription verhindern (z.B. bei der mEgsions-
Unterdrickung von TNF). Aul3erdem werden die Expression von Adhasionskitde und
die Adhéasion von Monozyten an aktivierten EC umigécht. Zum Teil werden die anti-
phlogistischen Wirkungen Uber den PPARVeg zur Deaktivierung von NEB nur den
synthetisch hergestellten Agonisten unterstellis{i2egne und Wahli 1999).

Alle diese Daten erregen den Anschein, dass diandgn von PPAR-eine grof3e Bedeutung
in der Pathophysiologie des ischdmischen Schlatbesfdnaben kénnen und dass die
Aktivierung von PPARy-Rezeptoren sich vorteilhaft wahrend und nach eisamiaganfall

auswirkt.
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass &ystemische oder zentrale, d. h.
intrazerebroventrikulare (icv) Vorbehandlung mit ARRy-Agonisten neuroprotektive
Wirkungen bei der experimentellen fokalen Ischarbmim Tier aufweisen. Einer der
Mechanismen der neuroprotektiven Wirkungen istUiterdrickung der post-ischamischen
Inflammation im Gewebe am Rande des ischamischemsKein der Penumbra. Die
Uberladung der geschadigten Neurone mit Calzium revith der peri-infarktaren
Depolarisation fuhrt zur Exzitotoxizitat und dieeilien Sauerstoffradikale aktivieren die pro-
inflammatorischen Gene in geschadigten NeuronemN&urone und die aktivierte Mikroglia
produzieren pro-inflammatorische Zytokine, welcleeder Auslosung und Aufrechterhaltung
der post-ischamischen Inflammation und der nackfulgn Apoptose eine entscheidende
Rolle spielen. Zu den wichtigsten pro-inflammatonisn Zytokinen gehéren TNik-IL-113
und IL-6. Die erhdhte Expression dieser Zytokineischamischen Hirngewebe bewirkt die
Transkription und die Expression zahlreicher inflaatorischer Mediatoren und
neurotoxischer Stoffe, welche fur den fortschreian Schaden und den neuronalen Zelltod
verantwortlich sind. Eine veranderte Expressionsealie Zytokine unter der PPAR-
Aktivierung kann zu den neuroprotektiven EffektemnviPioglitazon beitragen. Ziel dieser
Studie war es, die Bedeutung von zentralen PRARzeptoren fur die Expression von TNF-
a, IL-1 und IL-6 im ischamischen neuronalen Gewelaeh einer fokalen zerebralen
Ischdmie zu untersuchen.

Um eine effektive Stimulation der zentralen PPARezeptoren zu erzielen, wurde bei
normotensiven Wistar Ratten mittels osmotischeripdimpen finf Tage lang der selektive
PPARy-Agonist Pioglitazon icv (3 nmol/h) infundiert. Di&ontrollgruppe wurde mit
Vehikel behandelt. Zur Induktion der temporarenalek zerebralen Ischdmie wurde die
rechte Arteria cerebri media (Acm) der Tiere velssben und nach 90 min wieder eréffnet.
Der neurologische Status wurde an zwei aufeinafolgenden Tagen ermittelt, um eine
zeitliche Entwicklung wahrend der akuten Phase rieh ischamischen Insult zu erfassen.
Der ischdmische frontoparietale Kortex am Randeistdsgimischen Kerns wurde 24 h bzw.
48 h nach der Induktion der Ischdmie enthommermlidsem Gewebe wurde die Expression
von TNF, IL-18 und IL-6 mittels der Western-Blot-Analyseantifiziert. Die Anzahl und
der Typ der Zellen, welche diese Zytokine exprimmer wurden mittels der
immunhistochemischen Untersuchungen und der Immaordszenzfarbungen an Gehirn-

schnitten bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Ansetzen von Losungen

4% Chloralhydrat-L6sung (400 ma/kq): 4 g Chloralhydrat wurden in 100 ml destilliertem $§ar

gelost.
Phosphatpuffer (PB) pH 7,4:11,5 g NaHPQO, * H,0, 2 g KHPO, und 2 g KCI wurden in 800 ml

destilliertem Wasser geldst, dann der pH-Wert adf éingestellt und schlie3lich mit destilliertem

Wasser auf 1000 ml aufgefiillt.
10 x PBS Kochsalzlésung gepuffert mit Phosphat (PB®H 7.4: 80 g NaCl, 11,5 g N&lPQ,, 2 g
KH,PO,und 2 g KCI wurden in 800 ml destilliertem Wasselogt, dann der pH-Wert mit NaOH und

HCI auf 7,4 eingestellt und mit destilliertem Wasaaf 1000 ml aufgeflillt. Als Arbeitslésung wurde

eine 1:10 Verdinnung der Losung verwendet (1 x PBS)
PBST: Zu 100 ml 10 x PBS wurden 3 ml Triton X-100 higetiigt und auf 1 | destilliertes Wasser
aufgefullt.

30 %-ige Glucose-L6sung150 g Glucose wurden in 300 ml PBS geldst (1 x,7p4, dann wurde

das Volumen mit destilliertem Wasser auf 500 mbath
4 % Paraformaldehyd-Ldsung: 40 g Paraformaldehyd wurden bei 60° C in 900 mBRI6st und

dann wurde das Volumen auf 1000 ml mit destillieri&asser eingestellt.

denaturierender Lysepuffer (DLB): 2 ml destilliertes Wasser wurden mit 2 ml DLB, m@0 yl

Complete Inhibitor (Roche, Mannheim), mit 40 Phosphatase Inhibitor Cocktail Il (Sigma-Aldrich,
Miinchen) und mit &l Nonident vermischt.

BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA): Der Albumin Standamdt einer Albumin-
Konzentration von 2 mg/ml in NaCl wurde mit desitem Wasser verdinnt, so dass
Standardlésungen der Konzentration 0, 25, 50, BB, 500 und 1000 pg/ml entstanden. Die

Reaktionslésung wurde aus Lésung A und Loésung BVierhaltnis 50:1 kurz vor dem Gebrauch
hergestellt.

4 x Trenngelpuffer: 150 ml 2 M Trishydroxymethylaminomethan mit eingrH-Wert von 8,8
(36,349 Tris in 150 ml destilliertem Wasser), 8aimer 10 %-igen SDS-LOsung (10 g SDS in 100 ml

destilliertem Wasser) und 42 ml bidestilliertes W&asvurden dafiir zusammengefligt und vermischt.

4 x Sammelgelpuffer:Verwendet wurden 100 ml 1M Tris mit einem pH-Werh 6,8 (12,1 g Tris in

100 ml destilliertem Wasser), 8 ml einer 10 %-igd»S-Losung und 92 ml bidestilliertes Wasser.
10 x Elektrophoresepuffer: 30 g Tris, 144 g Glycin und 100 ml einer 10 %-ige8DS-L6sung

wurden bis zu einem Liter mit bidestilliertem Wasaafgefullt (pH ~ 8,3). Als Arbeitsldsung wurde

eine 1:10 Verdiinnung der Losung hergestellt.
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung: Verwendet wurden die 40 %-ige Acrylamid-Bisacryldshosung
(39:1) der Firma Bio Rad Laboratories (Minchen).
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5 x Probenpuffer: 0,6 ml 1M Tris (mit einem pH-Wert von 6,8), 5 mher 50 %-igen Glycerol-

l[6sung (50 ml Glycerol plus 50 ml destilliertes Weig, 2 ml einer 10 %-igen SDS-L6sung, 0,5 ml 3-
Mercaptoethanol und 1 ml einer 1 %-igen BrompheaoHh.6sung wurden miteinander vermischt.

Trenngel (12 % fur 1,5 mm Plattenabstand):3,0 ml der Acrylamidldsung, 4,5 ml destilliertes

Wasser und 2,5 ml des 4 x Trenngelpuffers wurdemigght. Zur Einleitung der Polymerisation
wurden 10 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED) unid &atalysator 100 pl einer 10 %-igen
Ammoniumperoxodisulfatiésung (APS) zugesetzt.

Sammelgel (12 % fur 1,5 mm_Plattenabstand)0,5 ml Acrylamid-Lésung, 2,47 ml destilliertes

Wasser und 1 ml 4 x Sammelgelpuffer wurden gemigddim Sammelgel wurden 5 pul TEMED und
30 ul der APS-L6sung zugesetzt.

Markerldsung: Als Proteinmolekulargewichtsmarker wurde ein Braitd-Proteinmarker (2-212
kDa) der Firma New England Bio Labs (Frankfurt a) Merwendet.

Proteinleiter: Zur Markierung des Proteingewichts auf dem Filnrdeuein biotinilierter Proteinleiter
(Cell Signal, Frankfurt a. M.) verwendet.

12% SDS-PAGE Seperating Gelfur 1 Gel wurden 2 ml 30 %-iges Acrylamid, 1,75dwaktilliertes
Wasser, 1,25 ml Puffer, 50 pl von 10 %-igem APS Sipd TEMED bendétigt.

10 x Transferpuffer: 5,82 g Tris, 2,93 g Glycin und 0,375 g SDS wurtleneinem pH-Wert von 9
bis 9,4 mit 250 ml Methanol destilliertem Wasseif H aufgefillt.

10 x TBS (Tris-gepufferte Salzldsung)60,57 g Tris und 43,83 g NaCl wurden in 500 ml ¥éas
gelost (pH-Wert = 7,5).

1 x TTBS (= TBS mit Tween):900 ml Wasser, 100 ml 10 x TBS und 1 ml TweenQall§iochem,

Darmstadt) wurden zusammengeflgt.

Blocklosung (= 4 %-ige fettfreie Milchpulverldsung) 4 g Magermilchpulver wurden in 100 ml
TTBS gelost.
ECL-Substratlésung: ECL Plus Western Blotting Detection System (AmarshBio-sciences, GE

Healthcare, Little Chalfont Buckinghamshire, UKYdung A und B wurden kurz vor dem Gebrauch
im Verhaltnis 25:1 gemischt.

Stripping-Lésung: 7,57 g Tris wurden in 600 ml destilliertem Wasgeltst (pH = 6,7) und mit 20 g

SDS sowie 14,3 ml 3 —Mercaptoethanol vermischt.digung wurde mit destilliertem Wasser auf 1l
aufgefullt.

ABC-Lo6sung: Vectastain Elite ABC Reagenz der Firma Vector lrabmries (Wiesbaden): Zwei
Tropfen vom Reagenz A wurden zu 5 ml PBST hinzugiefDanach wurden zwei Tropfen von dem
Reagenz B hinzugegeben und dann 30 min stehersgelas

DAB-LGsung: Kit D 4418 der Firma Sigma (Steinheim): Eine I3B&minobenzidine-Tetrahydro-
chlorid-Tablette (10 mg DAB) und eine Tablette Wastoffperoxid wurden in 15 ml destilliertem
Wasser gelost. Die Losung wurde kurz vor Gebrauttemitet und im Dunklen aufbewabhrt.

3 %-iges Bovines Serum Albumin (BSA)3 g BSA-Pulver wurden in 100 ml PBST gel6st.




14

2.2 Tiere

Fur die Versuche wurden mannliche Wistar-Rattenaf@ls River, Sulzfeld /Deutschland)
mit einem Gewicht von etwa 220 bis 250 g bei kdhéxen Bedingungen beziglich der
Temperatur (25° C), der Luftfeuchtigkeit (60%) udds Tag-Nacht-Rhythmus (12/12 h)
gehalten. Zum Wasser und zur Nahrung hatten dieR&eien Zugang. Fir alle Operationen
wurden die Tiere mit einer intraperitonealen Inj@ktvon 4 %-igem Chloralhydrat (400

mg/kg Korpergewicht; Merck, Darmstadt) narkotisier

2.3 Operationstechniken

2.3.1 Implantation osmotischer Minipumpen

Die osmotischen Minipumpen (ALZET Typ 2002: Charles River Laboratories, Sulzfeld)
zur icv Infusion wurden funf Tage vor Versuchsbegauf dem Ricken der Tiere implantiert.
Die Pumpen bestanden aus zwei Kompartimenten. Hitnyperosmolarer Losung gefllltes
Kompartiment zog durch eine semipermeable Membrazssé&t aus dem umliegenden
Gewebe an. Durch den entstanden Druck wurdguOl®sung pro Stunde aus dem zweiten
Kompartiment Uber eine Kanule in den linken latemalVentrikel der Versuchstiere
kontinuierlich Gber 14 Tage infundiert. Diese Minippen wurden luftblasenfrei mit Vehikel
(50 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in physiologischer Blwsalzlosung) oder Pioglitazon
(Cayman, Ann Arbor, Mi, USA) aufgefillt. Um einenstante FlieRrate aufzubauen, wurden
die osmotischen Pumpen im Inkubator fur 24 h bei@ steriler Kochsalzlésung inkubiert.
Zur Implantation der Pumpe wurde ein Polyethyleh&tdr (PP-60) mit einer rechtwinkligen
Metallkanlle (GrolRe: 21-Gauge) versehen und in ldewen Ventrikel der Rattengehirne
eingebracht. Die anasthesierte Ratte wurde daféimem stereotaktischen Gerat (David Kopf
Instruments, Tujunga, USA) fixiert und es wurde e kaudal und 1,3 mm lateral (links)
vom Bregma (Kreuzungspunkt der Sutura sagitalis deit Sutura coronaris) ein Loch
gebohrt, in welches dann der kurze Arm der Metallika eingefihrt wurde. Die Lange des
kurzen Armes entsprach mit 5 mm dem Abstand zwisdee aul3eren Schéadeloberflache und
dem Seitenventrikel. Um das Ganze zu fixieren, wurdmnt’ (zahnmedizinischer Zement)
und eine in die Kalotte gedrehte Schraube verwermetPumpe wurde in einer zuvor unter
der Haut praparierten Tasche auf dem Riicken dee Raplantiert.
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2.3.2 Implantation des Femoralkatheters fur Blutent  nahmen

Zwei Tage vor dem Verschluss der Acm wurde ein €bllenkatheter (PP-50) mit
Kochsalz-Heparin-Losung geflllt. Dieser wurde ie di. femoralis eingefihrt. Das andere
Ende des Katheters wurde durch einen Tunnel urgerHaut von der Leiste bis hin zum
Nacken des Tieres durchgezogen. Im Nacken wurde Kidgheter befestigt und das
herausschauende Ende zugeschweil3t.

2.3.3 Messung der Hirndurchblutung

Zur Kontrolle des Verschlusses der Acm wurde dgarale zerebrale Durchblutung (rCBF)
in beiden Hemisphéren gemessen (Periflux Syster@)5Qhter Narkose wurde der Kopf der
Ratte in einem stereotaktischen Gerat fixiert (Dakopf Instruments) und ein etwa 1mm
groRes Loch (5,0 mm lateral der Mittellinie und Iyn kaudal vom Bregma entfernt)
gebohrt. Dort wurde eine Plastikhiilse platziert mmid Trimm~ (PMMA) fixiert. Fur einen
besseren Halt wurde noch im hinteren linken Bereliet Schadels eine Schraube vorsichtig
eingedreht (rechtsseitiger Schlaganfall!).

Uber die Hilse wurde dann wahrend der Operatior_dser-Doppler-Fluss-Detektor (LDF-
Detektor) vorsichtig bis an die intakte Dura mdterangeschoben. Der rCBF wurde nach der
Narkose, zu Beginn des Schlaganfalls, 30 und 90maain Schlaganfallbeginn sowie 30 min

nach Entfernung des Fadens gemessen.

2.3.4 Ablauf der fokalen zerebralen Ischdmie mit Re  perfusion

Nach der Anasthesie der Tiere wurde die rechteriarigarotis communis (Acc) unter dem
Operationsmikroskop von den umgebenden Gewebegtarkfreiprapariert und die Arteria
carotis externa (Ace) isoliert und ligiert. Daramnftwurde auch die Arteria carotis interna
(Aci) proximal bis zum Canalis carotis an der SahBdsis isoliert und nach einer kleinen
Inzision konnte ein speziell praparierter Fadenchkudie Acc vorsichtig in die Aci

vorgeschoben werden, bis ein Widerstand splrbardevufetwa 17 mm von der
Karotisbifurkation entfernt). Dieser Faden (4/06 Metrik, Monofilament, Ethilon, Ethicon

GmbH & Co. KG, Deutschland) wurde zuvor an dematiést Ende (5 mm) mit einer



16

Silikonschicht (Provil, Bayer AG, Deutschland) tmgen, um den Durchmesser des Fadens
auf 0,25 mm zu erhdhen. Dabei wurde darauf geaaidss der Faden soweit vorgeschoben
wurde bis der ipsilaterale Blutfluss auf mindest@b% des Ausgangswertes oder weniger
gesunken war. Tiere ohne den gewtinschten AbfalBlgflusses wurden nicht ins Protokoll
aufgenommen. Fur 90 min wurde der Faden mittelsrdirgatur zum Verschluss der Acm in
dieser Position fixiert. Danach wurde der Faderabggezogen. Die Temperatur der Ratte
wurde wahrend der Operation mit Hilfe einer HeiZzaebei 37,0 °C gehalten.

Eine Gruppe der Tiere wurde sham-operiert. Es wuatd® keine zerebrale Ischamie
induziert, sondern lediglich eine Placebo-Operatiurchgeflihrt. Diese Tiere wurden
narkotisiert und die Arterie dargestellt. Nach 9thwurde die zugefihrte Wunde wieder

zugenaht.

2.4 Quantifizierung des neurologischen Defizits

Diese Auswertung fand blind statt, d.h. sie wurde einem Mitarbeiter durchgefthrt, der
Uber die jeweilige Behandlung des Tieres nicht rmiert war. Es wurde folgende

Untersuchungsmethode angewendet.

Skala nach Garcia et al. (1995)

Diese Untersuchungsmethode bestand aus sechs rfastea:
1. Spontane Aktivitat

Der Kéafig mit der Ratte wurde in einen ruhigen Ragestellt und man wartete bis sich die

Ratte akklimatisiert hatte. Dann entfernte man Dewckel des Kafigs und beobachtete die

Ratte 5 min lang. Hierbei war es wichtig auf dietiditat der Ratte und ihre Bertihrungen mit

den Kafigwéanden zu achten (v. a. wie viele Wéands Kéfigs sie dabei berthrte). Die

spontane Aktivitat wurde in vier Stufen eingeteilt.

Stufe 0: Die Ratte bewegte sich gar nicht. Sidusth den Schlaganfall sehr stark
beeintrachtigt gewesen.

Stufe 1: Die Ratte bewegte sich kaum, da sie $teeintrachtigt war.

Stufe 2: Die Ratte bewegte sich, aber nahertersddtt allen Seiten des Kafigs.

Stufe 3: Die Ratte bewegte sich und erkundete déimgebung, wobei sie mindestens drei

Waéande berihrte.
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2. Symmetrie bei Bewegung aller vier Gliedmalen

Fur diesen Test wurde die Ratte an ihrem SchwardieirLuft gehoben. Dabei betrachtete
man die Bewegungen ihrer Gliedmalfien. Es gab wiade6tufen.
Stufe 0: Die linken Gliedmal3en zeigten keinerlewBgungen.
Stufe 1: Die linken Gliedmal3en bewegten sich numimmal.
Stufe 2: Die linken Gliedmal3en bewegten sich waroger langsamer als die auf
der rechten Seite.

Stufe 3: Es bestand eine Symmetrie bei der Beweglegvier Gliedmalden.

3. Ausstrecken der Vorderpfoten

Das Tier wurde nun wieder am Schwanz hochgehobisnial betrachtete man jedoch, wie

es auf seinen Vorderpfoten gehen konnte und wiarstnisch es diese ausstreckte. Eingeteilt

wurde dieses Verfahren wieder in vier Stufen.

Stufe 0: Die Ratte konnte die linke Vorderpfotehniausstrecken.

Stufe 1: Die Ratte konnte die linke Vorderpfote minimal ausstrecken.

Stufe 2: Die linke Seite wurde weniger ausgestratsktlie rechte Seite, wodurch ein
ungleiches Gangbild entstand.

Stufe 3: Die Ratte konnte beide Vorderpfoten gleiéRig ausstrecken und normal gehen.

4. Klettern
Bei diesem Versuch wurde die Ratte auf das Gites Hafigs gesetzt. Folgende drei
Abstufungen wurden gemacht.
Stufe 1: Die Ratte konnte nicht klettern oder sevegte sich im Kreis.
Stufe 2: Sie kletterte vorwiegend mit den rechtéiedtnal3en, da die linken Pfoten nicht
so gut greifen konnten. Das Klettear erschwert.

Stufe 3: Fir die Ratte war das Klettern am Gittebfemlos madglich.

5. Propriozeption des Korpers

Die Ratte wurde mit einem Holzstabchen auf derdimiSeite des Korpers berihrt und die
Reaktionen wurden mit denen an der rechten Koérperserglichen. Es gab wieder drei
Unterteilungen.

Stufe 1: Die Ratte reagierte Uberhaupt nicht anfSk&mulus.

Stufe 2: Sie reagierte auf der linken Seite sche&ahd verzogert.

Stufe 3: Es kam beidseits zu der gleichen Reaki@nhrer Bertihrung.
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6. Reaktion bei Beriihrung der Vibrissae

Diesmal wurden die Vibrissae rechts- und linksgetit dem Holzstéabchen berthrt. Hierbei
war es wichtig, dass sich das Stabchen von hintdrente, da die Ratte sonst auf den
optischen Reiz reagierte. Dieser Test unterschied3tufen.

Stufe 1: Auf der linken Korperseite kam es zu kelReaktion.

Stufe 2: Der Reiz fuhrte zu einer schwécheren uedamgsamten Kopfdrehung und
Bewegung auf der linken Seite.

Stufe 3: Auf beiden Seiten wurde aufgrund des Stimwdie gleiche Bewegung des Kopfes

ausgelost.

Addiert man nun die einzelnen Punkte, die den ¥esenen Stufen der sechs Tests
entsprechen, erhalt man den Grad des neurologidebierits. Das bedeutet, dass je niedriger
die Punktzahl (Minimum 3 - 5 Punkte) ist, umso @bRist die neurologische

Beeintrachtigung und je hoher die Punktzahl (MaximlB8 Punkte) ist, umso besser ist der

neurologische Zustand der Ratte.

2.5 Histologische und immunhistochemische Untersuch ungen

2.5.1 Bearbeitung der Rattengehirne

Die Tiere wurden 24 h bzw. 48 h nach dem Schladglanfa Chloralhydrat (400 mg/kg

Korpergewicht) tief narkotisiert und ihre Brustkérlsofort ertffnet. Das Herz wurde
freigelegt, das rechte Herzohr eingeschnitten umé &antle in den linken Ventrikel

eingefuhrt. Durch eine transkardiale Perfusionetskalter PBS und gefolgt von 4% -haltiger
Paraformaldehyd-Losung wurde das Tier perfundiemschlie3end wurden die Gehirne dem
Schadel entnommen und zur Fixation des Hirngewebds%-iger Paraformaldehyd-Losung
fur 24 h eingelagert. Vor dem Einfrieren wurde d&ewebe in 30 %-iger Glucose-LOsung
bei 4 °C fur drei bis vier Tage Flussigkeit entzoge

Die Gehirne wurden fir die Western-Blot-Analyse ehmine vorherige Perfusion
entnommen, um dann Gewebeproben aus dem ischamisBeeeich des rechten

frontoparietalen Kortex zu entfernen. Anschlieemcdurden die Proben bis zur

Weiterverarbeitung mittels fliissigen Stickstoffsgafroren (Abb.: 2.5).
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Abbildung 2.5 Die Abbildung zeigt den frontoparietalen Kortexsdpost-ischamischen
Gehirns, der zur Bestimmung der Zytokine mittelsté/a-Blots verwendet wurde. Dieser
Bereich wurde durch eine Schraffierung hervorgelnobe

2.5.2 Western-Blot-Analyse

2.5.2.1 Proteinisolierung

Die Gewebestiicke der Rattengehirne wurden in fiessiStickstoff zermdérsert und mit 150
pl Denaturing Lysis Buffer (DLB) aufgefillt. Duratie 10-minitige Hitzedenaturierung (im
Heizblock bei 95 °C) kommt es dann zur Veranderung der Psiteiktur. Die Lysate

wurden daraufhin zweimal fur 5 s mit Ultraschalhbedelt und zentrifugiert (bei 16 000 rpm
fur 15 min bei 4 °C). Der daraus entstandene Ubrdstvurde zur Proteinbestimmung und

Immunoblotanalyse verwendet.

2.5.2.2 Messung des Proteingehalts

Die quantitative Proteinbestimmung wurde mit Hitfes Pierce BCA Protein Reagent Kits
(Pierce, Rockford, IL, USA) im Photometer bei 568 durchgefihrt. Das Proteinextrakt (3
pl) wurde in einem Eisbad mit 147 pl destilliert&éasser gelost und 50 pl dieser Losung
mit 1 ml BCA-Losung (Working Reagenz) vermischt 50 Die gesamten Proben wurden
bei 37 °C fur 30 min im Warmeblock inkubiert. Diadgultigen Proteinkonzentrationen der

zu messenden Zellextrakte wurden im Photometea¢HitU-2000 Spektrometer) bestimmt.
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2.5.2.3 Gelelektrophorese mit Natriumdodecylsulfa(SDS)

Um die Proteine mit Hilfe der Gelelektrophoresespréchend ihrer Molekulargewichte zu
trennen, wurde eine Tragermatrix, die SDS-Polyaonydl-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
mit dem Mini-Protean 3 System (Bio-Rad Laboratqrigkinchen) hergestellt. Nach dem
Zusammenbau der Gelgielfkammer wurde das Trenngelfagabe von TEMED und APS-
Lésung mit einer Pasteurpipette moglichst lufthidise zwischen die Glasplatten gegossen.
Vor der Polymerisation wurde ein Kamm in das Sangedetingelegt, um die Taschen fir die
spateren Proben zu formen. Das Gel brauchte 10 miB0bis es auspolymerisiert war.
Danach wurde das Trenngel mit dem Sammelgel tUbehgeh und das fertige Gel in eine
Elektrophoresekammer eingebracht, die zuvor miktEd@horesepuffer aufgefillt wurde. Der
Kamm wurde entfernt und die Probentaschen mit eKamtle gespult. Die berechneten
Puffermengen (DLB) und Proteinmenge ergeben zusaniieul. Dazu wurden noch 2 pl
loading buffer gegeben. Dann wurden noch Marker badder mit der passenden Menge
DLB sowie 2 pl loading buffer aufgefillt. Alle praperten Elektrophoreseproben wurden
dann fur 10 min bei 95 °C erhitzt, fir 5 min au gelagert und nochmal leicht zentrifugiert.
AnschlieRend wurden sie auf das SDS-Polyacrylanh@lgigetragen und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Zuerst wurden die Gele fir 5 min are épannung von 200 V angeschlossen

und danach fur 1,5 bis 2 h an 100 V angeschlossen.

2.5.2.4 Western-Blot

Fur die Protein-Bestimmung durch die Western-Blobse wurde der Elektroblotter
Transblot SD Cell (Bio Rad Laboratories, Mincheejywendet. Nach der Elektrophorese
wurden pro Blot zwei Whatman-Filterpapiere (Filgopger 10 X 7 cm: Bio Rad Laboratories,
Munchen) und eine PVDF-Blotmembran (10 x 7 cm: Irbilem™ P 1500, Porengro3e =
0,45 pm; Millipore, Schwalbach) benutzt. Die Membraurde fir 3 min in konzentriertem
Methanol aktiviert und dann in destilliertes Wasgelegt, bis sie sich abgesenkt hatte. Die
Membran und die Filter wurden dann in Transferpuéimgelegt und kurz gewaschen. Auf
den Elektroblotter wurden ein Filter und darauf Membran aufgebracht. Das Gel wurde
vom Sammelgel getrennt, in Transferpuffer gewasaleth auf die Membran gelegt. Die
letzte Schicht bildete der zweite Filter. Beim Blog wurde nun ein senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feldetews. Dadurch wanderten die Proteine in

diesem Fall bei konstanten 0,16 A flr 65 min aus d2 %-igen SDS-Gel auf die Membran
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und blieben an der Oberfliche der Membran haftem, dass das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten wurde. Bier und das Gel wurden dann von der
Membran entfernt und die Membran sowie ihre Bandemden markiert. Die folgenden
Wasch- und Inkubationsvorgdnge fanden auf eineniit8eh (CAT RM5 oder ST5, M.
Zipperer, Staufen) statt. Die Membran wurde fima@ in TTBS und fur 1 h in Blockpuffer
gewaschen und anschlielend bei 4 °C mit dem ewtsgmden in Blockpuffer gelosten
Antikorper einen Tag lang inkubiert. Nach dem Wascimit TTBS (1 x 15 und 2 x 5 min)
wurde die Membran mit dem korrespondierenden zwehtstikbrper und 1 pl Anti-Biotin-
konjugierten Antikdrper fur 1 h inkubiert. Die Memaim wurde dann wieder mit TTBS
gewaschen (1 x 15 und 4 x 5 min). Die Detektion Eesteinbanden fand dann in einer
Dunkelkammer statt. Durch eine Chemolumineszenn@swurden die Kodak-Filme
belichtet und entwickelt. Zu diesem Zweck wurde 8lembran mit den aufgetragenen
Proteinen nach oben auf eine feste Plastikfoliegjalind mit der ECL-LOsung bedeckt. Die
Uberschiussige Losung wurde nach 3 min abgekippt diadMembran mit einer zweiten
Plastikfolie abgedeckt. Die Membran wurde dann minem ECL-Film in eine
Rontgenkassette fur unterschiedliche ZeitrAumeb(d$ min) eingelegt und exponiert. Der
Film wurde anschlieRend mit dem AGFA Curix 60 R@migildentwickler entwickelt. Die
Banden der jeweiligen Transkriptionsfaktoren auh délmen wurden eingescannt und
anhand der Pixelintensitat des Blots mit Hilfe si@mputerprogramms zur Quantifizierung
(Quantity One Software, Bio-Rad Laboratories, Miemghanalysiert. Die Werte wurden im
Verhéltnis zu den Intensitaten der Banden fur [3Akinem ubiquitaren Zellmarker, gesetzt.

2.5.2.5 Stripping der Western-Blot-Membran

Nach der ersten Farbung konnten durch das Strigyesiner Strippinglésung, die fir 30 min
bei 50 °C einwirkte, die Komplexe der Priméar- urek@darantikérper entfernt werden und
die Membran fur weitere Priméarantikbrper empfarigligemacht werden. Nach dem
Entfernen der Losung wurden die Membranen fir 10 mit TTBS gewaschen und fur 30 -
60 min in Blockldésung inkubiert. Nun konnte die Maman erneut mit einem Primar-

antikorper inkubiert werden.
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2.5.3 Gehirnschnitte

Im Kryostaten (Leica CM3050 S) wurden bei -20 °Gdwale Schnitte vom Bregma + 3,7
mm bis hin zum Bregma - 6,7 mm fir die Bestimmumg dhfarktvolumens und fir die
immunhistochemischen (ihc) Untersuchungen gesemittFir die Immunfluoreszenz-
untersuchung wurden koronare Schnitte von 8 pm @iikregma - 1,3) angefertigt und
anschlie3end auf Gelantine beschichtete Objekitr@gigebracht. Die 40 pm dicken Schnitte
(Bregma = 0O; - 1,3; - 2,3) wurden fur die Immunbgdtemie in 24-Well-Platten mit 0,2 %-

iger Paraformaldehydlésung bis zur Verwendung & 4ufbewahrt.

2.5.4 Bestimmung des Infarktvolumens

Fur die Infarktvolumenbestimmung wurden die 40 pechriiite mit Kresylviolett gefarbt. Fur
die Kresylviolett-Farbung wurden die Gehirnschnigestmal fir 1 min in destilliertem
Wasser gewaschen, mit 96 %-igem Ethanol dehydsedtfir 15 min in Xylol entfarbt. Es
folgte die Inkubation fir 1 min in 96 %-igem Ethanomd 1 min in destilliertem Wasser mit
anschlieBender Farbung in 0,1 %-iger Kresylvidlétsung fur 15 min. Daraufhin wurden die
Schnitte mit destilliertem Wasser gewaschen una kot 1 %-iger Essigsaure in Ethanol
gespult. Das Infarktgebiet wurde mit Hilfe des laseitmage Analysis Systems (Leica
Mikrosystem) bestimmt. Die Schnitte wurden eingasta die Grenzen zwischen dem
ischamischen Kern und dem umliegenden Gewebe nngrkiie Infarktareale ausgemessen
und dann das Infarktvolumen aus dem Produkt dem$eiches Infarktareals und der Distanz
zwischen den einzelnen Schnitten bestimmt. ZushtzWwurden die ipsi- und die
kontralateralen Volumina beider Hemispharen bestimmd die Differenz zwischen den
beiden Zahlen wurde zur Berechnung des Odemvoluremsndet. Bei der Berechnung des
Infarktvolumens wurde das Ausmald des Hirnédemschsithtigt (Korrektur nach Swanson
et al. 1990).
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2.5.5 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen basierédem Einsatz von korrespondieren-
den Primar- und Sekundarantikérpern, die an Enzymer, Peroxidasen, gekoppelt sind,
welche dann in einer enzymkatalysierten Reaktios @en farblosen Chromogenen einen
Farbstoff bilden konnen.

FUr die immunhistochemischen Untersuchungen wudied0 um dicken Gehirnschnitte in
kaltem PBST (3 x 5 min) gewaschen und nach derri#igien Inkubation mit 0,1 %-igem
Triton Natriumcitrat wurde die gesamte Flussigkeih den Schnitten wieder abgesaugt und
ein Gemisch von Methanol und 30 %-igem Wasserstodfagd im Verhaltnis 100:1 far 10
min eingeflllt (um die endogene Peroxidase abzgsaft und durch erneutes Waschen mit
PBST (2 x 10 min) wieder entfernt. Die Schnitte dem danach 1 h in Blockpuffer inkubiert,
um interferierende Proteine zu blockieren, und hle8end fir 10 min in PBST gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem ersten Adrger. Nicht gebundene Antikorper
wurden durch erneutes Waschen (3 x 10 min) mit P&8fernt. Es folgte die Inkubation mit
dem geeigneten Biotin-gekoppelten zweiten Antikorp@ 45 min bei 37 °C. Durch
Inkubation mit dem ABC-Kit (Vectastain Avidin-Bioti Komplex Peroxidase Kit, Vector
Laboratories) wurde dann die Avidin-gekoppelte Relase an den zweiten Antikorper
gebunden. Die empfindliche Avidin-Biotin-Methodetriudie starke Affinitat von Avidin fir
Biotin zur Bindung von enzym-markierenden AvidineBn-Komplexen an biotinilierte
Sekundarantikérper aus. Das Biotin ist dabei kowas den Antikérper gebunden und bei
der Reaktion bindet das Avidin der Komplexe an 8ikundarantikérper. Anschliel3end
wurden die Schnitte wieder mit PBST gewaschenj2ird 1 x 10 min) und fir ca. 20 min in
DAB-L6sung (Diaminobenzidin; Stammlosung 5 mg/mizia-Puffer, pH 7,6 bei 26°C)
aufbewahrt, was zu der Braunfarbung fuhrte. Didofesktion wurde durch das Zufiihren von
0,02 %-igem Wasserstoffperoxid gestartet. Danactdevalles mit destilliertem Wasser (1 x
kurz und 2 x 10 min) gespdult.

Nach dem Trocknen wurden die Schnitte auf Objefeirégezogen, kurz in Xylol getaucht
und mit Pertex (Medite, Burgdorf) abgedeckt. Diezahl der positiv markierten Zellen
wurde mit Hilfe der Leica Image Analysis Softwareeica Qwin) in drei zufallig
ausgewahlten, sich nicht Uberschneidenden Bereetmeittelt.
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2.5.6 Kolokalisationsstudien mittels Immunfluoresze nzmikroskopie

Bei der Immunfluoreszenzfarbung bindet ein Antilgitpder so genannte Primarantikorper,
an ein Epitop des gesuchten Proteins. Gleichzgiigman einen zweiten Primarantikorper,
z.B. gegen einen spezifischen Zellmarker hinzu, dann die Bestimmung von den
entsprechenden Zelltypen moglich macht. In unsérersuchen wurden neuronal-nuclei
(NeuN) Marker fur Neurone und CD-68 Marker fur aldrte Mikrogliazellen/Makrophagen
verwendet. Anschlielend werden Sekundarantikdrpar,die Fluorchrom gebunden ist,
hinzugefiigt und das fiihrt bei entsprechender Amrgguir Fluoreszenz.

Fur die Kolokalisationsversuche wurden digr8 dicke Schnitte auf Permanox Objekttréagern
aufgebracht und mit dem DakoPen (DakoCynomatiommst@ip, Danemark) wurde eine
Barriere um die Gehirnschnitte gebildet. Die Sdeniturden fir 10 min bei Raumtemperatur
getrocknet. Danach wurden die Schnitte mit PBSk @ min) gewaschen. Nach einer 30
mindtigen Inkubation mit 3 %-igem BSA bei Raumtemnaper erfolgte die Inkubation mit
dem ersten Antikdrper (1Qd pro Hirnschnitt) bei 4 °C fir 24 h in einer neuchtem Papier
ausgelegten Plastikkassette.

Nach dem Waschen mit PBST (3 x 5 min) folgte dieubation mit dem Antikérper gegen
den jeweiligen Zelltyp bei 4 °C fur 4 h in der Rikkassette.

Die Schnitte wurden mit PBS gewaschen (3 x 5 mbgj 37 °C fir 1 h mit dem
korrespondierenden sekundéaren Antikérper inkuhied anschlieRend wieder mit PBST (3 x
5 min) gewaschen und in Dunkelheit bei Raumtempegstrocknet.

Die Gehirnschnitte wurden dann mit Hilfe von jels€l5 yl Slow Fadél Light Antifade
Reagenz (Molekular Probes, Eugene, OR, USA) auf Qlngekttrager gebracht und in

Dunkelheit aufbewahrt.

Mikroskopie:

Fur die qualitative Analyse wurde ein Leica DMR dileszenzmikroskop (Leica
Mikrosysteme, Wetzlar) verwendet. Alle Bilder wundmiit der AxioCamMRmKamera und
dem Adapter TV 1,0 x (Carl Zeiss Microlmaging Gmbbena) aufgenommen. Die
Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte deim AxioVision 4.5 Programm (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Jena).
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2.6. Verwendete Antikorper

Antikorper fur Western Blot:

1. Antikorper 2. Antikorper

TNF-o | 1:1000; 4% BS; rabbit 1:3000; 4% BS; anti-rabbit

IL1-R 1:3000; 4% BS; rabbit 1:3000; 4% BS; antibib

IL-6 1:300; 4% BS; goat 1:10000; 4% BS; anti-goat

3-Aktin | 1:8000; 4% BS; mouse 1:8000; 4% BS; antup®

Antikdrper fur Immunhistochemie:

1. Antikorper 2. Antikorper
TNF-o. | 1:500; rabbit KIT; anti-rabbit
IL1-13 1:300; rabbit KIT; anti-rabbit
IL-6 1:50; goat KIT; anti-goat
Antikdrper fur Immunfluoreszenz:

1. Antikorper 2. Antikorper
TNF-o. | 1: 800; rabbit 1:100; anti-rabbit
IL1-R 1:200; rabbit 1:100; anti-rabbit
IL-6 1:100; goat 1:100; anti-goat
CD-68 | 1:300; mouse 1:100; anti-mouse
NeuN 1:100; mouse 1:100; anti-mouse

2.7 Protokolle der Experimente

Die neurologischen Untersuchungen fanden 24 h 48lér nach der 90-minttigen Okklusion
der Acm statt.

Von den insgesamt 102 operierten Ratten wurden i2ge Taufgrund nicht ausreichender
Blutflusssenkung, frihzeitigen Versterbens wahrea@r nach der OP, zerebraler oder
subarachnoidaler Blutungen ausgeschlossen. 73 Weréen neurologisch untersucht. Bei
13 Tieren handelte es sich um Sham-Tiere, wovair 8i€ Immunhistochemie und die
anderen 7 fur die Western-Blot-Untersuchungen vedeewurden. Von den 60 neurologisch
getesteten Tieren wurden fir die immunhistocheneisddntersuchungen 36 Tiere (Vehikel
1d = 10; Pio 1d = 9; Vehikel 2d = 9; Pio 2d = 8Qduiir die Western-Blot-Analyse 24 Tiere
(Vehikel 1d = 6; Pio 1d = 6; Vehikel 2d = 7; Pio 2d5) genutzt. Vier der Vehikel-

behandelten Tiere wurden zuséatzlich fur die Immuoriésszenzuntersuchungen verwendet.
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2.7.1 Protokoll 1: Auswirkung der icv Vorbehandlung mit Pioglitazon auf

die Blutparameter wahrend der Gehirnischamie

Funf Tage vor der MCAO wurden die osmotischen Minipen geflllt mit Vehikel (n = 7)
und Pioglitazon (n = 7) implantiert.
Nach drei Tagen wurden femorale Arterienkathetdegieund am Tag funf die Acm
verschlossen. Die sham-operierten Tiduechliefen die gleiche Operation ohne Verschluss
der Acm. Uber den arteriellen Katheter wurde BluGlaskapillaren (Volumen von 118)
aufgenommen. Die Blutentnahme erfolgte dann zuv¥éndchiedenen Zeitpunkten:

- (A) vor der Narkose (am wachen Tier)

- (B) 10 min nach Einleitung der Narkose vor Begi®n dchamie

- (C) 30 min nach Induktion der Ischamie

- (D) 90 min nach Induktion der Ischamie

- (E) 30 min nach Entfernung des Fadens (Reperfusiase)
Mit einem Radiometer ABL 700 SERIE (Radiometer MadliA/S, DK-2700, Danemark)
wurde der pH-Wert, die pG&Konzentration, die p@Konzentration, die Plasmaglukose-
Konzentration (cGlu), die Konzentration des Plaski@ts (cLac) und die Konzentration
folgender Elektrolyte: ck cN&, cC&", cCl bestimmt.

2.7.2 Protokoll 2: Auswirkung der icv Vorbehandlung mit Pioglitazon auf

die Expression von TNF- a, IL1-3 und IL-6 im peri-infarktdren Kortex

Die osmotischen Minipumpen geflllt mit Vehikel- od@ioglitazon- Losung wurden
implantiert und funf Tage danach wurde die Acm lein Vehikel-behandelten und
Pioglitazon-behandelten Ratten fur 90 min versddos Den Sham-Tieren wurden ebenfalls
die Vehikel-gefullten Minipumpen implantiert. Jethoawurden bei der zweiten OP nach funf
Tagen nur die Gefal3e dargestellt ohne die Acm gsclkel3en.

Die Tiere wurden 24 h oder 48 h nach der MCAO niegisch untersucht und getotet.

Fur die Bestimmung der InfarktgroRe und die immatddhemischen Untersuchungen
wurden die Ratten mit 4 % Paraformaldehyd perfundizt h nach der MCAO: Sham = 6;
Vehikel 1d = 10; Pio 1d = 9 und 48 h nach der MCA@hikel 2d = 9; Pio 2d = 8). Fur die
Western-Blot-Analyse wurde der perifokale frontaptaie Kortex aus den Gehirnen isoliert
(24 h nach der MCAO: Sham = 7; Vehikel 1d = 6; Rtb= 6 und 48 h nach der MCAO:
Vehikel 2d = 7; Pio 2d = 5).
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2.8 Statistische Analyse

Alle Werte sind als Mittelwert + SD (Standardabwring) dargestellt. Die statistische
Auswertung des zerebralen Blutflusses und der plogischen Parameter im Blut erfolgte
Uber eine mehrfaktorielle Varianzanalyse (MANOVRBR hier keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Vehikel-Gruppen und degliazon-Gruppen festgestellt
werden konnten, wurden keine post-hoc Tests dufihge Der Effekt der Ischamie der
behandelten und unbehandelten Ratten auf den ogischen Status (neurologischen Score)
wurde mittels des Student’s t-Tests analysiert. mm@r-parametrische Mann-Whitney-Test
wurde fur die statistische Analyse der Schlagawvdélimina und des Odems von Vehikel-
und Pioglitazon- behandelten Tieren herangezogea. Iignifikanz der Ergebnisse der
Western-Blot-Analysen wurde mit Hilfe des Studeri®st ermittelt und die immun-
histochemischen Untersuchungen wurden Uber eirfakéamielle Varianzanalyse (ANOVA)
analysiert und die paarweisen Vergleiche zwischemSham-Gruppe und den Vehikel- und
Pioglitazon-vorbehandelten Gruppen erfolgten ddver @inen Bonferroni post-hoc Test.

Die Tierversuchsreihen wurden von der Tierschutzkeibn des Ministeriums fir

Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des lemn8chleswig-Holstein genehmigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Regionaler zerebraler Blutfluss (rCBF)

Der Abfall der rCBF-Werte der rechten Kortexregiwdahrend der Okklusion war bei den
Vehikel-behandelten Tieren (n = 32) und den Piagbh-behandelten Tieren (n = 28)
identisch. Die Darstellung (Abb.: 3.1) zeigt dierchschnittlichen rCBF-Werte beider
Tiergruppen. Wahrend der ersten 30 min der MCAgetadie Werte fur Vehikel-behandelte
Tiere bei 18,2 £ 6,1 % und fur Pioglitazon-behatel@iere bei 17,6 + 7 % und nach weiteren
30 min der MCAO fur Vehikel-behandelte Tiere bei,11% 5,4 % und flr Pioglitazon-
behandelte Tiere bei 19,6 * 6,7. Nach der Repieriustieg der rCBF an und erreichte nach
30 min bei den Vehikel-behandelten Tieren 63,1022und bei den Pioglitazon-behandelten
Tieren 71,2 + 26 %. Es wurden keine signifikantiterschiede zwischen den Messwerten

der Pioglitazon-behandelten Tiere und der Vehiladandelten Tiere festgestellt.
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Abbildung 3.1 Der regionale Blutfluss vor, 30 bzw. 60 min natdér MCAO und in der
anschlieenden Reperfusionphase in dem ischamisGledérnareal bei mit Pioglitazon-
behandelten Tieren (n = 28) und Vehikel-behandekmmen (n = 32). Die Werte fur den
rCBF (Mittelwert £ SD) sind als Prozentsatz des darsgswertes (vor Verschluss der Acm)
dargestellt.
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3.2 Bestimmung physiologischer Parameter im Blut

Den Ratten wurden zu den bereits erwdhnten Zeitpankor und wéahrend der Ischamie
sowie in der Reperfusionsphase Blutproben aus deeniedlen Katheter entnommen. Zu
keinem Zeitpunkt wurden Unterschiede zwischen degliazon-, Vehikel- und Sham-

Tieren bei den Blutparametern: pH-Wert, pC@0O;, Glucose- und Laktat- Spiegel sowie die

Konzentration der Kalium-, Natrium-, Calzium- undl@idionen festgestellt (Tab.: 3.1).

pH
A B C D E
Sham 7,44 + 0,02 7,37 £ 0,01 7,39+0,006 7,420%0,|7,38+0,01
Vehikel 7,47 £ 0,04 7,37 £ 0,03 7,38 £ 0,02 7,40,82 7,37 £ 0,02
Pioglitazon 7,48 +0,007| 7,36 £0,02 7,37 +0,03 39#0,2 7,35+ 0,02
pCO, mmHg
A B C D E
Sham 38,9+2,76 50+ 2 49,3+1,34 43,7196 2461,12
Vehikel 36,2+3,1 519+14 49,4 +25 44,2 +3 6,3+ 2,1
Pioglitazon 36,7+1,1 49 + 3,8 48,8 + 3,9 451+2 |48,7+25
pO, mmHg
A B C D E
Sham 87+1,8 83+14 7921 84+1,.2 78+2,.2
Vehikel 96 £ 2,9 76 +£0,4 77 £ 3,8 79+3,1 8152,
Pioglitazon 91+5 80+44 80 + 3,6 79+3,8 78,4
cGlu mg/dl
A B C D E
Sham 139+7,5 149 + 17 156 + 17 153 + 8,3 1563+ 8,
Vehikel 122 +2 136 + 17 147 +13 167 + 13 153+ 14
Pioglitazon 127 +10 139+10 138+ 9 1337 130 +
cLac mmol/l
A B C D E
Sham 3,9+0,5 2,8+0,34 2,2+0,2 28+04 203
Vehikel 3,504 2,6 +0,6 2,7+04 2404 10,2
Pioglitazon 3+0,9 24+0,2 2,2+0,1 23%+04 ,810,2
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cK™ mmol/l
A B C D E
Sham 51+0,14 53+0,4 550,24 51+0,3 072
Vehikel 4,3+0,3 45+0,2 53+0,14 52+033 | ,740,3
Pioglitazon 49+0,2 53+0,3 58+0,2 59+3,2 |54+0,3
cNa" mmol/l
A B C D E
Sham 138+ 1,2 134 +0,5 134+0,4 135+0,8 1845+
Vehikel 134 + 3,9 132+ 2,2 133+0,5 132+ 0,5 13B1
Pioglitazon 137 +1,2 133+0,5 132 +0,7 131+0,6 {132 +0,7
cCa” mmol/l
A B C D E
Sham 1,26 + 0,05 1,15+ 0,01 1,18 + 0,01 1,2+0,02/1,2+0,1
Vehikel 1,37 £0,01 1,21 + 0,03 1,2 +£0,03 1,2 &3, 1,21 £ 0,02
Pioglitazon 1,32 £ 0,02 1,21 £+ 0,01 1,22 + 0,02 A(P02 1,22 £+ 0,01
cClI" mmol/l
A B C D E
Sham 101 +£0,5 99+0,8 98 +0,5 100+ 0,5 100~ 0,
Vehikel 102 +1,3 101 +0,6 99 +0,2 100+ 1 102,2
Pioglitazon 101 +0,6 100+ 0,6 99 +0,8 100+0,7 {101 +£0,6

Tabelle 3.1 Parameter im Blut: pH-Wert, pCOp0;, Glucose-Konzentration (cGlu), Laktat-
Konzentration (cLac), Kalium-Konzentration (9K Natrium-Konzentration (cN),
Calzium-Konzentration (cG8), Chlorid-Konzentration (cC) vor wahrend und nach MCAO.
Die Blutproben wurden zu fiinf verschiedenen Zekmmentnommen: A = vor Anasthesie, B
= nach Gabe des Anasthetikums, C = 30 min nachrBeder Okklusion der Acm, D = 90
min nach MCAO, E = 30 min nach Beginn der Repé@rfus

3.3 Neurologische Untersuchungen

Die neurologischen Untersuchungen (Abb.: 3.2) fari@ie h (Vehikel 1d + Pio 1d) bzw. 48 h
(Vehikel 2d + Pio 2d) nach MCAO statt.

Die Untersuchungen zeigten, dass die mit Pioglitadzehandelten Tiere (n: Pio 1d = 15; Pio
2d = 13) sowohl 24 h als auch 48 h nach MCAO siaift bessere sensorische Funktionen
aufwiesen als die mit Vehikel-behandelten TiereM@hikel 1d = 16; Vehikel 2d = 16). Diese
Ergebnisse spiegelten sich hauptsachlich nach B8i llen sensorischen Ausfallen wieder

(Korper-Propriozeption: p < 0,001 und BerUhrung\diarissen: p < 0,05).



31

B Vehikel
+ Pioglitazon

3.0 - 24 h nach MICAO

2.5 +

Neurologischer Score

1 2 3 4 5 6

48 h nach MCAO

Neurologischer Score

2
%
_
Z
7
.
_

LMW
MMNMNNNNN
AN
AN

1 2 3 4 5 6

Abbildung 3.2: Neurologischer Score 24 h nach MCAO fir Vehikdlanelelte (schwarze

Saulen)(V 1d = 16) und Pioglitazon-behandelte Ratsehraffierte Saulen) (P 1d = 15) und
48 h nach MCAO fiur Vehikel-behandelte (V 2d = 18l ®ioglitazon-behandlelte Tiere (P
2d = 13). Verwendete neurologische Tests (Garcial.et1995): 1 = spontane Aktivitat; 2 =

symetrische Bewegung der vier Pfoten; 3 = Ausstneglder Vorderpfoten; 4 = Klettern; 5 =

Kdrper-Propriozeption; 6 = Antwort auf die Berthmimer Vibrissen. Diese neurologischen
Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Dieististhe Signifikanz der Ergebnisse im
Vergleich mit den Vehikel-behandelten Tierefip=0,05 und'p = 0,0001 wurde mit dem

Student’s t-Test ermittelt.
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3.4 Infarktvolumen und Infarktddem

Die ischamischen Gehirnschaden betreffen das \fgragsgebiet der Acm. Dieses besteht

aus Teilen des frontoparietalen und frontotemparat®ortex sowie den lateralen und

medialen Segmenten des Corpus striatum. Das Infddkhen und das Odem war bei mit

Pioglitazon-behandelten Tieren zu beiden Zeitpunkideiner als bei mit Vehikel-
behandelten Tieren (Abb.: 3.3).
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Abbildung 3.3 Auswirkung von Pioglitazon (schraffierte Sauld®w. von Vehikelldsung

(graue Saulen) auf die InfarktgroRe und das Gehdem 24 h und 48 h nach einer MCAO
mit anschlie3ender Reperfusion. Die Ergebnisse aladMittelwerte £ SD angegeben. Der
statistische Vergleich zwischen Vehikel- und Piagbn-Gruppen wurde mittels nicht-
parametrischem Mann-Whitney Test ermittelt.
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3.5 Aktivierung zerebraler PPAR- y reduziert TNF- a, IL-13 und IL-6
im frontoparietalen Kortex im peri-infarktaren Bere ich

Nach Beginn einer Ischamie fangen die geschadi@wrrnzellen an in zunehmendem Mal3e
Zytokine wie TNFe, IL-113 und IL-6 zu produzieren. Durch die immunibchemischen und
Immunfluoreszenzdarstellungen werden die T&JHL-13 und IL-6 exprimierenden Zellen
aufgezeigt. Die Immunfluoreszenzdarstellungen dieder Visualisierung der Zellarten, in

denen diese Zytokine induziert werden.

3.5.1 TNF-a-Expression nach zerebraler Ischdmie und der Effekt von

Pioglitazon

Wie erwartet erhbhte die zerebrale Ischamie dier&sgion von TNFe im ischamischen
frontoparietalen Kortex und die Vorbehandlung mibgHtazon verminderte deutlich die

gesteigerte Expression von dem Zytokin (Abb.: 3.4).
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Abbildung 3.4: Western-Blot-Analyse von TN&-im frontoparietalen Kortex im Bereich
der Penumbra: Rechts: Exemplarische Darstellung der Expressiom MdNF« in der
Penumbra nach der MCAO in den Vehikel-behandeltesh den Pioglitazon-behandelten
Ratten. Links: Das Diagramm zeigt die Intensitat Banden (im Verhaltnis zu 3-Aktin) in
Vehikel-behandelten (schwarze Saulen) und Pioglitd®ehandelten (schraffierte Saulen)
Ratten 24 h nach der MCAO. Die Werte sind als Mvieet + SD angegeben. Der statistische
Vergleich zu den Vehikel-behandelten Tierdfk®,01 (Student’s t-test).
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Die Anzahl der TNFe-Zellen im frontoparietalen Kortex des Penumbraicbeeder Vehikel-

behandelten Tiere war im Vergleich mit den Shameéne24 h und 48 h nach MCAO in den
immunhistochemischen Untersuchungen erhoht (Ablb). ie Pioglitazon-behandelten
Tiere wiesen in allen drei getesteten Gehirnbeegickine signifikant geringere Anzahl der

TNF-o-Zellen als die Vehikel-behandelten Tiere auf.
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Abbildung 3.5: Anzahl der TNFa-positiv-gefarbten Zellen im peri-infarktdren Berelh des
frontoparietalen Kortex:Verglichen wird die Zahl der TNE-positiven Zellen 24 h und 48 h
nach MCAO aus drei Ebenen des Gehirns (0 mm; -3 42,3 mm vom Bregma) bei sham-
operierten (weiRe Saulen), Vehikel-behandelten wacre Saulen) und Pioglitazon-
behandelten (gestreifte Saulen) Tieren. Der statibe Vergleich mit sham-operierten
Tieren: * p <0,05, *p <0,01 und ***p <0,001 und inVehikel-behandelten Tierer:p
<0,05,"p <0,01 und'p < 0,001 erfolgte mit ANOVA und Bonferroni postAest.

Die transiente MCAO bewirkte im ischamischen zeatshr Kortex eine TNF-Induktion.
Diese fand in den Immunfluoreszenzuntersuchungaraiasschliel3lich in den Neuronen statt

und war nur gering in den Mikrogliazellen nachzuseei (Abb.: 3.6).
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TNF-a in Mikrogliazellen TNF-a in Neuronen

Abbildung 3.6: Detektion von TNFe in aktivierten Mikrogliazellen/Makrophagen (CD-68)
und Neuronen (NeuN) in der Penumbra von Vehikel-temidelten Tieren 24 h nach
MCAO:

A) Farbung der Mikrogliazellen/Makrophagen (CD-@8(in)

B) TNFa-Farbung (rot)

C) Kolokalisation von TNF+und CD-68 (gelb): Nur wenige Mikrogliazellen/Magt@agen
exprimieren TNFx (weil3e Pfeile).

D) Farbung von Neuronen (NeuN, grin)

E) TNFa-Farbung (rot)

F) Die Kolokalisation von TNF-und NeuNgelb) demonstriert, dass fast alle Neurone im
Randbereich des Infarktes TNfexprimieren.
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3.5.2 IL-1R3-Expression nach zerebraler Ischamie

Durch die zerebrale Ischdmie wurde auch das IL+ttein im Gehirn 24 h und 48 h nach
MCAO im frontoparietalen Kortex stark induziert.eDExpression von IL-18 wurde durch die

Vorbehandlung mit Pioglitazon deutlich reduzierbpA 3.7).
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Abbildung 3.7: Western-Blot-Analyse von IL-113 imdntoparietalen Kortex im Bereich der
Penumbra: Rechts: Exemplarische Darstellung der Expressiom N61(3 in der Penumbra
nach der MCAO in den Vehikel-behandelten und deglfPazon-behandelten Ratten. Links:
Das Diagramm zeigt die Intensitat der Banden (inthéknis zu R-Aktin) in Vehikel-
behandelten (schwarze Saulen) und Pioglitazon-bd¢lten (schraffierte Sdulen) Ratten 24 h
und 48 h nach der MCAO. Die Werte sind als MittelweSD angegeben. Der statistische
Vergleich zu den Vehikel-behandelten Tierdr0p05 (Student’s t-test).
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Vergleichbare Resultate ergaben auch die immurdhistoischen Versuche. Sowohl 24 als
auch 48 h nach MCAO zeigten Vehikel-behandelte€eTier Vergleich mit sham-operierten

Tieren eine erhohte Anzahl IL-1R-positiver Zellem iperi-infarktaren Gewebe. Die

Pioglitazon-vorbehandelten Tiere wiesen im Vergiemit den Vehikel-behandelten Tieren
eine deutlich reduzierte IL-1R3-Expression sowohh2ds auch 48 h nach MCAO in allen drei
getesteten Bereichen des Gehirns auf (Abb.: 3.8).
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Abbildung 3.8 Anzahl der IL-1R-positiv-gefarbten Zellen im penMarktaren Bereich des
frontoparietalen Kortex:Verglichen wird die Zahl der IL-1R3-positiven Zell2a h und 48 h
nach MCAO aus drei Ebenen des Gehirns (0 mm; -3 42,3 mm vom Bregma) bei sham-
operierten (weiRe Saulen), Vehikel-behandelten wacre Saulen) und Pioglitazon-
behandelten (gestreifte Saulen) Tieren. Der statibe Vergleich mit sham-operierten
Tieren: * p <0,05, **p <0,01 und ***p <0,001 und mVehikel-behandelten Tieren:

'p <0,05 und'p <0,01 erfolgte mit ANOVA und Bonferroni post-Hast.

Nach der MCAO wurde IL-13 hauptséachlich in Mikreglellen/Makrophagen induziert. Nur
wenige Neurone exprimierten nach der MCAO IL-1R3AI3.9).
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IL-18 in Mikrogliazellen IL-18 in Neuronen

Abbildung 3.9: Detektion von IL-1R in aktivierten MikrogliazelleMakrophagen (CD-68)
und Neuronen (NeuN) in der Penumbra von Vehikel-tmidelten Tieren 24 h nach
MCAO:

A) Farbung der Mikrogliazellen/Makrophagen (CD-@8(in)

B) IL-1R3-Farbung (rot)

C) Kolokalisation von IL-13 und CD-68 (gelb): Fadie Mikrogliazellen/Makrophagen
exprimieren IL-103.

D) Farbung von Neuronen (NeuN, grun)

E) IL-1R3-Farbung (rot)

F) Kolokalisation von IL-13 und NeuNveil3e Pfeile). Neurone, die kein IL-113 exprimieren
sind mit blaue Pfeilen gekennzeichnet.



39

3.5.3 IL-6-Expression nach zerebraler Ischamie

Die Western-Blot-Analysen von IL-6 im peri-infarkéi frontoparietalen Kortex zeigten nur
in der akuten Phase eine Reduktion der IL-6 Prodoktlurch die zerebrale PPAR-
Aktivierung. Die IL-6 Konzentration war 24 h nachQAO bei Pioglitazon-behandelten
Tieren im Vergleich mit den Vehikel-behandeltenré&re signifikant reduziert (Abb.: 3.10),
jedoch nicht mehr nach 48h.
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Abbildung 3.10: Western-Blot-Analyse von IL-6 imdntoparietalen Kortex im Bereich der
Penumbra: Rechts: Exemplarische Darstellung der Expression N66 in der Penumbra
nach der MCAO in den Vehikel-behandelten und deglfPazon-behandelten Ratten. Links:
Das Diagramm zeigt die Intensitat der Banden (inthéknis zu R-Aktin) in Vehikel-
behandelten (schwarze S&ulen) und Pioglitazon-bddlten (schraffierte Sdulen) Ratten 24 h
und 48 h nach der MCAO. Die Werte sind als MittelweSD angegeben. Der statistische
Vergleich zu den Vehikel-behandelten Tierdr0p05 (Student’s t-test).

Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigteNeéngleich mit den Sham-Tieren eine
erhohte Anzahl von IL-6-Zellen bei den Vehikel-betialten Tieren im Bereich der
Penumbra 24 h und 48 h nach MCAO auf. Pioglitazkie signifikant 24 h nach MCAO
die Zahl der IL-6-positiven Zellen im Gehirn inexll drei getesteten Gehirnbereichen (Abb.:
3.11), aber nicht nach 48 h.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass Pioglitazenlld6-Induktion vor allem in der
Akutphase reduziert.
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Abbildung 3.11: Anzahl der IL-6-positiv-gefarbteneflen im peri-infarktdren Bereich des
frontoparietalen Kortex:Verglichen wird die Zahl der IL-6-positiven Zell@d h und 48 h
nach MCAO aus drei Ebenen des Gehirns (0 mm; -3 42,3 mm vom Bregma) bei sham-
operierten (weiRe Saulen), Vehikel-behandelten wacre Saulen) und Pioglitazon-
behandelten (gestreifte Saulen) Tieren. Der statise Vergleich mit sham-operierten
Tieren: * p <0,05, **p <0,01 und ***p <0,001 und inVehikel-behandelten Tierer:p
<0,05,p <0,01 und™p < 0,001 erfolgte mit ANOVA und Bonferroni postA@st.

In den Immunfluoreszenzuntersuchungen produzietiemeisten Zellen im frontoparietalen
Kortex nahe des ischamischen Kerns IL-6. Die Mehrier Mikrogliazellen/Makrophagen
wiesen eine intensive IL-6-Immunreaktivitdt auf @b 3.12, weil3e Pfeile). Einige
Mikrogliazellen/Makrophagen waren nicht positiv &dift fur IL-6 (Abb.: 3.12, blauer Pfeil).
IL-6 wurde auch in den Neuronen induziert (Abb.123. wei3e Pfeile), jedoch war das
Zytokin nicht in allen Neuronen nachweisbar.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die IL-64pesiZellen nur in stark beschadigten und
absterbenden Zellen vorhanden sind und dass ILeBt nh den morphologisch intakten

Neuronen exprimiert wird.
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IL-6 in Mikrogliazellen b)IL-6 in Neuronen

Abbildung 3.12 Detektion von IL-6 in aktivierten Mikrogliazellen/Mkrophagen (CD-68)
und Neuronen (NeuN) in der Penumbra von Vehikel-tmtdelten Tieren 24 h nach
MCAO:

A) Farbung der Mikrogliazellen/Makrophagen (CD-@8i{in)

B) IL-6-Féarbung (rot)

C) Kolokalisation von IL-6 und CD-68 (gelb): Fadle Mikrogliazellen/Makrophagen
exprimieren IL-6 (weil3e Pfeile) und nur wenigesdieEntziindungszellen exprimieren kein
IL-6 (blauer Pfeil).

D) Farbung von Neuronen (Neun, griin)

E) IL-6-Féarbung (rot)

F) Kolokalisation von IL-6 und Neunfgelb). Manche Neurone im Randbereich des Infarktes
sind positiv gefarbt fur IL-6 (weil3e Pfeile). Ddabe Pfeil zeigt ein Neuron, das kein IL-6
exprimiert.



42

Einige Neurone wiesen in der Doppel-Immunfluoregzentersuchung eine intensive IL-6-
Immunreaktivitat auf (Abb.: 3.13, C; weil3e Pfeil&)d eine grolie Anzahl dieser Neurone
exprimierte auch IL-13 (Abb.: 3.13, D; roter Pfeilp den Untersuchungen waren auch
Neurone zu beobachten, die weder IL-13 noch IL-#ielten oder Neurone, die nur IL-6

exprimierten.

IL1R + IL-6 in Neuronen

Abbildung 3.13: Detektion von IL-6 und IL-18 in Neonen (NeuN) im Bereich der
Penumbra von Vehikel-behandelten Tieren 24 h naclCMO:

A) Neurone (grun),

B) IL-6 exprimierende Zellen (rot)

C) Kolokalisation von IL-6 und NeuN: Einige NeuroneBereich der Penumbra sind positiv
gefarbt fur IL-6 (weil3e Pfeile) und manche sinchhgefarbt (blaue Pfeile).

D) Kolokalisation von IL-6 und NeuN (weifl3er Pfeijd von IL-6, IL-113 und NeuN (roter
Pfeil). Die griin gefarbten Neurone enthalten weldle® noch IL-113.
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4 Diskussion

Unsere Daten zeigen, dass Pioglitazon die Uberhfipeession von Zytokinen IL-113, TNd-
und IL-6 in der akuten Phase nach dem ischamistrisedt effektiv unterdriickt. Uber diesen
Mechanismus werden auch die post-ischamischen &ahizigsreaktionen, welche die
Auswirkung der Ischamie im Gehirngewebe verschlimmend zum neuronalen Tod
beitragen, deutlich verringert. Die vorliegenden té&dsuchungen bieten deshalb neue
Einblicke in den Mechanismus der PPARermittelten Neuroprotektion nach einem
ischdmischen Schlaganfall.

Die Versuche wurden an Ratten durchgefiihrt, daderezerebrovaskularen Anatomie und
Physiologie des Menschen zu groBen Teilen entsprechnd somit erlauben, die
pathologischen Ablaufe nach einem Schlaganfall derschen. Es wurden zahlreiche
Schlaganfallversuche an Ratten durchgefiihrt. Figsedi Arbeit wurde eine Methode
angewandt, bei der die Acm mit Hilfe eines Mondafilnts fur eine Dauer von 90 min
verschlossen wurde. Aus vorherigen Untersuchungsnsith gezeigt, dass nach diesem
Zeitraum stark ausgepragte Schlaganfélle entsté&ereiner Okklusion von 30 min wird das
Gehirn nur leicht geschadigt, wodurch die Folges 8Sehlaganfalls schwieriger zu bewerten
sind. Wenn der Verschluss der Acm langer als 90duairert, ist die Uberlebensrate der Tiere
stark reduziert (McAuley et al. 1995).

In unseren Versuchen wurde Pioglitazon verwendéivdhl Pioglitazon im Vergleich zu
Rosiglitazon eine niedrigere Affinitat zu PPARaufweist (Lehmann et al. 1995), scheint es
bei einer systemischen Behandlung effektiver alsidtitazon zu wirken. Der Grund dafur
sind zusatzliche Faktoren, wie die Penetration [udgee Blut-Hirn-Schranke und eine
effektivere und lang andauernde Akkumulation im Bel{Maeshiba et al. 1997). Die
gleichen Dosen beider PPARAgonisten zeigten eine vergleichbare Neuroproboekin vivo

und in vitro (Tureyen et al. 2007).

4.1 Intrazerebroventrikulare Behandlung mit Pioglit azon

Wie bereits erwahnt, ist PPARwesentlich an der Reifung der Praadipozyten zypdajten
sowie am Glucose- und Fettstoffwechsel beteiligii®rgne und Wahli 1999).
Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass dildaeedione Uber die Stimulation von

PPARy die inflammatorischen Reaktionen unterdriicken. B&iptmechanismus wird die
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Transrepression diskutiert, ein Mechanismus, Uben dlie aktivierten PPAR- die
Transkription von inflammatorischen Genen in Makragen und anderen entzindlichen
Zellen hemmen. Dadurch wird auch die Aktivitat déikrogliazellen, der Makrophagen,
Neutrophilen, T- und B- Lymphozyten vermindert (& et al. 1999, Ricote und Glass
2007). In mehreren Publikationen wurde Uber diestjjen Effekte einer systemischen oder
intrazerebralen Behandlung mit PPARgonisten bei isch&dmischen Schlaganfallen
berichtet. Diese Effekte wurden in den meistendréler Hemmung der inflammatorischen
Reaktionen zugeschrieben.

Da die Thiazolidinedione die Blut-Hirn-Schranke tbi@den kdnnen, tragen bei einer
systemischen Behandlung mit den synthetischen PRABenisten sowohl die peripheren
als auch die zentralen Effekte zu einem verbessemturologischen Status nach einer
zerebralen Ischamie bei. Die Aktivierung von zeaddan EC durch zahlreiche Zytokine, wie
z.B. IL-18 und TNFe stimuliert die Expression von Adhasionsmolekilen irer
Oberflache. Die Adhasionsmolekile bewirken eine &ning und Migration von
Granulozyten und Makrophagen ins ischdmische Gevsshwde die Aktivierung dieser
Zellen, welche zusammen mit der aktivierten Mikraglie wichtigen Faktoren produzieren,
die zum neuronalen Zelltod fuhren. PPAfRgonisten vermindern die Expression von
Adhéasionsmolekilen und die Anheftung von Lymphoay{8asaki et al. 2005). Auch die
Hemmung der EC-Aktivierung und der Synthese von demeaktiven Protein und dem
Fibrinogen tragen entscheidend zu der Unterdrickdergpost-ischdmischen Inflammation
bei. Daruiber hinaus hemmen die PPARgonisten die Freisetzung von Endothelin-1 aus
den EC und verhindern somit die lokale Vasokonstnik die zur Verschlechterung der
zerebralen Durchblutung in der Penumbra fiihren kdhaglitazon verhindert auch den
oxidativen Stress in EC, reduziert erhéhten Blutlrund stimuliert die NO-Produktion und
die Expression der neuronalen NOS (Dobrian et @42 Diese Befunde zeigen deutlich,
dass eine Aktivierung von PPAR-die endotheliale Dysfunktion verringert und die
Durchblutung des zerebralen ischamischen Gewebbgsgert und somit zur Verminderung
der Infarktgréf3e und der neurologischen Ausfaligrdgen kann.

PPARy wird im ischamischen Gehirngewebe nach MCAO siagkiziert. In dem am Rand
des ischdmischen Kerns liegenden zerebralen K@teine voribergehende Hochregulation
der PPARy-mRNA und eine vermehrte Akkumulation der PPResitiven Zellen bereits
nachgewiesen worden (Ou et al. 2006, Zhao et 8620m Einklang mit diesen Ergebnissen
wurde auch in unserem Labor eine Induktion des PpARoOteins im ischamischen

frontoparietalen Kortex festgestellt (Patzer et 2008). Der Rezeptor wurde in allen
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Mikrogliazellen/Makrophagen und in manchen Neurometsler Penumbra lokalisiert (Zhao et
al. 2006). Daruber hinaus scheinen die PRA&gGonisten die Expression des PPARveiter

zu erhdhen. Luo et al. (2006) berichteten Uber émdektion von PPARr nach einer icv
Gabe des endogenen Agonisten 15-d-P%dr Kurzem wurde auch beobachtet, dass eine icv
Behandlung mit Pioglitazon die Ischamie-induzidftgression von PPAR-weiter erhdht
(Patzer et al. 2008). Auf der anderen Seite verarindie ischdmische Schadigung des
Gehirngewebes die Aktivitat des PPARind dessen Bindung an die entsprechenden DNA-
Konsensussequenzen. Eine icv Injektion von 15-d;R@ér eine systemische Behandlung
mit Rosiglitazon stellt die gestorte Bindungsatfides PPAR-zur DNA im ischdmischen
Kortex nicht nur wieder her, sondern erhoht diedBimg des aktivierten Rezeptors zur DNA
deutlich (Ou et al. 2006). Diese Befunde zeigentloér dass die PPAR-Agonisten nicht
nur die Expression des PPARim ischamischen Gewebe induzieren, sondern ausbede
Bindungsaktivitat zur DNA erhdhen. Deshalb ist eghtig, die Effekte einer zentralen
Aktivierung der PPARy nach einem ischamischen Schlaganfall zu untersudbie icv oder
intraparenchymale Applikation des Agonisten ist diazige Mdglichkeit die peripheren
Effekte der PPAR~Aktivierung auszuschlieRen und nur die zentralamswirkungen zu
erforschen. In unseren Versuchen wurde Pioglitagzoanterbrochen ab finf Tagen vor
MCAO bis ein oder zwei Tage nach MCAO icv infundiem eine selektive Aktivierung der
PPARy im Gehirngewebe zu erreichen, ohne die periph&BARy zu beeinflussen. In
friheren Experimenten wurde gezeigt, dass die @seati Arbeit verwendete Dosis von
Pioglitazon ausreichend ist, um das ischamischékiate Gewebe mit dem Agonisten zu
saturieren und dass die Effekte der PPARktivierung sich deshalb voll entfalten kdnnen
(Patzer et al. 2008).

4.2 Zerebrale PPAR- y und Neuroprotektion

Die Ziele in der Schlaganfalltherapie sind die \és$erung der Funktion der betroffenen
Neurone, die Minimierung der neurologischen Vedushd die Reduktion der Infarktgrofie.
Die systemische Vorbehandlung mit verschiedenen RRRAgonisten zeigte, dass diese
Substanzklasse den neurologischen Status verkessettdas Infarktvolumen verkleinerte.
Ahnliche Effekte konnten wir auch nach der icv Betilang der Ratten mit Pioglitazon
beobachten. Der neurologische Status wurde 24 M8nd nach MCAO ermittelt, um eine

zeitliche Entwicklung der neurologischen Beeinttégting wahrend der akuten Phase nach
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dem ischamischen Insult zu erfassen. Dartber hinande eine Methode zur Bestimmung
des neurologischen Status verwendet, die eine gehtersuchung motorischer und
sensorischer Defizite ermoglicht (Garcia et al. 3)99m Gegensatz zu einer selektiven und
andauernden Blockade der AT1-Rezeptoren im Gehilie, schon 24 h nach dem
ischAmischen Insult die motorischen Ausfélle vesbds (Lou et al. 2004), hatte eine
Stimulation der PPAR-vor und wéahrend der ischdmischen Periode keinafiuss auf die
neurologischen Defizite. Erst die NachbehandlungRglitazon nach MCAO verminderte
signifikant den Grad der sensorischen Ausfélle fledrPropriozeption und Reaktion auf
Berihrung der Vibrissae). Diese Ergebnisse zeigeutlidh, dass die Entwicklung von
motorischen und sensorischen Defiziten auch bes\rstieren nach einem Schlaganfall
unterschiedlich verlaufen kann und deshalb eindemihzierte Untersuchung beider
neurologischen Stoérungen erforderlich ist.

Der PPARy-Agonist reduzierte das Infarktvolumen an beidegefanach dem Schlaganfall.
Entscheidend ist die Unterdrickung der post-inflatonschen Reaktionen. Die icv
Behandlung mit Pioglitazon reduziert deutlich di&kamulation von Makrophagen und
aktivierter Mikroglia im Randgebiet der Ischamienéo et al. 2005).

4.3 Post-ischamische Inflammation: Die Rolle der Zy  tokine

Zerebrale Ischamie aktiviert pro-inflammatorisch@n& in beschadigten Neuronen und
Mikroglia. Die Induktion von pro-inflammatorischetytokinen, wie IL-13, TNFe und IL-6
und die darauf folgende Expression von Adhé&sionskibén an der Oberflache der EC
bewirken eine Migration von Granulozyten und Makragen in das ischamische
Gehirngewebe. Fr die beobachtete verringerte Akhkation dieser Entziindungszellen im
Randgebiet der Ischdmie kann bei Ratten, bei déheglitazon icv infundiert wird, eine
Reduktion der Expression von Zytokinen verantwontisein (Zhao et al. 2005). Tats&chlich
haben wir beobachtet, dass in der akuten Phasé (24ch dem ischamischen Insult) die
Produktion der oben genannten Zytokine in dem Istgd&Randgebiet des frontoparietalen
Kortex signifikant gehemmt wird. In zwei Punktentenscheiden sich unsere Experimente
von denen, welche die Expression von Zytokinen raider systemischen Vorbehandlung
mit verschiedenen PPARAgonisten vor dem Schlaganfall untersuchten. Bssteaben wir
die Konzentrationen der Proteine und nicht der mBN&r die jeweiligen Zytokine im

ischamischen Gewebe gemessen. Es wurde gezeigtwddsend der Hypoxie viel mRNA
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produziert wird, welche dann nicht in die entspeeaden Proteine umgeschrieben sondern
abgebaut wird (Roux-Lombard 1998). Zweitens haberdig Protein-Spiegel in einem genau
definierten ischamischen Randgebiet des frontofzdeie Kortex bestimmt. In vielen Studien
wurde die Expression von mRNAs im ganzen ischamisdfortex untersucht, bestehend aus
der Penumbra, dem ischdmischen Kern und dem geaswodeder Ischamie nicht betroffenen
Gewebe. In unseren Versuchen wurden auch die deh@imgschen Kern angrenzenden
Zellen im frontoparietalen Kortex identifiziert, \lgbe die jeweiligen Zytokine nach der

MCAO exprimieren.

4.4 Pioglitazon und TNF- a nach einem ischmischen Schlaganfall

Die icv Behandlung mit Pioglitazon hat die Prodaktivon TNFe im ischamischen
Randgebiet des Kortex effektiv inhibiert. In viel8tudien wurde bereits gezeigt, dass TdNF-
ein potenter Mediator fir das Absterben der besgteéid Neurone und die nachfolgende
Hirnschéadigung nach einer zerebralen IschamieDist. durch TNFe. ausgeldste neuronale
Zelltod wird durch den TNFR1 und dessen SignalttakBonskaskaden ausgeldst. Zu diesen
gehort die Aktivierung von NKB, wodurch die Transkription verschiedener pro-
inflammatorischer Gene, wie die TNFGene, und die Apoptose auslésenden Gene initiiert
werden sowie die ununterbrochene Aktivierung vonKJWang et al. 2007). Eine
signifikante Erhohung der TN&MRNA wurde schon 1 h nach dem Beginn der Ischdmie
beobachtet. Der erste Spitzenwert des TNFroteins erscheint 2 — 6 h und der zweite
Spitzenwert 24 — 36 h nach dem Beginn des isch&@imsmsults (Hallenbeck et al. 2002).

Im Einklang mit diesen Ergebnissen fanden wir aeicte erhéhte Produktion des Zytokins
und eine starke Akkumulation von TNFpositiven Neuronen im frontoparietalen Kortex
nahe des ischamischen Kerns. In dieser Arbeit wardgnals gezeigt, dass die Aktivierung
der zerebralen PPAR-mit Pioglitazon sowohl die Expression von TMFals auch die
Akkumulation von TNFe-positiven Zellen in dem Randgebiet des ischamiscKerns
unterdriickt. Hosomi et al. (2005) haben bericidass eine Senkung des ThNFSpiegels im
ischamischen Gewebe mittels neutralisierender Anpér eine Reduktion der Infarktgrofe
und des Infarktédems nach einer Ischamie bewirkli=-& ist ein Aktivator von Mikroglia
und ein potenter Induktor der Produktion von Adbasmolekilen an den EC, welche die
Anheftung und die Migration von Makrophagen und keyten ins ischamische Gewebe

fordern. Tats&chlich wurde eine verminderte Didte Entzindungszellen im isch&mischen
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Kortex bei mit Pioglitazon-behandelten Ratten bebbet (Zhao et al. 2005). Die systemische
Behandlung mit PPAR-Agonisten vermindert die Expression von Adhasiooigkiilen in
EC (Luo et al. 2006, Sundararajan und Landreth R0D4 in unseren Experimenten eine
geringe Dosis von Pioglitazon icv infundiert wurdghen wir davon aus, dass Pioglitazon
keinen direkten Effekt auf die Expression der Adb@smolekile in EC ausiben kann.
Vielmehr scheint die verminderte Produktion undigeé&zung von TNFe in beschadigten
Neuronen bei den mit Pioglitazon-behandelten Rattdfiir verantwortlich zu sein, dass die
EC in den umliegenden Gefallen die Adhasionsmolekidlbt so stark exprimieren und
folglich eine kleinere Anzahl von Entzindungszeli@s ischamische Gewebe Ubertritt.
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieestamkerdriickung der TNE-Produktion
durch die Aktivierung von zerebralen PPARdie Expression von Entzindungsmediatoren
und so die post-ischdmische Inflammation hemmt dred Ausbreitung der neuronalen

Schaden in der akuten Phase des Schlaganfallsnanhi

4.5 Pioglitazon und IL-113 nach einem ischamischen S chlaganfall

IL-13 ist entscheidend an den Entzindungsreaktiamah dem neuronalen Zelltod nach
zerebraler Ischdmie beteiligt. Die Antikorper gederil3 oder die Ausschaltung des IL-13-
Gens bei IL-13-Knockout-Mausen verminden die exakschen Prozesse und den
neuronalen Schaden im ischamischen Gewebe naam &nklaganfall (Allan und Rothwell,

2001, Allan et al. 2005). Die IL-1B-mRNA ist schomerhalb von 15 bis 30 min nach der
MCAO deutlich erhdht und die Protein-Expressionsisivohl in der friihen aber auch in der
spaten Phase nach einer Ischamie gesteigert (Betttah 1994, Wang et al. 2007). Auch wir
haben zeigen kénnen, dass der ischamische Schédiganginer starken Uberexpression von
IL-18 und Anh&ufung von IL-1R3-positiven Zellen imamigebiet des Infarkts fihrt.

Ubereinstimmend mit bereits publizierten Daten bedfasich IL-18 vor allem in

Mikrogliazellen/Makrophagen und nur in geringem Mafl Neuronen. Manche der IL-1R3-
positiven Neurone wiesen Anzeichen apoptotischeaMierungen auf. Die Gehirnischamie
erhoht deutlich auch die Expression des membramgimen IL-1R1, welcher nach der
Bindung des akzessorischen Proteins die Transamptzahlreicher inflammatorischer
Zytokine und neurotoxischer Stoffe aktiviert (Glagt al. 2010). Damit sind die

Voraussetzungen geschaffen, die Entziindungsreaktian aktivieren und zu verstarken,

welche hauptsachlich fur die fortschreitenden Sehaderantwortlich sind. Der zweite IL-113
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Rezeptor, IL-1R2 bindet zwar IL-13, jedoch ohne dignaltransduktionswege im
Zytoplasma zu aktivieren.

Es wurde bereits in einer friilheren Studie gezdagts eine systemische Behandlung mit dem
PPARy-Liganden Troglitazon zu einer Verringerung der IB-mRNA im ischamischen
zerebralen Gewebe fihrt (Sundararajan et al. 2@iBse Befunde konnten wir mit unseren
Versuchen bestéatigen, denn die icv Behandlung madliazon verminderte ebenfalls das IL-
1i3-Protein im ischamischen frontoparietalen Kogewohl 24 h als auch 48 h nach MCAO.
[I-13 wird hauptsachlich in Mikrogliazellen/Makrogdpen produziert. Durch Pioglitazon wird
deren Anhaufung im ischdmischen Gewebe verminddsad et al. 2005). Deshalb kann der
verminderte Spiegel des Interleukin-Proteins dudi@d Senkung der Entziindungszellen
erklart werden. AulRerdem wurde eine Reduktion HeH3Spiegels in den friihen Phasen (24
h) nach der MCAO beschrieben und zu spateren Zsitpn eine verminderte Akkumulation
von Mikrogliazellen/Makrophagen beobachtet (Zhamlet2005). Deshalb postulieren wir,
dass die niedrigere Expression und Freisetzunglhdfé im ischamischen Gewebe zu einer
verminderten Expression von AdhasionsmolekilenexnGberflache fuhrt und folglich auch
die Migration von Makrophagen und Granulozyten rtdrigckt. Andererseits kann der
aktivierte PPARy Uber so genannte Transrepression durch eine ktitmmazwischen dem
PPARy und anderen Transkriptionsfaktoren (wie dem Wj- die Transkription von
inflammatorischen Genen hemmen. Die Transkriptioeset Gene wird durch Ko-
Repressoren, welche an dem Promotor des Gens gabusimhd, verhindert. Unter
Einwirkung von z.B. NF«B dissoziiert der Ko-Repressor vom Promotor unchramdung
eines Ko-Aktivators kann die Transkription des Gdreginnen. Der aktivierte PPAR-
bindet jedoch an den Ko-Repressor und verhindedumth dessen Dissoziation und die
Bindung des Ko-Aktivators (Pascual et al. 2005). wObl diese Mechanismen in
Makrophagen beschrieben wurden, gehen wir davondass der aktivierte PPAfRauch in
der aktivierten Mikroglia Uber die gleichen Mechanen die Produktion von IL-13 und

anderen inflammatorischen Zytokinen hemmen kann.

4.6 Pioglitazon und IL-6 nach einem ischdmischen Sc  hlaganfall

Neben TNFe und IL-113 gehort auch IL-6 zu den wichtigsten Entlungsmediatoren nach
einem ischamischen Schlaganfall. Eine UbermaRigpreSsion von IL-6 initiiert und

verstarkt die Inflammation in den frihen Phaserhraam ischamischen Insult und wirkt pro-
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apoptotisch. In den spateren Phasen kann diesaskiZyjedoch anti-apoptotisch und
neuroprotektiv wirken (Rothwell 1999, Wang et aD0Z). Im Einklang mit friheren
Untersuchungen zeigen auch unsere Ergebnissedoagerebrale Ischamie die Produktion
von IL-6 in Mikrogliazellen/Makrophagen im Randbietedes Infarktes im frontoparietalen
Kortex erheblich erhoht. Tureyen et al. (2007) besb erstmals die verminderte
Konzentration der IL-6-mRNA 24 h nach der MCAO WRatten, die systemisch mit
Rosiglitazon behandelt wurden. Wir haben in uns&erdie das IL-6-Protein gemessen.
Dieses Protein spiegelt die IL-6 Expression genawigder. Die Kolokalisationsstudien
zeigten deutlich, dass IL-6 sowohl in MikrogliasellMakrophagen als auch in Neuronen
exprimiert wird. In stark beschéadigten, meistenopamtischen Neuronen konnte die
Expression von IL-6 und IL-13 nachgewiesen werden.

Die Uberexpression von IL-6 kann zu einer tberméRignflammation fiihren. Nach der
Bindung an seinen Rezeptor aktiviert IL-6 u. a. dAK/STAT-Signaltransduktionsweg. Die
Aktivierung des Rezeptors bewirkt die Transphosglation der Rezeptor-vermittelten JAKs
und der STATs. Daraufhin bewegen sich die STAT® Zellkern, wo sie die Transkription
von inflammatorischen Genen initiieren (van Wagoned Benveniste 1999). Es wurde
berichtet, dass die Inhibition der Phosphorylierwugn JAK/STAT-3 das Infarktvolumen
nach einer fokalen zerebralen Ischamie reduzierteden neurologischen Status verbesserte
(Satriotomo et al. 2006). Die molekularen Mechamismder IL-6-Inhibition durch
Pioglitazon sind nicht aufgeklart. Einer der Medkaren kann die Transrepression sein (wie
bereits unter 4.5 beschrieben). Anderseits kanrh adie negative Autoregulation von
CCAAT/Enhancer-Bindungsproteinen durch die Transakting von PPAR¢ eine Rolle
spielen. Diese Proteine erhdhen die Transkriptian wzahlreichen inflammatorischen
Mediatoren wie IL-6. In GefalBmuskelzellen inhibiereie Agonisten am PPAR-die
Bindung des Komplexes vom N&B und CCAAT/Enhancer-Bindungsprotein an die DNA
(Takata et al. 2002). Ob die gleichen Mechanismeochaflir die Pioglitazon-induzierte
Hemmung der IL-6-Expression verantwortlich sind,ssiin nach-folgenden Untersuchungen
geklart werden. Wir gehen davon aus, dass die itndmider GberméaRigen IL-6-Produktion in
den ersten Stunden nach dem Schlaganfall die naler@cthadigung vermindert und so zu
besseren neurologischen Ergebnissen nach der lgcbhaitragt.

IL-6 hat auch anti-apoptotische und neurotrophelE# und kann nach einem ischamischen
Schlaganfall vor Neurotoxizitat schitzen. (Sharmd Kumar 1998, Rothwell 1999, Wang et
al. 2007). Interessanterweise werden die gleicheechdnismen, welche zur Gehirn-

schadigung und zum neuronalen Tod nach einem Safflef beitragen, wie z. B. die
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Aktivierung des JAK/STAT-Signaliibertragungswegas;hafiir die neuroprotektiven Effekte
verantwortlich gemacht. Es wurde bereits gezeigissddie Blockade von IL-6 die
Phosphorylierung von STAT-3-Proteinen reduzierte d\poptoserate erhoht und den
neuronalen Schaden verschlimmert. Daraus liel3 sitiieRen, dass die Aktivierung vom
STAT-3-Proteinen den neuronalen Tod verhindern kKafamashita et al. 2005). Aul3erdem
verhindert eine Uberexpression von IL-6 die NMDAWzierte Exzitotoxizitat (Ali et al.
2000).

Wir zeigen in dieser Arbeit, dass Pioglitazon dibdate Produktion von IL-6 zu spateren
Zeitpunkten nach MCAO nicht mehr hemmt. In diesenase konnte IL-6 sogar
neuroprotektiv. und neuroregenerativ wirken. Wir tpberen, dass eine sehr prazise
Regulation der IL-6-Expression im ischdmischen Gmwvén verschiedenen Phasen nach
einem Schlaganfall entscheidend zu den neuropreéekEffekten der aktivierten zentralen
PPAR« beitragt.

Unsere Daten weisen zusammen mit bisherigen Fangsleugebnissen, wie z.B. der Senkung
der Akkumulation von den Mikrogliazellen/Makrophagend der verminderten COX-2-
Produktion deutlich auf die Bedeutung von zentrddtARy und deren anti-entztindlichen
Wirkungen, sowie auf die Effekte der PPAR-iganden im ischdmischen Hirngewebe im
Hinblick auf die Neuroprotektion hin. Die beobadbt&erminderung der Infarktgré3e und
der sensorischen Ausfalle bei den Ratten, die nuiglPazon behandelt wurden, bestatigt
diese Hypothese. Pioglitazon kann somit wichtigerdpeutische Funktionen bei der
Behandlung von ischdmischen Schlaganfallen habkmcB et al. (2005), berichteten, dass
Patienten, die an einem atherothrombotischen isidtlien Schlaganfall litten und bei denen
ein erhohter Plasmaspiegel des endogenen PPRKUBanden 15-d-PGJfestgestellt wurde,
einen besseren neurologischen Status und klein&aekigréRen aufwiesen (sowohl 24 h als
auch 48 h nach MCAO). In einer klinischen Studierdeu berichtet, dass es zu einer
verbesserten Erholungsphase von Schlaganfallpatieggkommen ist, die an Diabetes Typ 2
erkrankt waren und mit Pioglitazon/Rosiglitazon d&edtelt wurden (Lee und Reding 2007).
Unsere Ergebnisse haben deutlich gezeigt, dassTdl@s durch die Aktivierung der
zerebralen PPAR-die post-ischdmische Inflammation hemmen und éteeluktion der
neuronalen Schaden nach einem ischamischen Scfdigdmewirken und somit
neuroprotektive Effekte aufweisen.



52

5 Zusammenfassung

Die systemische oder zentrale Behandlung von Vasdiaren mit den selektiven Agonisten
von PPARy, den Thiazolidinedionen (wie dem Pioglitazon), usdrt nach einem
ischdmischen Schlaganfall die Infarktgrof3e und essbrt den neurologischen Status. Die
entscheidende Rolle kdnnte dabei eine Unterdriicldergpost-ischamischen Inflammation
spielen. Die zerebrale Ischamie aktiviert die Egpi@n von pro-inflammatorischen
Zytokinen und Mediatoren, zu welchen auch T&yHAL-1R und IL-6 geho6ren, und fuhrt zur
Migration von Granulozyten und Makrophagen in dsshéamische Gewebe. Diese Zellen
bewirken zusammen mit den aktivierten Mikrogliazell eine starke post-ischdmische
Inflammation, die entscheidend zum Verlust der badigten Neurone in der Penumbra
beitragt. Der PPAR-wird im Gehirn konstitutiv exprimiert und der Sabhnfall steigert
erheblich die Synthese des Rezeptors im ischamisGledirngewebe. Die Thiazolidinedione
Uberwinden die Bluthirnschranke. Deshalb kdnnendeer systemischen Behandlung mit
den PPARy-Agonisten sowohl die peripheren als auch die adnr Effekte zu dem
verbesserten Ausgang nach einer zerebralen Ischaeitiagen. Um die Mechanismen der
neuroprotektiven Wirkung der zentralen PPARzu untersuchen, wurde Pioglitazon
ununterbrochen funf Tage vor und ein bzw. zwei Tageh MCAO intrazerebroventrikular
infundiert, um eine selektive Stimulation der PPARA Gehirngewebe zu erreichen.
Pioglitazon reduzierte das Infarktvolumen und vewherte signifikant den Grad der
sensorischen Ausfalle 48 h nach MCAO. Diese Ergeenzeigen deutlich, dass Pioglitazon
die Entwicklung von motorischen und sensorischerfiziden nach einem Schlaganfall
unterschiedlich beeinflussen kann. Wie erwartetdewie Expression von TN&-IL-13 und
IL-6 an beiden Tagen nach dem Schlaganfall im Rebigg der Ischdmie erheblich erhoht.
TNF-o wurde fast ausschlie3lich in Neuronen und IL-1Viikkrogliazellen/Makrophagen
exprimiert. Hauptsachlich wurde IL-6 24 h nach deaoh@mischen Insult in Mikrogliazellen/
Makrophagen aber auch in manchen Neuronen syn#retin stark beschadigten Neuronen
konnte die Expression von beiden Zytokinen IL-6 uhell3 nachgewiesen werden. Die
Aktivierung der zerebralen PPARmIt Pioglitazon verminderte sowohl die Uberexpi@ss
von TNFo und IL-13 als auch die Akkumulation von TNFund IL-13-positiven Zellen in
dem Randgebiet des ischdmischen Kerns an beideenTmach MCAO. Interessanterweise
hemmte Pioglitazon die IL-6-Produktion nur in desten 24 h nach dem Schlaganfall, wenn

eine Ubermalige Expression des Zytokins die Entaigsteaktionen initiiert und verstarkt,
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nicht aber in der spateren Phase, wenn IL-6 neatektiv wirken und den neuronalen Tod
verhindern kann.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine Akting der zentralen PPAR-die post-
ischamsiche Entziindung hemmt, den Gehirnschadeern®gind die Restitution nach einem
Schlaganfall verbessern kann. Dartber hinaus tradjese Ergebnisse wesentlich zum
besseren Verstandnis der Bedeutung der zentralehRRBPbei pathophysiologischen
Prozessen im ischamischen Gewebe bei und kdnnéralbeals ein wichtiger Beitrag zur
Etablierung von PPAR-Agonisten, wie z.B. Pioglitazon als neues Thelamieept zur

Behandlung ischamischer Schlaganfalle betrachtedeme
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