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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Einflissen von fettreichen Didten bzw. die Gabe des
Ketonkorpers 8 - Hydroxybutyrat (BHB) auf den Endpunkt Schlaganfall. Um alle gezeigten Metabolite
messen zu konnen, wurde eine GC - MS Analytik etabliert. Hieraus ergeben sich die drei Teile der
vorliegenden Arbeit. Im ersten Teil wird die Etablierung der GC - MS Analytik vorgestellt, im zweiten
Teil der Einfluss unterschiedlicher Didten auf den Endpunkt Schlaganfall. Im letzten Teil wird die
akute Gabe des Ketonkorpers BHB im Schlaganfallmodell untersucht.

1.1 Epidemiologie und Atiologie des Schlaganfalls

Laut WHO erlitten 2012 weltweit geschatzt 6,7 Millionen Menschen einen Schlaganfall [1]. Damit
stellt der Schlaganfall die zweithaufigste Todesursache nach Herzinfarkten mit geschatzt 7,4
Millionen Menschen weltweit dar [1], [2]. Sowohl ischamische als auch hdamorrhagische Schlaganfalle
stellen den Hauptgrund fiir dauerhafte Behinderungen dar [1], [3], [4]. Die anfallenden Kosten fir
einen Schlaganfallpatienten, der zum ersten Mal einen Schlaganfall erlitten hat und das erste Jahr
Uberlebt hat, belaufen sich in Deutschland auf 18517 € / Jahr [4]. Allerdings sind die
RehabilitationsmalRnahmen der wesentliche Kostentrager, der gemittelt fiir Frauen und Manner bei
43129 € / Jahr liegt [4]. Damit ergibt sich eine Gesamtbelastung im Jahr in Deutschland von 7,1
Milliarden Euro [4]. Diese Zahlen veranschaulichen deutlich die Beeintrachtigung des Patienten nach
einem Schlaganfall, als auch die enormen finanziellen Kosten bei der Langzeitpflege.

Entwicklung der Lebenserwartung in Deutschland
(1960 bis 2060)

95
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75

70

Lebenserwartung Neugeborener in Jahren
=

65

minnlich

1960 1970 1980 1990 2000 2010 200 2030 2040 2050 2060 I weiblich

Abb. 1 Fernere Lebenserwartung in Deutschland von 1960 - 2060 nach Geschlecht. Abbildung aus
Institut fiir Automation und Kommunikation (IfAK) von Nadine Kdrcher [5].
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In Deutschland steigt die Lebenserwartung seit 1949 stetig an. Ein 60 jahriger Mann konnte im Jahre
1871 im Mittel mit 12,1 Jahren =zusatzlich rechnen. Im Vergleich dazu, kann ein Mann
Hochrechnungen zufolge im Jahr 2060 mit zusatzlichen 26,6 Jahren rechnen. Bei Frauen ist die
Spanne zwischen 1871 und 2060 noch groBer. Wahrend eine Frau im Jahre 1871 im Durchschnitt
72,7 Jahre alt geworden ist, wird Sie im Mittel 2060 90,1 Jahre alt werden [6].
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Abb. 2 Lebenszeitpréivalenz des Schlaganfalls nach sozialem Status. Rohdaten aus
Gesundheitsberichterstattung des Bundes [7].

Laut der DEGS-1 Studie liegt die Lebenszeitpravalenz in Deutschland fir den Schlaganfall im Alter
zwischen 40 — 79 Jahren bei 2,9 % [8]. Interessant ist auch, dass Menschen mit niedrigem Sozialstatus
haufiger (4,7 %) einen Schlaganfall erleiden, als Bevolkerungsgruppen mit hohem Sozialstatus (1,15
%) (8] (s. Abb. 2). Sowohl die steigende Lebenszeitprdvalenz, als auch die steigende Lebenserwartung
kénnen den Schluss zulassen, dass die Anzahl an Schlaganfallpatienten bis 2060 steigen wird. Wenn
man Hochrechnungen der Schlaganfallzahlen bis 2050 in Hessen ndher betrachtet, erkennt man, dass
die Anzahl von Schlaganfallpatienten von 20846 (2006) auf Gber 35000 Personen ansteigen soll [8].
Ein Grund hierfir ist die stetig steigende Lebenserwartung in Deutschland [6] (s. Abb. 1.).

Den voraussichtlich steigenden Zahlen an Schlaganfallpatienten kann man gegeniiberstellen, dass die
Versorgung von Schlaganfallpatienten in westlichen Landern permanent verbessert wird [8], [9] und
die Mortalitat laut dieser Studien sinkt. Ein weiteres Argument fiir sinkende Langzeitbehandlungen in
der Zukunft, sind die verbesserten Hilfsfristen (von der Alarmierung des Rettungsmittels bis zum
Eintreffen am Einsatzort) im Rettungsdienst. Die Hilfsfristen lagen 2008/2009 im Mittel in
Deutschland bei 8,7 min. [11]. In Deutschland gibt es 163 sogenannte Stroke - Units (Stand: Mai
2010), in denen 51% aller auftretenden Schlaganfélle behandelt werden [10]. Wenn diese Zahlen
weiterhin verbessert werden, kann man von sinkenden Langzeitkosten, sowie sinkenden Todesféllen
ausgehen.

AbschlieBend kann man festhalten, dass die effektive Anzahl an Schlaganfallpatienten sehr
wahrscheinlich steigen wird, die Kosten fiir die Langzeitbehandlung und die absoluten Todesfalle
durch den Schlaganfall jedoch vorraussichtlich sinken werden.
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Im Folgenden soll die Atiologie des Schlaganfalls anhand der Risikofaktoren niher erlutert werden.
Die Risikofaktoren fir den ischamischen Schlaganfall sind nach [12] gliederbar:

o Neue Risikofaktoren (Homocystein, CRP)

e Traditionelle Risikofaktoren (kérperliche Inaktivitat )

e Modifizierbare Risikofaktoren (Rauchen, Adipositas, Diabetes, Vorhofflimmern)

e Nicht-modifizierbare Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, Ethnie, Familienanamnese)

Es gestaltet sich mitunter schwierig, anhand eines bestehenden Risikofaktors die Wahrscheinlichkeit
flr den Eintritt einer Erkrankung vorherzusagen. Im Falle des Schlaganfalls ist 1991 die sogenannte
Framingham-Stroke-Risk-Profile (FSRP) Skala vorgeschlagen und etabliert worden [13]. In den
darauffolgenden Jahren wurde dieses diagnostische Instrumentarium, zur Abschatzung der 10 Jahres
Schlaganfallpravalenz, immer weiter optimiert und an aktuelle Forschungsergebnisse zum Thema
Schlaganfall angepasst [11] - [15]. Die Skala der FSRP reicht von 0 — 27 Punkten, wobei 0 Punkte
einem 10 Jahres Risiko von 1,1 % bzw. 27 Punkte einem 10 Jahres Risiko von 84,4 %, einen
Schlaganfall zu erleiden, entsprechen [12], [14].

Neben den zuvor genannten Griinden, stellen die modifizierbaren Risikofaktoren Rauchen,
Hypertonie, Hyperlipidamien, Diabetes und Adipositas die haupsachlichen Griinde fiir die steigende
Inzidenz von Schlaganfillen in westlichen Landern dar [15]. Der Beitrag eines jeden Risikofaktors zur
Erhéhung der Schlaganfallwahrscheinlichkeit, ist Tab. 1 zu entnehmen.
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Risikofaktoren
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Tab. 1 Risikofaktoren des ischamischen Schlaganfalls und die sich daraus ergebenden Faktoren
Pravalenz, relatives Risiko und abzuleitende MalRnahmen. Modifiziert nach [3], [13], [20].

Die genannten Risikofaktoren kénnen entweder zu einem ischamischen Schlaganfall
(Thromboisierung; Embolisierung) oder im Falle einer hdmorrhagischen Diathese durch die Ruptur
eines Aneurysmas bzw. das sekundare Platzen einer Hirnarterie, Venensini oder Hauptvene zu einer
Hirnblutung fihren [12].
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1.2 Pathophysiologie des Schlaganfalls

In diesem Kapitel wird die Pathophysiologie des Schlaganfalls auf den Energiestoffwechsel bzw. auf
zelluldarer Ebene erldutert. Grundsatzlich zu unterscheiden ist dabei der ischamische vom
hamorrhagischen Schlaganfall [23]. Der ischamische Schlaganfall stellt mit 80 — 85 % (gegenilber 15 —
20 % Hamorrhagien) den Uberwiegenden Anteil der gesamten Schlaganfille dar [24]. Die
ischamischen Schlaganfille stehen im Fokus unserer Arbeitsgruppe und das Modell zur Induktion
eines Schlaganfalls in der Maus generiert Minderperfusion der mittleren Zerebralarterie, was auch
einer ischamichen Diathese entspricht. Deswegen soll an dieser Stelle die Pathophysiologie des
ischamischen Schlaganfalls ndher betrachtet werden.

Zum akuten ischdamischen Schlaganfall kommt es durch einen plétzlichen Abfall oder Verlust der
Perfusion bestimmter Versorgungsgebiete des Gehirns [25]. Die neurologische Funktion der distal zur
Ischamie gelegenen Hirnabschnitte kann nicht mehr aufrechterhalten werden [25]. Durch die
Minderperfusion entwickeln sich im weiteren zeitlichen Verlauf unterschiedliche Pathomechanismen,
die bei fehlender Wiedereréffnung (Reperfusion) zum endgiltigen Zelltod fiihren [26]. In Abb. 3 wird
die zeitliche Abfolge aller aktuell untersuchten Pathomechanismen im zeitlichen Verlauf grafisch
dargestellt.
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Abb. 3 Zeitliches Profil der ablaufenden Pathomechanismen des ischdmischen Schlaganfalls,
modifiziert nach Brouns et al. 2009 [26].

Wie in Abb. 3 ersichtlich, ergibt sich in Abhangigkeit von der Zeit eine Core Region und eine
Penumbra Region [27]. Die Penumbra ist eine Region, in der eine Hypoperfusion besteht, die aber
nicht vollstandig von der Nahrstoffversorgung abgeschnitten ist. Die Core Region ist ein irreversibel
zerstorter Bereich, in dem keinerlei Nahrstoffversorgung mehr stattfindet und die Zellen in diesem
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Bereich nekrotisieren. Im Vergleich hierzu unterliegen die Zellen, die im Penumbra-Bereich liegen,
apoptotischen Prozessen [23] — [25]. Die Penumbra-Region wird mit der Zeit immer kleiner und geht
in die irreversibel geschadigte Core-Region (iber. Der lonengradient bleibt in der Penumbra-Region
zwar bestehen, aber dieser Ubergangszustand ist durch Azidose, erhdhte Sauerstoffextraktion und
minimal verbleibende ATP-Spiegel charakterisiert [28].

In der vorliegenden Arbeit wird das bioenergetische Defizit als Interventionsschnittstelle zur
Verbesserung des neurologischen Status fokussiert. Aus diesem Grund werden die anderen
Pathomechanismen an dieser Stelle nicht im Detail besprochen. Weiterfiihrende Literatur zu diesem
Thema ist in den Publikationen [21], [22], [26], [27] einsehbar. Die Pathologie der mitochondrialen
Dysfunktion wird zum besseren Verstandnis direkt im Diskussionsteil unter Kap. 4.2.4 Effekte einer
akuten Gabe von BHB auf Mitochondrien abgehandelt.

Einleitend wird die zeitliche Abfolge der eintretenden Ereignisse nach Einsetzen der Ischamie
besprochen. Eine aktuelle NMR-Studie ergab bei Ratten, dass direkt nach der einsetzenden Ischdamie
die Laktat-Spiegel auf Uber 10 mM ansteigen, die ATP-Spiegel um 1,0 mM abfallen, die
Phosphokreatin - Spiegel um 1,5 mM sinken, der pH-Wert auf 6,2 absinkt und die Sauerstoffsattigung
der distal gelegenen Erthrozyten (BOLD - Effekt = Blood - Oxygenation - Level - Dependent - Effekt)
um 30 -40 % abnimmt [32]. Das resultierende Sauerstoffdefizit ist ein Schliisselereignis, das die
weitere Progression bestimmt. Der gesamte Hirnstoffwechsel kann nunmehr seine Energie (ATP)
nicht mehr Uber die oxidative Phosphorylierung, sondern nur noch liber die anaerobe Glykolyse
bereitstellen [29] - [31]. Durch die anaerobe Glykolyse entsteht durch fehlenden Sauerstoff aus 1 Mol
Glukose, 2 Mol Laktat [36]. Die distalen Hirnareale zur Okklusion verarmen an Glukose und Sauerstoff
[37]. Des Weiteren resultiert aus dieser Art der ATP-Regeneration auch eine Azidose, da pro Mol
Laktat auch immer 1 Mol Protonen freigesetzt wird, die den pH-Wert im Gehirn auf bis zu 6,2 sinken
lassen [29], [30]. Ab diesem Punkt der Pathogenese sind sich Forscher nicht mehr einig Gber die
zeitlich ablaufenden Prozesse [38]. Durch die Azidose 6ffnen sich prasynaptische ASIC - 1a Kandle
(acid - sensing - ion - channels - 1a) in hippocampalen Neuronen von Mausen, die die cytosolische
Calciumkonzentration ([Ca]2+cyt.) ansteigen lassen. Bei Mausen, die ASIC - 1a defizient sind, zeigt sich

kein Anstieg an [Ca]2+cyt [39]. Es gibt aber noch weitere Pathomechanismen, die einen Anstieg an
cytosolischem Calcium bedingen. Zum einen sind hier die transient — receptor — potential - channels
(TRPM) vom Subtyp 2 und 7 zu nennen und zum anderen die NMDA / AMPA und Kainat-Rezeptoren
[36], [37]. Aber auch der Transport von cytosolischem Calcium aus der Zelle ist bei zerebraler
Ischdmie beeintrachtigt. Hier spielt vor allem die Beeintrachtigung der Plasmamembran Ca** ATP-ase
(PMCA) und des Natrium-Calcium-Austauschers (NCX) eine tragende Rolle. Beide Transporter sind an
der Calcium-Homoostase in Neuronen beteiligt [42]. Unter physiologischen Bedingungen arbeitet der
NCX so, dass er drei Natrium-lonen aus der Zelle schleust und dafir 1 Calcium-lon im Austausch in
die Zelle transportiert [42]. Dieser Transporter ist bidirektional und kann im sogenannten Calcium-
Eintrittsmodus Calcium-lonen in die Zelle bzw. im Calcium-Austrittsmodus Calcium aus der Zelle
transportieren [43]. Es gibt Forschungsgruppen, die dem NCX eine neuroprotektive Wirkung
zusprechen und andere die im NCX die treibende Kraft fiir den neuronalen Zelltod sehen [43].
Wichtig zu erwahnen ist, dass die Plasmamembrantransporter fir Calcium-lonen eine tragende Rolle
bei der Regulierung von Calcium spielen und somit einen groRen Beitrag an der Pathophysiologie des
Schlaganfalles haben.
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In Abb. 4 wird die Beteiligung der wichtigsten Transporter und Kanile auBer dem ASIC - la
veranschaulicht.

L-Typ
Ca-Kanal

Abb. 4 Transporter und Kandile, die an der Erhéhung des cytosolischen Calciums ([Caz"]cy,,) beteiligt
sind. Modifiziert nach Szydlowska et al. 2010 [43]. NCX = Natrium - Calcium - Austauscher, PMCA =
Plasmamembran - Calcium - ATPase, TRPM - 2 / 7 = transiente - Rezeptor - Potential Kationen -
Kanale Typ 2 + 7.

Mit den beschriebenen Mechanismen, wird zum einen der Calcium-Einstrom erhoht und der
Calcium-Transport aus der Zelle verhindert. Beide Mechanismen fiihren so zu einer Erhéhung des
cytosolischen Calciums.

Neben der Erhohung des cytosolischen Calciums durch Transporter und Kanile, gibt es die zweite
wichtige und sehr gut erforschte Komponente der Exzitotoxitzitat [43]. Olney et al. hat diesen Begriff
1969 gepragt. Er beschreibt die neuronale Toxizitdat aufgrund einer exzessiven Aktivierung von
ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren [44]. Dieser Mechanismus stellt einer der
Hauptmechanismen fiir den neuronalen Verlust von Neuronen bei andauernder zerebraler Ischamie
dar [44]. Durch eine vermehrte Aktivierung von AMPA - , NMDA - und Kainatrezeptoren durch
Glutamat kommt es zu einem erhéhtem Natrium - und Calciumeinstrom in die Zelle [45]. Calcium
kann Proteasen (z. Bsp. Calpaine) aktivieren [46] , fordert den oxidativen Stress [47] und kann selbst
Zellschwellung und Zerstérung der Plasmamembran bedingen [46].

Die sogenannte Glutamatexzitotoxizitat ist ein wichtiger Kernpunkt in der pathogenetischen
Betrachtung des ischdamischen Schlaganfalls. Allerdings haben viele Humanstudien mit NMDA
Rezeptorantagonisten (Selfotel, Memantin) ihre Wirksamkeit in Bezug auf die Unterdriickung der
Glutamatexzitotoxizitat nicht belegen kénnen [48].
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1.3 Therapie des akuten ischamischen Schlaganfalls

Die Therapie des akuten ischamischen Schlaganfalls soll anhand der bestehenden Leitlinien, die in
Deutschland verbindlich sind, erldutert werden. Diese Leitlinien entstehen in Kooperation zwischen
der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie (DGN), der Deutschen Schlaganfall-Gesellschaft (DSG) und
der Deutschen Gesellschaft flir Neuroradiologie (DGNR) [39], [40]. Durch eine Vielzahl an neuen
Publikationen im Jahr 2015 beziglich der medikamentésen Thrombolyse mit rekombinanten-
Gewebe - Plasminogen - Aktivatoren (kurz: rtPa) und der mechanischen Thrombektomie, wurde 2016
ein Ergdanzungstext von der DGN veroffentlicht, der die bestehende Leitlinie , Akuttherapie des
ischamischen Schlaganfalls” erganzt [51].

Die akute Behandlung von Schlaganfallpatienten basiert auf 5 unterschiedlichen Prinzipien [49]. Dazu
gehoren:

e Allgemeine Behandlung/Basistherapie

e Spezifische Behandlung, z.B. rekanalisierende Therapie

e Friithe Sekundarprophylaxe

e Erkennung, Vorbeugung und Behandlung von Komplikationen
e Friihe rehabilitative Therapien

Die allgemeine Behandlung / Basistherapie umfasst den Erhalt der Vitalfunktion, sowie die stdndige
Kontrolle des neurologischen Status. Die Vitalparameter Atem - und Herzfrequenz,
Sauerstoffsattigung, Blutdruck und Korpertemperatur werden an dieser Stelle nicht ausfiihrlich
besprochen, sind aber in den Publikationen [39], [41] — [44] beschrieben.

In den Leitlinien der DGN hat sich in Bezug auf die Thrombolyse / Thrombektomie zwischen den
Jahren 2000 - 2013 ein Paradigmenwechsel vollzogen. Grund dieses Paradigmenwechsels in der
Therapie ist das gute Abschneiden von mechanischen Verfahren in der Behandlung der proximal
intrakraniellen GefaRe von Schlaganfallpatienten und die Verbesserung der bestehenden
medikamentdsen Thrombolytika.

Zu Beginn der Thrombolysetherapie [55] wurden fiir das rtPa Alteplase (Actilyse®) ein Zeitfenster
von 3 h nach Beginn der Symptome von der europdischen Zulassungsstelle genehmigt. Nachdem
Hacke et al. 2008 das Zeitfenster zwischen 3,0 und 6,0 Stunden fiir ihre Studie (ECASS - Ill) gesetzt
hatten und auch hier einen signifikant besseren neurologischen Status der Patienten erreichen
konnten, wurde die Empfehlung der DGN im November 2010 auf 4,5 h erweitert. Andere Vertreter
der rtPa’s, wie Tenecteplase (Metalyse®) oder Reteplase (Raptilysin®) sollen nach Empfehlung der
DGN nur fir Studienzwecke benutzt werden [49]. Die Indikation zur Lysetherapie besitzt in
Deutschland nur Alteplase [56].

Nahezu zeitgleich wurde von Rha et al. 2007 die Rekanalisation mit mechanischen Verfahren der
medikamentésen Thrombolysetherapie gegentiibergestellt. Die Thrombektomietherapie kommt nur
in Frage, wenn proximal intrakranielle Arterienverschlisse vorliegen (Arteria Carotis, Arteria Cerebri,
Arteria Vertebralis, Arteria Basillaris). Die Rekanalisationsrate war in dieser Studie der
medikamentdsen Therapie signifikant Uberlegen, allerdings nicht die Gesamtmortalitat [55].
Folgestudien (EXTEND - 1A und ESCAPE), mit einheitlichen Werkzeugen (Stent - Retrievern)
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erbrachten dann auch das Ergebnis der Uberlegenheit von mechanischen Rekanalistionstechniken
gegenliber bestehenden medikamentésen Interventionen [46], [47].

AbschlieBend ist zu erwahnen, dass nahezu alle Patienten (85 %), die an den Studien teilgenommen
haben, vorher mit rtPa behandelt wurden und die alleinige Uberlegenheit von mechanischen
Verfahren gegeniiber medikamentdsen Lyseverfahren mit rtPa somit nicht untersucht worden ist
[59].

Nach erlittenem Schlaganfall oder einer transistorisch ischamischen Attacke (TIA) muss eine
Sekundarprophylaxe erfolgen [12], [14]; [60]; [61]. Die aktuell geltende Leitlinie der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V (AWMF) aus dem
Jahr 2015 beschreibt vier Sdulen der Sekundarprophylaxe [60].

e Thrombozytenaggregationshemmer

e Lipidsenker

e Orale Antikoagulantien bei Vorhofflimmern
e Arterielle Hypertonie

Die Hemmung der Thrombozytenaggregation soll mit Acetysalicylsaure (ASS) erfolgen [62]. Zusatzlich
sollte Dipyridamol oder Clopidogrel verabreicht werden [63]. Die unterschiedlichen Kombinationen
mit ASS sind im Vergleich nicht besser oder schlechter (Evidenzgrad: B) [64]. Zur Prophylaxe missen
Dosierungen von 100 mg ASS, 75 mg Clopidogrel und 200 mg Dipyridamol verabreicht werden [64].
Im Falle eines Ulkusleidens kénnen Protonenpumpeninhibitoren (PPI’s) zusatzlich gegeben werden.

Im Falle von Hyperlipiddmien sollte ein Statin verabreicht werden (Simvastatin, Atorvastatin,
Pravastatin) und solange eskalierend therapiert werden, bis der Zielwert < 100 mg/dl LDL Cholesterin
erreicht [65] - [66]. Andere Praparate, wie Nikotinsdurederivate, Fibrate oder Ezetimib dirfen nicht
routinemaRig eingesetzt werden, sondern nur nach kritischer Priifung der Indikation verabreicht
werden [65], [67], [68].

Die Gruppe der neuen oralen Antikoagulantien (NOAK’s) sind auch in der Sekundarprophylaxe
implementiert [60]. Sie weisen gegenliber den Coumarinen ein besseres Nutzen-Risiko Verhaltnis
auf. Im Falle von Vorhofflimmern, wird diese Gruppe, bestehend aus Rivaroxaban, Dabigatran und
Apixaban, empfohlen [69] - [71]. Die Nierenfunktion sollte einmal jahrlich unter der Therapie
untersucht werden.

Die letzte Saule der Sekundarprophylaxe stellt die Behandlung der arteriellen Hypertonie dar.
Empfohlen werden ACE-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptorantagonisten in Kombination mit einem
Diuretikum, definitiv aber keine B-Blocker [62] - [64].
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1.4 Der Citratzyklus

Der Forscher Hans Adolf Krebs und sein Kollege William Arthur Johnson postulierten 1937 den
Citratzyklus als gemeinsamen Stoffwechselweg fiir Kohlenhydrate [73]. Sie entdeckten, dass die
Konzentrationen von Citrat in der Brustmuskulatur von Tauben nur geringen Schwankungen
unterlegen waren und folgerte daraus die immer wiederkehrende Bildung von Citrat aus Oxalacetat
[73]. Nach dieser Erkenntnis wurden die gesamten Intermediate des Citratzyklus mit den jeweiligen
Enzymen in den darauffolgenden Dekaden erschlossen.

Der Citratzyklus beschreibt einen Stoffwechselweg, in dem Reduktionsaquivalente in Form von NADH
+ H" bzw. FADH, regeneriert werden. Kohlenhydrate, Proteine und Fette, sofern sie in Acetyl - CoA
oder in ein Zwischenprodukt des Citratzyklus umgewandelt werden kénnen, sind in der Lage, zu der
aeroben Energiegewinnung einen Beitrag zu leisten. Die aufeinanderfolgenden Reaktionen des
Citratzyklus finden alle in der mitochondrialen Matrix der Zelle statt. Das bei der Glykolyse gebildete
Pyruvat muss erst aus dem Cytosol in die Mitochondrien gelangen, wird dort aber sehr schnell zu
Acetyl - CoA oxidativ decarboxyliert. Die Enzyme der B - Oxidation hingegen befinden sich an der
inneren Mitochondrienmembran und kdnnen so das am Ende entstehende Acetyl - CoA direkt in den
Citratzyklus einspeisen [36]. Im Folgenden wird nicht auf die Einzelreaktionen des Citratzyklus
eingegangen, sondern auf die Regulierung der wichtigsten Enzyme und somit die Regulierung der
Einspeisung von Substraten in den Citratzyklus. In Abb. 5 sind die Reaktionen sowie die auffillenden
(anaplerotischen) und abzweigenden (kataplerotischen) Reaktionen graphisch dargestellt.
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Abb. 5 Citratzyklus mit den wichtigsten anaplerotischen und kataplerotischen Reaktionen.
Anaplerotische und kataplerotische Reaktionen sind blau hinterlegt.
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1.5 Die Pyruvatdehydrogenase

Bevor die hohe Komplexitdt der Pyruvatdehydrogenase (PDH) erklart wird, soll auf die zentrale
Stellung der PDH innerhalb der Energieregulation der Zelle aufmerksam gemacht werden. Die
Pyruvatdehydrogenase entspricht einem Multienzymkomplex, der aus drei Enzymen und 5
Coenzymen aufgebaut ist [74]. Dieser Enzymkomplex stellt die wesentliche Verbindung von der
Glykolyse zum Citratzyklus her. Eukaryonten kénnen aus Acetyl - CoA keine Glukose generieren, da
die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl - CoA durch die PDH irreversibel ist [36]. Die Reaktion ist auf
den ersten Blick nicht sonderlich komplex, da sie einer einfachen Decarboxylierung entspricht (s.
Abb. 6)

PDH
Pyruvat + CoA + NAD* ———» Acetyl-CoA + CO, + NADH+H*

Abb. 6 Das Reaktionsschema der Pyruvatdehydrogenase (PDH).

Die Umsetzung dieser Reaktion basiert auf drei gekoppelten Reaktionen, einer Decarboxylierung,
einer Oxidation und abschlieBend die Ubertragung auf Acetyl - CoA. Der PDH-Komplex ist aus drei
Enzymen aufgebaut, aus einer Transacetylase (E,), der Pyruvatdehydrogenase Einheit (E;) und der
Dihydrolipoyldehydrogenase (Es). Diesen drei Enzymen sind fiinf Coenzyme bei der Umsetzung
behilflich, Thiaminpyrophosphat (TPP), Liponsdure und FAD (£ katalytische Coenzyme), sowie CoA
und NAD", die als stochiometrische Co - Substrate dienen [36].

Im ersten Schritt wird die Decarboxylierung von Pyruvat durch die Pyruvatdehydrogenase-
Komponente (E;) katalysiert. Hierzu muss Pyruvat an TPP gebunden vorliegen.

/R2 0 /Rz
H,C HiC
N? 3 N
DA ~ - |
S . CH,
Ry © Ry
Carbanion Pyruvat Hydroxyethyl-TPP
des TPP

Abb. 7 Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl - CoA durch die Pyruvat — Dehydrogenase -
Komponente (E;)

Im zweiten Schritt wird die Oxidation der OH - Gruppe des Hydroxyethyl - TPP vollzogen. Hierbei wird
Liponamid als prosthetische Gruppe benutzt, wobei die Umsetzung hier durch die PDH - Komponente
E, katalysiert wird.
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Abb. 8 Oxidation der OH - Gruppe des Hydroxy - TPP und nachfolgende Konjugation mit Liponamid

In diesem Oxidationsschritt dient die Disulfidbriicke sowohl als Oxidationsmittel und der
Folgereaktion auch als Konjugationspartner.

Der letzte Schritt bei der Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl - CoA, ist die Transferierung der Acetyl-
Gruppe von Liponamid auf Coenzym A. Diese Reaktion wird durch die Dihydrolipoyltransacetylase
(E,) katalysiert.

HS
0 HS
H.C S E
CoA—SH + M3 —_— +
HS
R, H4C CoA
(0] Rl

CoA Acetylliponamid Acetyl-CoA Liponamid

Abb. 9 Transferierung der Acetylgruppe von Liponamid auf Coenzym A durch die Dihydrolipoyl-
Transacetylase (E,)

Nach diesem Schritt ist die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl - CoA vollzogen. Allerdings kann ein
weiterer Zyklus der PDH nur erneut beginnen, wenn die Sulhydrylgruppen des Liponamid wieder in
ihre reduzierte Form tberfiihrt werden. Hierzu wird FAD" als Reduktionsiquivalent benutzt [36]. Das
katalysierende Enzym bei dieser Reaktion ist die Dihydrolipoyldehydrogenase (Es). Diese
Umsetzungsreaktionen laufen alle an dem PDH Enzymkomplex ab. Dieser Komplex ist an der
mitochondrialen Matrix lokalisiert.

1.5.1 Regulation der Pyruvat-Dehydrogenase

Wie bereits in Kap. 1.5 Die Pyruvatdehydrogenase beschrieben, hat die PDH eine entscheidende
Rolle bei der Regulation des Energiestatus der Zelle. Die PDH kann sowohl allosterisch als auch durch
reversible Phosphorylierung reguliert werden [75]. Diese zwei grundlegenden Mechanismen der
Regulation werden im Folgenden naher erlautert.

Hohe Konzentrationen von Acetyl - CoA hemmen die Transacetylase-Komponente (E,), indem Acetyl -
CoA bindet, aber nicht umgesetzt wird [74]. An dieser Stelle soll auf die B - Oxidation in Kap. 1.8.1.3
Die 8 - Oxidation verwiesen werden, da das Produkt dieses Stoffwechselweges auch Acetyl - CoA ist,
was ebenfalls in den Citratzyklus eingeschleust werden kann. Wenn die Konzentrationen von Acetyl -
CoA durch die B - Oxidation ansteigen, wird die PDH - Aktivitat ebenfalls gesenkt.
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Ein anderer allosterischer Mechanismus betrifft die Hemmung durch NADH + H*. Wenn hohe
Konzentrationen an NADH + H* generiert werden, bindet NADH + H" an die Dihydrolipoy! -
dehydrogenase (E3) und bedingt mit der Bindung, dass die Regenerierung der Sulfhydrylgruppen zur
Disulfideinheit unterbleibt. Somit kann ein weiterer Zyklus der PDH nicht vollzogen werden [36].

Da die PDH als Energiesensor in der Zelle betrachtet werden kann (neben der AMP - Kinase),
erscheint es nicht verwunderlich, wenn die PDH durch Acetyl - CoA, NADH + H* und auch durch ATP
gehemmt werden kann [76].

Ein anderer Mechanismus fiir die Regulation ist die reversible Phosphorylierung durch Phosphatasen
und Kinasen [77]. Die PDH - Kinase inaktiviert die Katalyseaktivitat durch Phosphorylierung an
Serinresten der PDH E; Komponente. Die Dephosphorylierung der genannten Serinreste wird durch
die PDH - Phosphatase katalysiert, was die Reaktivierung der E; Komponente der PDH zur Folge hat
[76].

Sowohl die PDH-Kinase, als auch die PDH-Phosphatase werden selbst stark durch
Intermediate/Endprodukte des Energiestoffwechsels reguliert. Die PDH - Phosphatase wird durch
AMP, Phosphoenolpyruvat und Insulin aktiviert, wobei NADH + H*, ATP und Acetyl - CoA die Aktivitat
senken [78] - [81]. Der Gegenspieler, die PDH - Kinase wird durch ATP, NADH + H* und Acetyl - CoA
aktiviert, wobei ADP, NAD", CoA und Pyruvat die PDH - Kinase inhibieren [78], [79], [83].
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1.6 Die oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung ist der entscheidende Stoffwechselweg, der den enormen Bedarf an
ATP, durch die Regenerierung von ADP zu ATP, bereitstellt [36]. Das Prinzip der oxidativen
Phosphorylierung ist der Aufbau eines Protonengradienten entlang der inneren
Mitochondrienmembran. Die Energie, die aufgrund des Gradienten generiert wird, wird dazu
benutzt, die ATP-Synthase (Komplex - V) zu betreiben [82].

Die Reduktionsiquivalente NADH + H* und FADH, werden in der Glykolyse, der Fettsidureoxidation
und dem Citratzyklus aus Kohlenstoffverbindungen regeneriert und stellen die Verbindungen in
Eukaryonten dar, die ein hohes Elektronenlibertragungspotential besitzen [83]. Diese leicht zu
Ubertragenden Elektronen dienen in der Atmungskette dazu, reinen Sauerstoff zu Wasser zu
reduzieren [1], [15].Dieser gesamte Prozess inklusive der oxidativen Phosphorylierung wird als
Zellatmung oder Respiration bezeichnet.

Die Atmungskette wird durch drei Protonenpumpen und die Succinat - Q - Reduktase (Komplex - II)
gebildet. Die drei Protonenpumpen werden

e NADH - Coenzym - Q - Oxidoreduktase (Komplex --1)
e Cytochrom - c - Reduktase (Komplex -Ill)
e (Cytochrom - c - Oxidase (Komplex - IV)

genannt und im Folgenden mit ihren Kurznamen beschrieben. Die Komplexe - I, Ill und IV sind
Protonenpumpen, die bei der Elektronenilibertragung von Komplex zu Komplex Protonen vom
Matrixraum in den Intermembranraum pumpen. Der Komplex - Il stellt eine unmittelbare Verbindung
zum Citratzyklus her, da sie die Succinat - Dehydrogenase enthilt, die FADH, im Rahmen des
Citratzyklus bildet und direkt die im FADH, enthaltenen Elektronen auf Komplex - lll Gbertragt.

Intermembranraum
Glycerol-3-Phosphat
/""\\ I /""\\ /’_"\\. /’ ~
[ 4+ ) [ an+ ) [ 2H+) [ 4H+ )
N/ kt/ N N/

NADH+H"  NAD® - %0, + 2H* H,0 Mitochondriale Matrix Fumarat Succinat
Pyruvat \
Citratzyklus
BHB, Acetoacetat FAD
Acyl-CoA

Abb. 10 Die Atmungskette mit den beteiligten Komplexen und den Einspeisungswegen des
Stoffwechsels. Q = Ubichinon; FMN = Flavinhaltige Nukleotide; FAD = Flavin — Adenin - Dinukleotid;

26



Fe-S = Eisen-Schwefel - Proteine; Cyt ¢ = Cytochrom c; ETF = Elektronentransferierendes
Flavoprotein

Der so generierte Protonengradient entlang der inneren Mitochondrienmembran kann die ATP -
Synthase (Komplex - V) durch Zurtickdiffundieren der Protonen in die mitochondriale Matrix
betreiben und so die Regenerierung von ATP durch ADP vollziehen.

1.6.1 Die Hemmstoffe und Entkoppler der Atmungskette

Die Hemmstoffe der Atmungskette bedingen alle einen geringeren Sauerstoffverbrauch durch
kompetitive Hemmung an den jeweiligen Bindungsstellen. Sie zerstoren aber nicht den
Protonengradienten, wie es die Entkoppler der Atmungskette bedingen. Im Folgenden werden die
Hemmstoffe und Entkoppler der Atmungskette mit ihrer Wirkung und ihren Eigenschaften auf die
Atmungskette in tabellarischer Form dargestellt (s. Tab. 2; Tab. 3).

Die OxPhos funktioniert

Komplex -| weiter = Grund: FADH,
Rotenon kann iber Komplex - Il
NADH - Oxidase )
Elektronen liefern
Die OxPhos funktioniert
Komplex — I weiter, aber FADH, kann
Malonat . nicht mehr tiber Komplex -
Succinat - Il Elektronen liefern,
Dehydrogenase NADH+H"ist Hauptdonor
fir Elektronen
Komplex - llI Unterbindet den
Al A Elektronentransfer von
Cytochrom - c - Cytochrom b auf Cytochrom
Reduktase cl
Binden an die
Komplex - IV Sauerstoffbindungsstelle
Azid, CO, CN° des Komplexes =
Cytochrom - ¢ - Oxidase = Atmungskette kommt zum
Stillstand
Komplex - V Elektronengradient wird
Oligomycin langsamer degradiert >
ATP - Synthase Sauerstoffverbrauch sinkt

Tab. 2 Hemmstoffe der Atmungskette [85], [86]
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Ccccp &
Cslrbor;ylcy?:l(; -m- Beide Substanzen bedingen
chiorphenylhydrazon das Zusammenbrechen des
Protonengradienten 2>
Protonophore Dadurch keinerlei ATP-
Synthese mehr moglich. Die
FCCP & .
Einzelkomplexe

. funktionieren aber weiter!
Carbonylcyanid - p —

trifluoromethoxyphenylhydrazon

Tab. 3 Entkoppler der Atmungskette [84]
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1.7 Energiestoffwechsel des Gehirns unter physiologischen
Bedingungen

Die Hauptenergiequelle zur Generierung von Adenosintriphosphat (ATP) des Gehirns ist Glukose [36].
Neuronen haben im Vergleich zu allen anderen Geweben im menschlichen Kérper den hochsten
Energiebedarf mit 5,6 mg Glukose pro 100 g Hirngewebe in der Stunde [56], [57]. Die generierte
Energie in Form von ATP wird fir die Aufrechterhaltung bzw. die Wiederherstellung des neuronalen
lonengradienten, die Synthese von Neurotransmittern und die physiologische Hirnfunktion bendtigt
bzw. verbraucht [88]. Der menschliche Cortex bendtigt ungefdahr 3 x 102 ATP / s / kg. Die
prasynaptische Vesikelverschmelzung benétigt ungefihr 1,64 x 10° Molekiile ATP / s / kg [89]. Beide
Beispiele zeigen, dass die generierte Energie in Form von ATP hauptsdchlich fir die neuronale
Aktivitdt verbraucht wird. Wenn die Aktivitdt des Gehirns zunimmt, nimmt auch parallel die
Glukoseutilisation der Zellen zu [90]. Das Gehirn ist dabei auf die peripheren Gewebe fir die
Versorgung mit Glukose angewiesen, obwohl Astrozyten selbst Glykogenspeicher besitzen, die die
neuronale Aktivitat fir 10 min. aufrechterhalten kénnen [91]. Dieser Glykogenspeicher kann als
Reservespeicher fiir kurzfristige Energiedefizite angesehen werden und stellt nicht die
Hauptversorgung des Gehirns mit Glukose dar [88]. Wenn die astrozytiren Glykogenspeicher im
Gehirn nicht fur die Versorgung ausreichen, muss Glukose also extrazerebral bereitgestellt und ins
Gehirn gelangen. Der Transport von Glukose (ber die Blut - Hirn - Schranke (BHS) erfolgt durch den
Glukosetranspoter GLUT - 1 [36]. Der Glukosetransporter vom Typ 1 ist ein Uniporter mit einer
Michaeliskonstanten (K,) von 1,5 mM [92]. Im Blutplasma eines gesunden Menschen liegen
Konzentrationen von 3,3 — 6,1 mmol/I vor, d.h. der GLUT - 1 Transporter ist bei physiologischen
Blutzuckerwerten immer gesattigt und der Transport ins Gehirn erfolgt auf Basis des Gradienten
zwischen Blutplasma und Extrazellularraum des Gehirns [93]. Wenn Glukose im Extrazellularraum
aufgenommen worden ist, wird die Glukose in Astrozyten, Oligodendrozyten und Microgliazellen von
GLUT - 1 Transportern aufgenommen, in Neuronen von GLUT - 3 Transportern [94]. Die Besonderheit
von GLUT - 3 Transportern ist im Vergleich zu GLUT - 1 Transportern die hohere Transportrate, was
den hoheren Energiebedarf von Neuronen beschreibt [94]. In der Zelle wird die Glukose direkt von
der Hexokinase - | zu Glukose - 6 - Phosphat phosphoryliert, was einem lonenfallenprinzip gleicht, da
die negativ geladene Glukose weder aus der Zelle diffundieren kann, noch durch den GLUT - 1 bzw. 3
ricktransportiert werden kann [95]. Glukose - 6 - Phosphat hat auRerdem die Funktion durch einen
negativen Riickkopplungsmechanismus die Hexokinase - | zu hemmen und so den Energiebedarf der
Zelle zu regulieren [95]. Falls die Zelle ausreichend Energie in Form von ATP zur Verfligung hat, kann
Glukose - 6 - Phosphat auch als Substrat fiir den Glykogenaufbau verwendet werden [96]. Glykogen
stellt im Gehirn die einzige Energiereserve dar, die nur von Astrozyten gebildet werden kann [91].
Umgekehrt kann im Falle eines massiven steigenden Energiebedarfs (oder im Falle eines
Krampfanfalls) Glukose - 6 - Phosphat vermehrt abgebaut werden, was die Hexokinaseaktivitdt um
den Faktor 4 — 6 steigert (K., HK - | fiir G - 6 - P = 0,02 mM), da die negative Riickkopplung aufgrund
der fehlenden (bereits metabolisierten) Glukose - 6 - Phosphat ausbleibt [67], [68]. Die dritte
Moglichkeit in der Glukose - 6 - Phosphat metabolisiert werden kann, ist der Pentosephosphatweg, in
dem Reduktionsaquivalente in Form von NADPH gebildet werden kénnen [83]. Im Falle der Glykolyse
wird Glukose - 6 - Phosphat zu Pyruvat durch die Enzyme der Glykolyse abgebaut [99]. Die
Moglichkeiten der Metabolisierung von Glukose nach Aufnahme der Glukose werden in Abb. 11
dargestellt.
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Abb. 11 Glukoseaufnahme in die Zelle und weitere Mdglichkeiten der Metabolisierung. Modifiziert
nach Mergenthaler et al. 2013 [88]. MAS = Malat-Aspartat-Shuttle; LDH = Laktat-Dehydrogenase;
CZ = Citratzyklus; oP = oxidative Phosphorylierung; GLUT = Glukosetransporter; Glc = Glukose

Nachdem die Glukose zu Pyruvat abgebaut worden ist, kann Pyruvat in die mitochondriale Matrix
geschleust und zu Acetyl - CoA abgebaut werden. Das gebildete Acetyl - CoA kann durch den Krebs-
Zyklus fir die Regeneration von NAD® zu NADH + H' genutzt werden oder durch die
Laktatdehydrogenase zu Laktat weiter umgesetzt werden [83].

1.7.1 Das Astrozyten - Neuronen - Laktat - Shuttle

Lange Jahre ging man davon aus, dass Laktat ein reines Stoffwechselabbauprodukt ist [100]. Im Jahre
1994 veroffentlichten Pellerin und Magistretti die Hypothese des Astrozyten - Neuronen - Laktat -
Shuttle (ANLS). Basis dieser Hypothese ist die Tatsache, dass glutamaterge Neurotransmission bei
erhohtem Energiebedarf Astrozyten aktiviert. Astrozyten sind die einzigen Zellen im Gehirn, die
Glykogen als Energiereserve aufbauen kénnen bzw. Glykogen zu Glukose abbauen kénnen [96]. Nach
erfolgter Glykolyse wird in Astrozyten vermehrt Laktat gebildet, da die lberwiegende Energie in
Astrozyten glykolytisch gewonnen wird [89]. Das gebildete Laktat wird dann (iber
Monocarboxylattransporter vom Typ 1 und 4 (MCT — 1 / 4) in den Extrazellularraum abgegeben und
von umliegenden Neuronen lber MCT - 2 aufgenommen (s. Abb. 12). Neuronal wird das
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aufgenommene Laktat zu Pyruvat oxidiert, wobei ein Aquivalent NADH + H'regeneriert wird. Das
gebildete Pyruvat kann in Mitochondrien zu Acetyl - CoA abgebaut werden, um (iber den Krebs-
Zyklus und die Atmungskette weitere NADH + H" und ATP zu bilden [101].
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Abb. 12 Astrozyten - Neuronen - Laktat - Shuttle (ANLS) und Neuronen - Astrozyten - Laktat - Shuttle
(NALS). Modifiziert nach Mergenthaler et al. 2013 [88]. MCT 1, 2, 4 = Monocarboxylattransporter-
1, 2, 4; GLUT 1, 3 = Glukosetransporter 1, 3; Glc = Glukose; NALS = Neuronen - Astrozyten - Laktat -
Shuttle; ANLS = Astrozyten - Neuronen - Laktat - Shuttle; Glu = Glutamat; Gln = Glutamin.

Im Wiederspruch steht das ANLS aufgrund der Tatsache, dass Glutamat selbst in Astrozytenkulturen
(hippokampale Schnitte aus Ratten) nicht in der Lage ist, die Glykolyse zu aktivieren [102]. Ein
weiteres Problem ist der fehlende Nachweis des Ursprungs von Laktat in vivo [103]. AbschlieBend ist
anzumerken, dass die Praferenz des Gehirns flr die verwendeten Energiesubstrate die Reihenfolge
Glukose - Ketonkorper - Laktat einnimmt und nur bei stark erhéhter neuronaler Aktivitat Laktat in
Neuronen als Energiesubstrat benutzt werden kann.

1.7.2 Der Glutamin - Glutamat - GABA Zyklus

Um die wechselnden Energieanforderungen von Neuronen und Astrozyten und die Synthese der
Neurotransmitter Glutamat und GABA zu gewadhrleisten, gibt es neben dem ANLS bzw. NALS den
sogenannten Glutamin - Glutamat - GABA - Zyklus [80], [81]. Dieser Zyklus soll im weiteren Verlauf
naher erldutert werden. Grundsatzlich basiert dieser Zyklus auf der Aufnahme von Glutamat durch
Astrozyten und die Umwandlung und Freisetzung von Glutamat zu Glutamin [82] - [84]. Das
freigesetzte Glutamin kann wiederum von Neuronen aufgenommen werden [109]. Glutamaterge
oder GABAerge Neurone kdnnen aus dem aufgenommenen Glutamin entweder Glutamat oder im
Falle der GABAergen Neurone Glutamat und dann GABA synthetisieren [109]. Nach Calcium -
vermittelter Depolarisation kommt es zur vesikuldaren Verschmelzung mit der prasynaptischen
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Membran und der folgenden Freisetzung der Neurotransmitter in den synaptischen Spalt [93].
Nachdem die Neurotransmitter an der Postsynapse ihre Wirkung vermittelt haben, diffundieren sie
von den jeweiligen Rezeptoren ab [36]. Nach Hertz et al. 2013 wird Glutamat aus dem synaptischen
Spalt von Astrozyten aufgenommen und zu Glutamin transaminiert [109]. In vivo Studien nennen
einen Anteil von 85 % Glutamat, der durch Astrozyten wieder aufgenommen wird und zu Glutamin
umgewandelt wird. Die restlichen 15 % werden oxidativ abgebaut [110]. Der Glutamin - Glutamat -
Zyklus ist an dieser Stelle geschlossen und kann von vorne beginnen. Beide Neurotransmitter
(Glutamat und GABA) kénnen aber auch von Astrozyten wieder aufgenommen werden und tber a -
Ketoglutarat dem Krebs - Zyklus wieder zugefiihrt werden [87], [88]. GABA wird durch Astrozyten
aufgenommen und zum Succinat - Semi - Aldehyd transaminiert [113]. Ausgehend vom Succinat -
Semi - Aldehyd gibt es zwei unterschiedliche Moglichkeiten der weiteren Verstoffwechslung. Als
erstes kann es wieder in den Krebs - Zyklus eingespeist werden und verlasst den Krebs Zyklus als
Malat. In der zweiten Moglichkeit wird es Gber a - Ketoglutarat zu Glutamat und danach zu Glutamin
umgesetzt und kann wieder dem Glutamin - Glutamat - Zyklus zugefihrt werden [111]. Falls Malat
aus GABA gebildet werden soll, diffundiert dieses Malat aus den Mitochondrien der Astrozyten ins
Cytosol und wird dort von dem cytosolischen Malat Enzym zu Pyruvat decarboxyliert [114]. Das
gebildete Pyruvat kann ab diesem Punkt oxidativ Gber den Krebs-Zyklus zu CO, abgebaut werden
[36]. Wenn man sich die weitere Verstoffwechslung von Glutamat naher betrachtet, wird Glutamat
nicht zum Semi - Aldehyd (vgl. GABA), sondern entweder zum Glutamin oder zum a - Ketoglutarat
[115]. Interessanterweise nimmt die oxidative Umwandlung von Glutamat zu a - Ketoglutarat nahezu
linear mit der vorherrschenden Glutamatkonzentration zu [116]. Die Wiedereinbringung von
Glutamat bzw. GABA in den Krebs - Zyklus kann nur durch Astrozyten erfolgen, da nur dieser Zelltyp
Uber die Pyruvatcarboxylase und die Glutamin - Synthetase verfugt [93] - [95]. Die
Pyruvatcarboxylase katalysiert die Umsetzung von Pyruvat zu Oxalacetat, die Glutamin - Synthetase
die Umsetzung von Glutamat zu Glutamin [36]. Wichtig bei der Betrachtung der Pyruvatcarboxylase
ist die Tatsache, dass dieser Stoffwechselweg nur bei erhohter Hirnaktivitdat nachweisbar ist, genauso
wie Laktat nur unter gesteigerter neuronaler Aktivitat als Substrat benutzt wird [119]. Ein weiterer
wichtiger Punkt als Fazit aus dem GABA - Glutamat - Glutamin - Zyklus ist die Erkenntnis, dass 15 - 30
% des zirkulierenden Glutamat bzw. GABA dem Zyklus entzogen werden und Gber Malat zu Pyruvat
abgebaut werden, um die in Pyruvat enthaltende Energie zur oxidativen Phosphorylierung zu nutzen
[120].
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Abb. 13 GABA - Glutamat - Glutamin-Zyklus zwischen Astrozyten, glutamatergen und GABAergen
Neuronen. CZ = Citratzyklus; GABA - T = GABA - Transaminase; SSADH = Succinat - Semi - Aldehyd-
Dehydrogenase; GS = Glutamin - Synthetase; GDH = Glutamat - Dehydrogenase; AST = Aspartat —
Amino - Transferase; GAD = Glutamat - Decarboxylase; MCT = Monocarboxylattransporter; GLUT —
1/ 3 = Glukosetransporter 1 / 3; PAG = Phosphat - aktivierte Glutaminase.

1.7.3 Malat - Aspartat - Shuttle

Bei der Transaminierung von Glutamat zu Glutamin bedarf es einer Einfiihrung einer Aminogruppe
[36]. Diese Transaminierung bendtigt eine Aminogruppe, die nach Lin et al. 2012 und Dienel et al.
2002 aus Aspartat stammt [96] - [97]. Die Aussage der beiden Arbeiten betrifft den Zusammenhang
zwischen steigender Konzentration von Glutamat, bei gleichzeitigem Absinken von Aspartat und
Glutamin, bei stimulierter Hirnaktivitat. Die Senkung von Glutamin erfolgt hierbei gegeniiber der
Senkung von Aspartat zeitverzogert [96] - [97] Aus diesem Grund wird an dieser Stelle das von
Mangia et al. 2012 definierte Malat-Aspartat-Shuttle (MAS) naher erldutert [123]. Wenn man in vitro
Astrozyten Aspartat in Konzentrationen > 100uM anbietet, steigen die Konzentrationen von
Glutamat und Glutamin um ca. 50 % im Kulturmedium an. Wenn man den kultivierten Astrozyten
Alanine oder Leucin anbietet, verandern sich die Konzentrationen von Glutamat bzw. Glutamin nicht
[124]. Die detaillierte Funktionsweise des Malat - Aspartat - Shuttles erfolgt unter der in Abb. 14
gezeigten Graphik.
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Abb. 14 Malat - Aspartat - Shuttle zur Transferierung des durch die Glykolyse regenerierten NADH +
H* vom Cytosol ins Mitochondrium. Das mitochondrial regenerierte NADH + H' kann iiber die
Atmungskette direkt iiber Komplex --1 verbraucht werden. Modifiziert nach Mangia et al. 2009
[125]. 2 - OG = 2 - Oxo - Glutarat; Asp = Aspartat; Glu = Glutamat; Glc = Glukose; Pyr = Pyruvat;
OAA = Oxalacetat

Das Malat - Aspartat - Shuttle dient dazu, die durch die Glykolyse im Cytosol regenerierten NADH +
H* Aquivalente ins Mitochondrium zu transferien, um dort direkt tber den Komplex - | der
Atmungskette (NADH - Ubichinon - Oxidoreduktase) zu NAD" oxidiert zu werden [83]. Der Zyklus
startet im Cytosol, wo Oxalacetat zu Malat reduziert wird. Das Enzym, welches die Reaktion
katalysiert, ist die cytosolische Malatdehydrogenase (c - MDH oder MDH - 1), die NADH + H* abhingig
arbeitet [126]. Das durch diese Reaktion gebildete NAD" kann cytosolisch wieder fiir die Glykolyse
eingesetzt werden. Das auch aus dieser Reaktion gebildete Malat wird im Austausch mit a-
Ketogluarat Uber den a - Ketoglutarat - Malat - Transporter ins Mitochondrium transportiert [127].
Die MDH - 1  besitzt auch ein mitochondriales Isoenzym, welches mitochondriale
Malatdehydrogenase (m - MDH oder MDH - 2) genannt wird [128]. Die MDH - 2 katalysiert die
Reduktion von Malat zu Oxalacetat (unter Verbrauch von NAD') im Mitochondrium. Das erhaltene
Reduktionsidquivalent NADH + H" ist die transferierte Energieform, welches durch die Glykolyse im
Cytosol entstanden ist, aber nicht direkt ins Mitochondrium translozieren kann. An dieser Stelle ist
die Funktion des Shuttles bereits erfillt, allerdings benétigt das gesamte System noch zusétzliche
Schritte um metabolisch ausgeglichen zu sein. Aus Oxalacetat wird im Mitochondrium durch die
mitochondriale Aspartat - Aminotransferase (m - AAT), Aspartat hergestellt [129]. Die
Umsetzungsreaktion von Oxalacetat zu Aspartat ist an die Reduktion von Glutamat zu a -
Ketoglutarat gekoppelt [36]. Das umgesetzte Glutamat in dieser Reaktion stammt aus dem Cytosol
und wird gegen Aspartat (Mitochondrium = Cytosol) durch den Aspartat - Glutamat - Transporter
ausgetauscht [130]. Damit der Zyklus sich schlieRt, wird das transferierte Aspartat durch die
cytosolische Aspartat - Aminotransferase (c - AAT) wieder zu Oxalacetat desaminiert [36]. Der Zyklus
kann ausgehend vom Oxalacetat wieder neu beginnen.

Um auf die Ergebnisse von Lin et al. 2012 und Dienel et al. 2002 zuriickzukommen, bleibt der
Zusammenhang zwischen dem Anstieg von Glutamat und die Senkung von Aspartat weiterhin
unbeantwortet. Die Aminogruppe, die von Glutamat auf Glutamin {bertragen wird, stammt laut
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Mangia et al. 2012 aus Aspartat [123]. Bei der Umsetzung von Aspartat zu Oxalacetat wird die
Aminogruppe transferiert und fir die Aminierung von Glutamin aus Glutamat benutzt.

1.7.4 Das Glycerol - 3 - Phosphat - Shuttle

Die gingige Lehrbuchmeinung in Bezug auf die Transferierung von NADH+H® vom Cytosol ins
Mitochondrium wird damit beantwortet, dass im Gehirn von Tieren, Pilzen und Bakterien vorwiegend
das sogenannte Glycerol - 3 - Phosphat - Shuttle den Transfer von cytosolischem NADH + H* zu FADH
+ H' bereitstellt [108] - [109]. Die beiden involvierten Enzyme, die cytosolische bzw. mitochondriale
Glycerin - 3 - phosphat-Dehydrogenase (c / m - GPD) sind zwar im Gehirn nachgewiesen worden, aber
beide missen zwingend auch in einer Zelle nebeneinander vorliegen, damit der Zyklus tGberhaupt
funktionieren kann. Der einzige Zelltyp im Gehirn der nachgewiesenermalRen beide Isoenzyme
exprimieren kann sind Oligodendrozyten [110] - [111].

+

Das Prinzip des Glycerol - 3 - phosphat-Shuttles beruht auf der Tatsache, dass cytosolisch NADH + H
Gber die Glykolyse generiert wird und die enthaltene , Energie” auf FADH, lbertragen wird. Diese ins
Mitochondrium transferierte Energie wird dann Uber Komplex - Il zur Regenerierung von ATP
verwendet [135].

Im ersten Schritt des Zyklus wird im Cytosol Di - Hydroxy - Aceton - Phosphat (DHAP) durch die c -
GPD zu Glycerin - 3 - phosphat reduziert. Fiir diese Reaktion wird NADH + H*zu NAD" oxidiert, was
danach wieder fiir die Glykolyse bereitgestellt wird. Das gebildete Glycerin - 3 - phosphat diffundiert
durch die mitochondriale Membran und wird dort von der m - GDP wieder zum Aceton oxidiert.
Hierbei wird FAD zu FADH, reduziert. Die im FADH, enthaltenen Elektronen bzw. Protonen werden
dann fir die fur die Reduktion des Ubichinons verwendet. Diese aus der Oxidation des Glycerin - 3 -
phosphats transferierten Elektronen speisen den Komplex-Il der Atmungskette, um ADP zu ATP
phosphorylieren [37], [74].
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1.8 Die Physiologie der Fettsauren und Ketonkorper

Ketonkorper stellen einen zentralen Punkt in der physiologischen Homdostase von Eukaryonten,
Bakterien und Archaeen dar [136]. Wenn man (ber Ketonkdrper spricht, meint man drei zu
unterscheidende C;-Koérper, B - Hydroxybutyrat (BHB), Acetoacetat (AcAc) und Aceton (s. Abb. 15). Im
Folgenden wird die zugrundeliegende Physiologie der Ketonkorper, als alternative Energiesubstrate
im menschlichen Kontext erlautert.

OH O 0 o] 0

O Na* O Na*
Natrium-RB-Hydroxybutyrat Natrium-Acetoacetat Aceton

Abb. 15 Die drei Ketonkérper in Eukaryonten, Bakterien und Archaeen.

Die Leber stellt den Hauptsyntheseort fiir die de novo Synthese der Ketonkdrper dar [36]. Die
Ketonkérper werden in Situationen synthetisiert, in denen das Hauptenergiesubstrat Glukose nicht
mehr ausreichend zur Verfligung gestellt werden kann [137]. Solche Situationen kdnnen Fasten,
Hungern, kohlenhydratarme oder kohlenhydratfreie  Didten, neonatale Entwicklung,
Schwangerschaft, lange extensive korperliche Betatigung, aber auch pathologische Situationen wie
zum Beispiel das ketoazidotische Koma sein [113] - [116]. Die physiologischen Konzentrationen im
menschlichen Plasma liegen bei normaler Erndhrung (60 % Kohlenhydrate, 30 % Fette, 10 % Protein
[140]) zwischen 100 - 250 uM, bei 24 h Fasten oder langer sportlicher Betdtigung schon bei 1 mM
und bei eskalierter Stoffwechsellage im Rahmen einer Ketoazidose sogar bei bis zu 20 mM [113],
[114], [118], [119]. Die humane Leber ist in der Lage in 24 h bis zu 300 g Ketonkorper herzustellen,
was zwischen 5 - 20 % der gesamten Energie pro Tag entspricht [120], [121]. Die drei genannten
Ketonkorper haben nicht nur die angesprochene metabolische Funktion, sondern sind auch bei der
Signaltransduktion, bei der posttranslationalen Modifizierung von Proteinen, bei der Modulation von
Entziindungen und bei Reduktion von oxidativem Stress beteiligt [136].

1.8.1 Die Physiologie der Fettsauren

Als erstes wird an dieser Stelle die grundlegende Fettsdurephysiologie erlautert, da Fettsduren und
Glukose die Hauptquellen fir Acetyl - CoA sind, welches Grundbaustein fiir die Synthese der
Ketonkoérper ist. Wenn langkettige Triacylglyceride (TG) mit der Nahrung aufgenommen werden,
werden sie durch die Magen - und Pankreaslipasen gespalten und in ihre einzelnen Fettsauren und
Glycerol aufgetrennt. Die Fettsduren bzw. Mono - und Diacalglyceride werden durch Gallensduren
emulgiert und koénnen durch Enterozyten aufgenommen werden (passive Diffusion). In den
Enterozyten werden aus dem aufgenommenen Glycerol und den Fettsduren, sowie Mono - und
Diacylglyceriden wieder TG's synthetisisert, die Uber Apolipoproteine bzw. Chylomikrone ins Blut
aufgenommen werden koénnen. Chylomikrone werden (iber die Lymphe abtransportiert und
gelangen Uber den linken Venenwinkel in den systemischen Kreislauf. Durch Lipoproteinlipasen (vor
allem an Adipozyten) werden aus den Chylomikronen Fettsduren abgespalten und in die jeweiligen
Zellen aufgenommen. Die an TG verarmten Chylomikronen werden Remnants genannt und in der
Leber Gber Remnant - Rezeptoren aufgenommen und weiter verstoffwechselt [37], [68], [74].
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Damit die in den TG’s enthaltene Energie mobilisiert werden kann, erfordert es drei grundlegende
Schritte,

e Die Lipolyse der TG's
e Die Aktivierung der Fettsdauren
e Der Abbau zu Acetyl - CoA.

Diese drei Punkte werden im Folgenden kurz erlautert.
1.8.1.1 Die Lipolyse

Die Lipolyse definiert die hydrolytische Spaltung durch Lipasen. In den Adipozyten wird je nach
Stoffwechsellage das gespeicherte Fett wieder mobilisiert und in Form von freien Fettsduren und
Glycerol ins Blut abgegeben [1], [15]. Bei der Lipolyse gibt es drei wichtige Lipasen, die Adipozyten -
Triglycerid - Lipase (ATGL), die Hormon - sensitive - Lipase (HSL) und die Monoglyceridlipase (MGL)
[145]. Die ATGL spaltet TG zu einer Fettsaure plus ein Diacalglycerid, die HSL wiederum spaltet aus
den Diacalglyceriden eine Fettsdure und ein Monoacylglycerid ab. Der letzte Schritt der Lipolyse wird
durch die MGL katalysiert. Hierbei entstehen aus den Monoacylglyceriden freie Fettsduren und
Glycerol, die dann ins Blut abgegeben werden (Fettsauren an Albumin gebunden). Die Fettsduren
und Glycerol werden zur Leber oder zu Geweben, die die Enzymausstattung zur R - Oxidation
besitzen, transportiert [37], [68], [74]. Das abgespaltene Glycerol wird wieder von der Leber
absorbiert und wird dem Glycerin - 3 - phosphat-Zyklus unterzogen (s. Kap. 1.7.4 Das Glycerol - 3 -
Phosphat - Shuttle). Das Glycerol stellt nach Umwandlung in Glycerinaldehyd - 3 - phosphat ein
Zwischenprodukt der Glykolyse, aber auch der Gluconeogenese dar [63], [64].

1.8.1.2 Die Aktivierung der Fettsdauren

Die Mitochondrien stellen den Ort der B - Oxidation dar. Fettsduren kénnen aber nur in aktivierter
Form, d.h. gebunden an Coenzym - A in die Mitochondrien gelangen. Diese Aufgabe wird von der
Acyl - CoA - Synthetase an der duBeren Mitochondrienmembran wahrgenommen.

AMP + PP.

° K/‘ )K/

+ HS—

R 0]

Fettsaure CoA Acyl-CoA

Abb. 16 Aktivierung der Fettsduren mit Coenzym - A (CoA) durch die Acyl - CoA - Synthetase.

Die aktivierten Fettsdauren missen in die mitochondriale Matrix transportiert werden, da in diesem
Kompartiment die B - Oxidation stattfindet. Flr diesen Transport miissen die aktivierten Fettsduren
aber noch an Carnitin gebunden werden, da nur Acylcarnitin durch die Translokase erkannt wird und
so die Fettsauren tberhaupt der B - Oxidation unterzogen werden kénnen [147].
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Acyl-CoA Carnitin Acylcarnitin

Abb. 17 Bildung der Acylcarnitin - Derivate durch die Carnitin - Palmitoyltransferase - | (CPT - I).

Das Acylcarnitin kann durch eine Translokase durch die innere Mitochondrienmembran geschleust
werden und wird dort wieder mit Coenzym A unter Abspaltung des Carnitins konjugiert. Das analoge
mitochondriale Enzym, was die Umkehrung der in Abb. 16 gezeigten Reaktion katalysiert, ist die
Carnitin - Palmitoyltransferase - Il (CPT - Il). Diese Aktivierung bzw. Carnitinkonjugation bendtigen
nur Fettsduren, die eine effektive Kettenlange von > 10 C - Atomen haben [1], [15].

1.8.1.3 Die B - Oxidation

Die B - Oxidation beschreibt vier aufeinanderfolgende enzymatische Reaktionen, die in einem Zyklus
jeweils ein Acetyl - CoA und ein um zwei C - Atome verkiirztes Acyl - CoA generieren. In der
chemischen Nomenklatur werden die von einer Ketogruppe benachbarten C - Atome mit a, B und y
bezeichnet (s. Abb. 18).

R
Y o

Abb. 18 Chemische Nomenklatur fiir benachbarte C - Atome ausgehend von der Ketogruppe.

Da alle vier Schritte immer an der B - Position vollzogen werden und die Reaktionen alle eine
Erhéhung der Oxidationszahl am C - Atom bedingen, heiRt die Reaktionsfolge B - Oxidation. Die
Reaktionsfolge soll anhand des in B - Position liegenden C - Atoms verdeutlicht werden (s. Abb. 19).

Oxidation —— Hydratisierung ——® Oxidation —— Thiolyse

Abb. 19 Reaktionsreihenfolge am C - Atom in - Position bei der B - Oxidation.

Wie bereits in Kap. 1.8.1.2 Die Aktivierung der Fettséuren erlautert, missen die Fettsduren mit
Acetyl - CoA bzw. Carnitin konjugiert werden, um an den Ort der B - Oxidation, die innere
Mitochondrienmembran, zu gelangen. Im Folgenden werden die Einzelreaktionen dieses Zyklus
naher dargestellt. Die erste Oxidation wird durch die Acyl - CoA - Dehydrogenase katalysiert, die als
Elektronenakzeptor Flavin — Adenin - Dinukleotid (FAD) benutzt, um die transferierten Elektronen zu
Uberfiihren (s. Abb. 19) Diese transferierten Elektronen werden am Ende auf die Ubichinon -
Reduktase transferiert, wodurch aus Ubichinon die reduzierte Ubichinol - Form gebildet werden
kann. Die generierten Elektronen werden somit zur ATP - Regenerierung benutzt [65], [66].
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Abb. 20 Oxidation des Acyl - CoA.

Die zweite Reaktion beschreibt eine einfache Hydratisierung am zweiten C-Atom durch die Enoyl -
CoA - Hydratase. Bei dieser Reaktion entsteht stereospezifisch das L - Isomer, also L - 3 - Hydroxyacy!
- CoA.

0]
- B H,0
1 \
\ X _
2
o
Enoyl-CoA-
Hydratase
trans-A?-Enoyl-CoA L-3-Hydroxyacyl-CoA

Abb. 21 Hydratisierung des Enoyl - CoA.

Im dritten Schritt wird bei der Oxidation der Hydroxygruppe an der B- Position ein Aquivalent NADH +
H* gebildet. Diese Reaktion wird durch die L - 3 - Hydroxyacyldehydrogenase katalysiert.

+
NAD* NADH+H o o

t B RZ

L-3-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase
L-3-Hydroxyacyl-CoA 3-Ketoacyl-CoA

Abb. 22 Oxidation des Hydroxyacyl - CoA.

Nach dieser Oxidation entsteht eine B - Ketoverbindung, die sehr leicht hydrolysierbar ist und
zusatzlich erkennen lasst, dass immer ein Zyklus der 8 - Oxidation zu einer Verkiirzung des Acyl -
CoA’s um zwei C - Atome fiihrt. Um den zweiten Durchgang der 8 - Oxidation vollziehen zu kdénnen,
bedarf es der Aktivierung mit CoA. Der letzte Reaktionsschritt beschreibt eine Thiolyse, die sowohl
die Hydrolyse des 3 - Ketoacyl - CoA als auch die Aktivierung mit CoA der um zwei C - Einheiten
verkiirzten Acyl - CoA Einheit in einem Reaktionsschritt ermoglicht.
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Abb. 23 Thiolyse des 3 - Ketoacyl - CoA.

AbschlieBend wird an dieser Stelle eine Beispielrechnung anhand eines Molekil Myristoyl - CoA (Ci4)
erldutert, bei denen die Ausbeute von NADH + H*, FADH, und der entstehenden Acetyl - CoA
Molekiile ndher beschrieben wird. Der Komplex - | der Atmungskette (NADH: Ubichinon -
Oxidoreduktase) entspricht im biochemischen Sinn einer Protonenpumpe und einem
Elektronenakzeptor. Der Komplex - Il der Atmungskette (Succinat: Ubichinon - Oxidoreduktase) hat
nur Eigenschaften als Elektronenakzeptor und keine Funktion als Protonenpumpe. Die
Potentialdifferenz an der inneren Mitochondrienmembran bedingt die grundsatzliche Funktion des
Komplex - V (ATP - Synthase) (s. Kap. 1.6 Die oxidative Phosphorylierung). Wenn ein Enzym keine
Funktion als Protonenpumpe hat, ist die Ausbeute an effektiven ATP - Aquivalenten niedriger. Genau
dieser Sachverhalt bedingt die unterschiedliche Ausbeute an ATP-Molekiilen in Abhangigkeit von
NADH + H" bzw. FADH,. Wihrend FADH, ungefihr 1,5 Molekiile ATP als ,Ausbeute” besitzt, hat
NADH + H" 2,5 Molekiile als ,Ausbeute”. Wahrend Acetyl - CoA in den Citratzyklus eingeschleust
wird, kann es bis zum Oxalacetat ca. 10 Molekiile ATP indirekt iber NADH + H® und FADH,
bereitstellen. Auf Basis dieses Sachverhalts ergibt sich eine Bruttorechnung fiir die B - Oxidation (s.
Gleichung 1) [36]; [83].

Myristoyl-CoA + 6 FAD + 6 NAD" + 6 CoA + 6 H,0 — 7 Acetyl-CoA + 6 FADH, + 6 NADH+H" + 6H*

Gleichung 1 Bruttorechnung fiir die Umsetzung eines Myristoyl - CoA bei der volistindigen 8 -
Oxidation.

Auf Basis der oben beschriebenen theoretischen Ausbeuten fir die Reduktionsdaquivalente NADH +
H* (2,5 Molekiile ATP) und FADH, (1,5 Molekiile ATP) bzw. von Acetyl - CoA (10 Molekiile ATP) ergibt
sich fir Myristat eine Ausbeute von 94 Molekiilen ATP. Diese Zahl entspricht der Bruttoausbeute fiir
die Verstoffwechslung von Myristat. Allerdings muss man noch zwei ATP abziehen, da die Aktivierung
der Fettsauren 2 Molekiile ATP verbraucht. Somit entsteht bei der kompletten Verstoffwechslung
von Myristat 92 Molekile ATP, gewonnen durch die B - Oxidation.
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1.9 Ketogenese

Die Ketogenese beschreibt den Aufbau von Ketonkorpern, insbesondere BHB und Acetoacetat,
ausgehend von Acetyl - CoA. Die Synthese der Ketonkorper erfolgt Uberwiegend in den
Mitochondrien der Leber [137]. Der nach Feodor Lynen benannte Aufbauzyklus fir Ketonkérper,
findet vor allem in katabolen Stoffwechsellagen statt (Hunger, Fasten, kohlenhydratarme Erndhrung)
[150]. Im ersten Schritt des Lynen - Zyklus werden durch die Acetyl - CoA - Acetyltransferase zwei
Molekiile Acetyl - CoA zu Aceto - Acetyl - CoA kondensiert. In einer Folgereaktion wird durch die
HMG — CoA - Synthase aus Aceto - Acetyl - CoA 3 - Hydroxymethylglutaryl - CoA (HMG - CoA), was
auch im Aufbau von Cholesterin im Rahmen des Mevalonat - Zyklus auftritt, gebildet (s. Abb. 24).

0]

Acyl- CoA CoA
CoA HO

H
S/ - CoA e §
. —_— /COA -— 00C 3 CoA
0 Acetyl-CoA HMG-CoA- s/

Acetyltrans- Synthase

CoA ferase Acetoacetyl-CoA 3-Hydroxymethyl-

s/ glutaryl-CoA

Acetyl-CoA

Abb. 24 Bildung von 3 - Hydroxymethylglutaryl - CoA (HMG - CoA) aus drei Molekiilen Acetyl - CoA.

Nach der Bildung von HMG - CoA wird nach Oxidation und Hydrolyse durch die HMG - CoA - Lyase
der erste Ketonkorper, namlich Acetoacetat gebildet. Durch spontane Decarboxylierung kann aus
Acetoacetat Aceton werden, was aufgrund seiner pulmonalen Elimination, den klassischen Aceton
Foetor beim ketoazidotischen Koma bedingt [36]. Ausgehend von Acetoacetat kann auch durch die
HMG - CoA - Lyase der wichtigste der drei Ketonkorper, BHB, gebildet werden (s. Abb. 25).
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Abb. 25 Bildung der 3 mdglichen Ketonkérper 8 - Hydroxybutyrat, Acetoacetat und Aceton aus dem
Stoffwechselintermediat 3 - Hydroxymethylglutaryl - CoA.
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1.9.1 Substrate und Regulation der Ketogenese

Die Ausgangsquelle der Ketogenese ist Acetyl - CoA, welches liber den Abbau von Fettsduren
erhalten wird (> 96%) [122] — [124]. Begriindet liegt diese Tatsache darin, dass das Endprodukt der
Glykolyse (Pyruvat) im Falle einer Glukoseverarmung nicht zu Acetyl - CoA decarboxyliert wird,
sondern zu Oxalacetat (Carboxylierung) oder zu Malat (Carboxylierung + Reduktion) verstoffwechselt
wird (Anaplerose). Wenn Glukose intrazellular in ausreichender Menge vorhanden ist, stellt die
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl - CoA den gdngigen Abbauweg von Glukose dar [151]. Selbst
unter maximaler Kapazitat der Pyruvatdecarboxylase, steuert die Decarboxylierung von Pyruvat nur
einen vernachlissigbar kleinen Anteil an Acetyl - CoA Aquivalenten zur Ketogenese bei [151]. Acetyl -
CoA kann allosterisch die Pyruvatcarboxylase aktivieren, was einen Kontrollmechanismus fiir den
jeweiligen Stoffwechselweg darstellt [124], [125]. Parallel zur Aktivierung der Pyruvatcarboxylase
kann Acetyl - CoA auch die Pyruvatdehydrogenase - Kinase (PDHK) aktivieren, was zur
Phosphorylierung der Pyruvatdehydrogenase fiihrt und somit die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl
- CoA inhibiert [155]. Beide beschriebenen Mechanismen tragen dazu bei, dass das gebildete Pyruvat
anaplerotisch in den Krebs - Zyklus aufgenommen wird.

Die Regulation der Ketogenese findet aber nicht ausschlieBlich durch die vorherrschende
Konzentration von Acetyl - CoA statt, sondern auch auf hormoneller, transkriptioneller und
posttranslationaler Ebene [136]. Ein wichtiger Mechanismus wird an dieser Stelle ndher erlautert. Die
Arbeitsgruppe um McGarry et al. 1989 hat an perfundierten Rattenlebern herausgefunden, dass das
Verhéltnis zwischen Insulin und Glukagon entscheidend fiir die Initiierung der Ketogenese ist [156].
AuBerdem muss fiir den Wechsel von Glukose zu Ketonkorper als Hauptenergiesubstrat ein erhohter
Fluss von freien Fettsduren zur Leber stattfinden, der durch einen erniedrigten Insulinspiegel
zustande kommt [91], [155]. Desweiteren stellt die bessere Verwertung von Fettsdauren durch einen
Anstieg des Verhdltnisses von Glukagon zu Insulin einen wesentlichen Punkt der
Forschungsergebnisse um McGarry und Kollegen dar. Durch einen Anstieg des Verhaltnisses von
Glukagon zu Insulin kommt es zu einer verstarkten Fettsdaureoxidation in der Leber. Die Funktion der
Carnitin Palmitoyltransferase 1 und 2 (CPT - 1 / 2) spielt bei der erhéhen Verstoffwechslung eine
wesentliche Rolle [158]. Grundsatzlich werden die Fettsduren > 12 C-Atome Uber dieses
Transportsystem in die Mitochondrien geschleust d.h. Heptanoat als Fettsdure zum Beispiel gelangt
Uber reine Diffusion in die Mitochondrien, wobei die Fettsduren von Sojadél Gber den CPT - 1 bzw. 2
transportiert werden [149]. Die CPT-1 und 2 konnen ihre Funktion nur in Abhdngigkeit der
vorherrschenden Carnitinspiegel erfiillen. Desto hoher der Carnitinspiegel in den Hepatozyten von
perfusierten Rattenlebern ist, desto hoher ist auch die Ketogenese [156], [159]. Die grundsétzliche
Voraussetzung fiir eine Erhohung der Carnitinkonzentration ist ein niedriger Insulin Spiegel und ein
steigender Glukoagonspiegel [159].

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Regulationsmechanismen der Ketogenese haben auch
Adrenalin und das Schilddrisenhormon (T;) einen Effekt auf die Ketogenese [160]. Das
Schilddriisenhormon hat nur einen indirekten Effekt auf die Ketogenese, indem es die freie
Fettsdurekonzentration im Plasma erhdhen kann und die Lipolyse steigert [155], [158]. Adrenalin
selbst hat einen anti - ketogenen Effekt [157]. Daraus ldsst sich folgern, dass Glukagon das
limitierende Hormon ist, welches ketogene Eigenschaft, in Abhéngigkeit der vorherrschenden Insulin
Konzentrationen, besitzt.
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1.10 Verstoffwechslung der Ketonkorper in extrahepatischen
Geweben

Nach der Bildung der Ketonkérper werden sie von der Leber (iber Monocarboxylattransporter vom
Typ 1 und 2 (MCT - 1/ 2) ins Blutplasma abgegeben. Von hier aus gelangen sie iber den Blutweg zu
den extrahepatischen Geweben fir die terminale Oxidation [113], [114], [120], [125]. Das Herz und
die Nierenrinde bevorzugen sogar Acetoacetat gegeniiber Glukose als Hauptenergiesubstrat. In den
extrahepatischen Geweben wird Acetoacetat und BHB ebenfalls Gber MCT - 1 und 2 aufgenommen.
Wichtig ist die Tatsache, dass die Konzentration an zirkulierenden Ketonkérpern héher ist als in den
extrahepatischen Geweben. Diese Aussage impliziert, dass Ketonkdrper entlang einem
Konzentrationsgradienten in das Zellinnere transportiert werden [161]. Van Hasselt et al. 2014 hat
die Auswirkungen eines kompletten Fehlens an MCT - 1 untersucht und festgestellt, dass die Tiere
ketoazidotische Entgleisungen entwickelt haben [162]. Diese Aussage unterstreicht die Wichtigkeit
dieses Transporters beim Transport der Ketonkorper in extrahepatische Gewebe. Die Hepatozyten
selbst sind in der Lage, die de novo - Synthese von Ketonkdrpern zu vollziehen, sind aber nicht in der
Lage, die aufgebauten Ketonkorper selbst wieder zu Acetyl - CoA abzubauen.

Nachdem die Ketonkorper in die Zelle aufgenommen worden sind, stellt die Literatur keine
ausreichende Erklarung fir den Transport vom Cytosol in die mitochondriale Matrix zur Verfligung.
Dieser Weg ist bis dato nicht erschlossen. Im ersten Schritt der Metabolisierung von BHB in
extrahepatischen Geweben muss das aufgenommene BHB wieder in Acetoacetat umgewandelt
werden. Diese Reaktion wird durch die mitochondriale - 8 - Hydroxybutyrat - Dehydrogenase
katalysiert. Acetoacetat wird Uber den gleichen Weg wie BHB in die Zelle aufgenommen und bedarf
keiner weiteren Umwandlung in BHB, da der Metabolisierungsweg von BHB zu Acetoacetat erfolgt.
Der nachste Schritt wird durch das Enzym Succinyl - CoA : 3 - oxosdure - CoA - Transferase (SCOT)
katalysiert, welches fiir den Ketonstoffwechsel eine wichtige Rolle spielt. Es ist das Enzym, welches in
der Leber nicht exprimiert wird und dafiir verantwortlich ist, ob eine Zelle in der Lage ist,
Ketonkorper fir die Energiegewinnung zugdnglich zu machen oder nicht. Bei der katalysierten
Reaktion durch die SCOT wird Acetoacetat mit CoA aktiviert. Das CoA wird von Succinyl - CoA auf
Acetoacetat Ubertragen (s. Abb. 26).

HO,  H NAD*  NADH+H* o Succinyl-CoA Succinat o
j coo" \ / ‘00c N V% s
CH CoA CH3
m-BDH-1 3 CoA-Transferase
B-Hydroxybutyrat Acetoacetat (SCOT) Acetoacetyl-CoA

Abb. 26 Verstoffwechslung von BHB in extrahepatischen Geweben bis zum AcetoAcetyl - CoA.
m - BDH - 1: mitochondriale - 8 - Hydroxybutyrat - Dehydrogenase; SCOT : Succinyl - CoA : 3 —
oxoséiure - CoA - Transferase

Der letzte Schritt ist die thiolytische Spaltung von AcetoAcetyl - CoA zu zwei Molekiilen Acetyl - CoA,
die dann durch die Citratsynthase in den Citronensdurezyklus eingespeist werden.
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Abb. 27 Verstoffwechslung von AcetoAcetyl - CoA bis zum Acetyl - CoA mit anschlieflender
Einschleuf3ung in den Citratzyklus (CZ) durch die Citratsynthase (CS). m - Thiolase : mitochondriale -
3 - Ketoacyl - CoA Thiolase

1.10.1 Nicht - oxidative Verstoffwechslung von Ketonkorpern

Neben der oxidativen Verstoffwechslung der Ketonkorper kdnnen extrahepatische Gewebe die
aufgenommenen Ketonkorper auch fiir die de novo - Lipogenese bzw. fiir den Aufbau von Cholesterol
benutzen [136], [163]. Dieser anabole Stoffwechselweg kommt bei der Hirnentwicklung bzw. der
laktierenden Milchdriise zum Tragen [131], [132]. Aus diesem Grund wird dieser Stoffwechselweg
ohne Abbildungen kurz erldutert. Das Acetoacetat wird liber ein cytosolisches Isoenzym, der Thiolase
- | in AcetoAcetyl - CoA umgewandelt. Nach dieser Aktivierung wird es durch die cytosolische - 3 -
Hydroxymethylglutaryl - CoA - Synthase (HMGCS - 1) in Hydroxymethylglutaryl - CoA Uberfiihrt.
Dieses Stoffwechselintermediat ist aus dem Mevalonat - Zyklus bekannt und wird zur Biosynthese
von Cholesterol bzw. Isoprenoiden benutzt. Die andere Moglichkeit fir den anabolen Stoffwechsel
der Ketonkorper betrifft die cytosolische Umwandlung von AcetoAcetyl - CoA zu Malonyl-CoA. Dieses
Malonyl - CoA wird im weiteren Verlauf fir den Aufbau von Fettsduren benutzt [133] - [135]. Weitere
physiologische Rollen der Ketonkdrper fiir den anabolen Stoffwechsel in der Leber sollen an dieser
Stelle nicht erdrtert werden, sind aber Gegenstand aktueller Forschung [136].
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1.11 Die Gaschromatographie mit gekoppeltem
Massenspektrometer (GC - MS)

Die Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometern (GC - MS) stellt in der heutigen
Forschung, aber auch in zahlreichen anderen Gebieten wie

e der Arzneimittelzulassung

e der Aroma - und Geruchsanalytik

e bei Dopingkontrollen

e der Toxikologie und Kampfstoffanalytik
e und viele mehr

eine sehr wichtige Rolle im Rahmen des qualitativen und quantitativen Nachweises von bekannten
und unbekannten Proben dar [137], [138]. Im Folgenden wird die GC - MS Analytik, die
zugrundeliegenden Prinzipen, Probenvorbereitungen, Etablierung und Validierung, mit Fokus auf das
verwendete Gerat erklart.

1.11.1 Aufbau und Prinzip der Gaschromatographie

Die Gaschromatographie basiert auf dem Prinzip der Adsorptions - bzw. Verteilungschromatographie,
wobei als Tragergas ein inertes Gas (N,, H,, He, Ar, CO,), als mobile Phase fungiert. In Abb. 28 ist das
verwendete Gerat mit allen Einzelkomponenten dargestellt.

Abb. 28 Gaschromatograph mit gekoppeltem Massenspektrometer (GC - MS). 1. Chromatograph
(Ofen); 2. StoBkammer mit Elektronen - Stoflionisations - (EI) und chemischem lonisationsmodul
(Cl); 3. Massenselektiver Detektor auf Basis eines Quadrupol; 4. Manuelles Bedienfeld; 5.
Autosampler - Einheit mit Injektionsspritze; 6. Einlasssystem mit Vorder - und Riickeinlasssystem; 7.

Gaszufuhr mit Heliumgas

45



Um eine Substanz mithilfe der GC - MS Uberhaupt qualitativ bzw. quantitativ bestimmen zu kdnnen,
muss diese Substanz in die Gasphase Uberflihrt werden [169]. Die Injektorspritze taucht in das
Probengefal ein, nimmt ein vorgegebenes Volumen auf und injiziert dieses in den Injektor (s. Abb.
29).

Spritze in Flihrungsschiene

Nadel der Spritze

Oberseite

Spiilungsventil <

Split-Offnung <—T

Glasliner

Einlass Tragergas

Heizblock der
Injektoreinheit

Punkt der
Split-Trennung

Kapillarsaule

Abb. 29 Injektoreinheit mit kombiniertem Splitventil. Abbildung maodifiziert nach [171] mit den
geltenden Lizenzvereinbarungen unter: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/us/

Der Heizblock kann den Glasliner auf bis zu 300 °C beheizen (s. Abb. 29). Die fllssigen Substanzen
werden dadurch verdampft und expandieren in dem Glasliner. Bevor die gasférmigen Substanzen
endgiltig auf die Sdule gelangen, kann elektronisch das sogenannte Split - Verhaltnis (typisch 1:5; 1 :
10) definiert werden [170]. Uber die Splitéffnung kann das Volumen, was nicht auf die Siule
gelangen soll, mit dem Tragergasstrom direkt ins Vakuum geleitet und abtransportiert werden [171].
Man definiert je nach etabliertem Protokoll ein Splitverhaltnis von 1 : 5 bzw. 1 : 10 um die
Kapillarsadule (i.D.: 0,25 mm) nicht zu Gberladen und somit die Peakqualitat (Auflosung; R,) bzw. die
Lebensdauer der Saule zu erhdhen. Falls Kompartimente vermessen werden sollen, die sehr wenig
Masse enthalten, muss entweder innerhalb der Probenvorbereitung eine Aufkonzentrierung der
Probe erfolgen oder das Split - Verhaltnis geringer eingestellt werden. Auch ein sogenannter splitless
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Modus ist moglich. Bei dieser Einstellung wird das gesamte Gasvolumen auf die Sdule verbracht
(Achtung: Lebensdauer |, und Leading der Peaks). Neben diesen verschiedenen Aufgabesystemen
gibt es noch die Dampfraumprobenaufgabe (Head - Space) und die kalte Aufgabe (On - column)
[169].

Nachdem die Probe auf die Sdule verbracht worden ist, erfolgt die Auftrennung der Probe anhand
ihrer physikochemischen Eigenschaften. Als Trennsdulen kdnnen grundsatzlich gepackte von
Kapillarsdaulen unterschieden werden. Alle beschriebenen Methoden wurden mit einer Kapillarsaule
vermessen (s. Abb. 31), weshalb hier nur auf diese Art der Sdulen eingegangen werden soll. Wenn
man sich eine Kapillarsdule mit fester stationarer Phase (SCOT) naher anschaut, entdeckt man
grundsatzlich drei zu unterscheidende Schichten. Die mittlere Schicht bildet Quarzglas, was auch die
Basis bei der Herstellung bildet. Nach innen wird auf die Quarzglasschicht eine stationare feste Phase
aufgebracht (SCOT = support coated open tubular column). Um die bessere Handhabung bzw.
Stabilitat der Saule zu gewahrleisten wird sie mit einer Polyimid - Schicht ummantelt.

Polyimid-Beschichtung

Quarzglas

Stationdre Phase

Abb. 30 Aufbau einer modernen Kapilarsaule.

Kapillarsdulen haben eine Lange von 10 - 100 m, mit einem sehr diinnen Durchmesser von 0,1 - 0,5
mm (s. Abb. 31) [169]. Die innere Schicht ist bei der in dieser Arbeit verwendeten Saule ein Gemisch
aus 95 % Dimethylsiloxan und 5 % Diphenylpolysiloxan [172].

CH, SH CH,

O_lsi ‘_‘SliOS|i
N\ /| |

CH, CH, CH,

5% m 95% n
Abb. 31 Agilent Kapillarsdule VF - 5ms (60 m x 0,25 mm x 0,25 um + 10 m Vorsdule). Die

Zusammensetzung besteht aus 95 % Dimethylpolysiloxan und 5 % Dimethylphenylpolysiloxan.

Die stationdre Phase ist somit unpolar und die Auftrennung der Substanzen an der stationaren Phase
findet aufgrund von van - der - Waals und it - m Wechselwirkungen statt [173]. Im Folgenden wird
naher auf die allgemeinen Auftrennungsprinzipien in der Gaschromatographie eingegangen.
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Das Prinzip der Auftrennung in der Gaschromatographie ist Physisorption und Chemisorption. Die
folgende Tabelle soll den Unterschied naher erlautern.

Veranderungen durch Nein la
Wechselwirkung Dipol kann sich @ndern kovalente Bindungen maéglich
Schichtbildung am Adsorbens Mehrfachlagen méglich Monolagen
Aktivierungsenergie Nein Ja
Bindungsenthalpie < 50 kl/mol 50 - 500 kJ/mol
Nein
Reversibilitat Ja Nur sehr hohe Temperaturen

(Ausheizen notig)

Van - der - Waals

Dipol - Dipol Kovalente Bindungsenergien
Art der Wechselwirkungen
m-1 Oxidationen / Reduktionen
lonen — Dipol

Sehr schnell 2 Grund: keine

Schnelligkeit der Reaktion TR e T

niedrig

Tab. 4 Eigenschaften in Abhéngigkeit der Wechselwirkung von Adsorbatmolekiilen und stationdéirer
Phase (Adsorbens) [174].

Aus Tab. 4 ist ableitbar, dass Chemisorption in der Gaschromatographie nicht die erwiinschte
Wechselwirkung zur Auftrennung darstellt, da sie oftmals irreversibel ist und mit einer Veranderung
des Adsorbats einhergeht. Da aber bei hohen Temperaturen (> 150 °C) die notwendige Energie fir
Chemisorption besteht, sollte man in der Gaschromatographie am Ende der Auftrennung aller
Substanzen ein Aufheizen auf 300 °C nachschalten. Das sogenannte Ausheizen ist dquivalent mit dem
Saulen bzw. Komponentensplilen bei der HPLC - Analytik.

Die Trenneffizienz in der Gaschromatographie ist ungeschlagen in der instrumentellen Analytik. Um
diesen Sachverhalt nochmals zu verdeutlichen, soll ein Vergleich der theoretischen Trenneffizienz
einer gangigen HPLC - Saule und einer Kapillarsdule in der GC herangezogen werden. Die
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Bodenanzahl ist definiert durch eine abgeschlossene Wechselwirkung zwischen Substanz und
stationarer Phase [169].

2

t,
N = 5,54 « (—)
Wh

Tab. 5 Berechnung der theoretischen Trennstufen (Béden) aus [169]

Zu beachten ist die Tatsache, dass die Bodenanzahl eine theoretische Betrachtung darstellt, die
modellhaft die Anzahl der Wechselwirkungen zwischen stationarer Phase und den aufzutrennenden
Substanzgemischen darstellt [169]. Kapillarsaulen in der GC haben eine theoretische Trennstufe von
> 10000, gangige HPLC - Sdulen zwischen 1000 - 8000 [172]. Die in dieser Arbeit verwendete Saule
(60 m x 0,25 mm x 0,25 um) hat eine theoretische Bodenanzahl fiir n - tridecan von 284544 [175].

1.11.2 Aufbau und Prinzip der Massenspektrometrie

Wenn das Substanzgemisch durch die Wechselwirkungen zwischen Tragergas und stationarer Phase
in einzelne Stoffe aufgetrennt wurde, eluieren diese Substanzen zeitlich getrennt von der Saule. Da in
der GC oftmals Massenspektrometer nachgeschaltet sind und diese im Vakuum (10 ® Torr £ 1,33 *
10 ® mbar) betrieben werden, muss eine zwischengeschaltete Einheit die Substanzen von einem
Hochdruck in ein Niederdrucksystem transferieren. Diese Aufgabe Ubernimmt die transfer - line,
welche die aufgetrennten Substanzen von der Sdule in das Massenspektrometer verbringt. Die
transfer - line ist fiir gewohnlich > 200 °C und direkt mit der Stofkammer des Massenspektrometers
verbunden [176].

In der StoRkammer kann man bei Quadrupol Massenspektrometern grundsatzlich zwei
lonisierungstechniken voneinander unterscheiden, die ElektronenstoRionisation (EI) und die
chemische lonisation (Cl) mit Gasen [177]. Die lonisierung ist ein notwendiger Schritt, da ansonsten
die entstehenden Verbindungen nicht im Quadropul abgelenkt werden und somit nicht detektiert
werden kénnen. Die gemessenen Werte in dieser Arbeit wurden alle im El - Modus bei 70 eV
gemessen, weshalb das Prinzip und der Aufbau in Abb. 32 verdeutlicht werden soll.
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Abb. 32 Prinzip und Aufbau der Elektronenstoflionisation (El)

Der Vorteil bei der ElektronenstoRionisation ist die hohe Vergleichbarkeit mit angelegten
Datenbanken [178]. Das klassische Referenzspektrum wird in den meisten Fallen mit 70 eV an
lonisierungsenergie vermessen. Von Nachteil ist die El allerdings bei der Berechnung des
Molekulargewichts, da eine Energie von 70 eV so hoch ist, dass die Fragmentierung gegeniiber der Cl
nur einen sehr kleinen Molpeak generiert. Fir die Berechnung des Molekulargewichts einer
unbekannten Substanz eignet sich besonders gut die chemische lonisation bzw. das Ausweichen auf
eine andere lonisierungstechnik, wie die Elektrosprayionisation (ESI) [176].

Nach der lonisierung werden die lonen durch Serienschaltung einzelner Extraktions - und
Fokussierlinsen in einen lonenstrahl gebiindelt und einer Gleichspannung ausgesetzt, die die lonen
beschleunigt. Die beschleunigten lonen werden zu den Quadrupolstdben geleitet. Ein Quadrupol ist
so aufgebaut, dass gleichzeitig eine hochfrequente Wechselspannung mit einer Uberlagerten
Gleichspannung an jedem einzelnen Stab anliegt. Durch die Anderung der Frequenz der
Wechselspannung oder der Gleichspannung kénnen nur bestimmte Masse / Ladungsverhiltnisse
durch die Stabe gelangen. Falls das lon mit einem bestimmten Masse / Ladungsverhaltnis nicht der
passenden Wechselspannungsfrequenz und Gleichspannung ausgesetzt ist, die das lon zwischen den
Staben halten kann, kollidiert das lon mit dem Stab und es kommt zur Impaktion. Durch Verdnderung
der Frequenz oder Spannung, kdnnen bestimmte Massenbereiche definiert werden, die den Detektor
am Ende der Stdbe erreicht [176]. Man kann die Frequenzen und Spannung so definieren, dass die
Sensitivitat bestimmter Massenbereiche erhoht wird. Wenn man zum Beispiel nur Molekiile mit
einem Massenbereich bis 200 Da bestimmen mdchte, kann man die Frequenz und Spannung so
adaptieren, dass die Massen > 200 Da das Ende des Stabes nicht erreichen. Die Anderungen der
Frequenzen und Spannungen an den Stdbe sollten nur geschulten und fortgeschrittenen Anwendern
vorbehalten sein [179].
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Massentrennung der lonen anhandihres
Masse / Ladungsverhaltnis (m/z)

Fokussierter

lonenstrahl
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/) Detektor \//
// e
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‘ (HF) und eine
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Abb. 33 Aufbau und Prinzip eines Quadrupol

1.11.3 Fragmentierungsreaktionen bei der ElektronenstoBionisation -
Massenspektrometrie

Die Interpretation von Massenspektren wird in den meisten Fallen (EDV - gestiitzt) durch Abgleich
mit hinterlegten Referenzspektren vollzogen [180]. Das Wissen Uber die wichtigsten
Zerfallsreaktionen bei der lonisation ist flr die Qualitidt der Aussage wichtig, da durch Matrixeffekte
Uberlagerungen von Peaks méglich sind und der hinterlegte Algorithmus zum Abgleich der Spektren
zu falschen Aussagen fihren kann. Ein weiterer wichtiger Punkt wird durch den single — ion -
monitoring Modus (SIM) beigesteuert (s. Kap. 2.3.2.3 Quantitative Analyse mithilfe der internen
Standardmethode), da charakteristische Massen der EDV vorgegeben werden, die falsche Ergebnisse
liefern kénnen. Hierzu wird ein kurzes Beispiel hinzugezogen. Im SIM - Modus gibt man der EDV vor,
eine Masse von 73 amu in einem bestimmten Zeitfenster zu scannen. Die Masse 73 amu ist sehr
unspezifisch, wie Abb. 34 zeigt. Alle drei Strukturen liefern die Masse 73 und fiihren so eventuell zu
falschen Interpretationen der Analysenergebnisse.

CH, THs
. N H +
S|+_CH3 H3C/H+\/C 2
| o
CH, H
abgespaltene Tetrahydro- N,N-Diemthyl-Amino-
Silylgruppe furanonium lon ethylium-lon
M,, =73 amu M,, =73 amu M,, =73 amu

Abb. 34 Massenfragmente der Masse 73
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Um die Qualitdt der Analysenergebnisse zu steigern, sollte man Massenfragmente wahlen, die zwar
in hoher Anzahl auf den Detektor treffen (Erhohung der Nachweisgrenze), die aber trotzdem noch
eine qualitative Beurteilung der Messergebnisse zulasst. In der vorliegenden Arbeit wurden fir die
Etablierung der SIM - Parameter mindestens drei Massen ausgewahlt. Hierzu wird ein
Massenfragment, was nur diese Substanz aufweist (Molmasse - 1/ 2 / 3 amu) gewahlt. Hinzu
kommen eine hohe typische Masse und eine niedrige allgemeine Masse (sogenannte Qualifier). Um
die Massenfragmente richtig etablieren zu kdnnen, bedarf es Wissen Uber die typischen
Fragmentierungen in der ElektronenstofSionisation [169].

Mc Lafferty und Kollegen haben versucht, typische Fragmentierungsreaktionen in der El einer
Gesetzmaligkeit zu unterstellen [181]. Sie entwickelten ausgehend von der organischen Chemie,
sowie der physikalischen Eigenschaften der Substanzen einfache Regeln der Fragmentierung [169].
Grundsatzlich haben Fragmentierungsreaktionen drei zu unterscheidende Charakteristika zu anderen
chemischen Reaktionen. Laut Riicker et al. 2008 sind Fragmentierungsreaktionen

e monomolekular 2 TeilchenzusammenstéRe in der lonenquelle finden kaum statt

e endotherm

e kinetisch kontrolliert = es werden die Teilchen bevorzugt im MS registriert, die am
schnellsten gebildet werden [169].

Die Fragmentierung findet nach der Kollision mit Elektronen, welche aus dem Wolfram - Filament
emittiert werden, statt. In den meisten Fallen wird ein Radikal aus dem Molekil herausgeschlagen
und es entstehen Radikalkationen, die einen sehr reaktiven Charakter zeigen. Folgende
Moglichkeiten sind nach der lonisierung moglich.

e Umlagerung oder Abspaltung eines Neutralmolekiils zu stabileren Radikalkationen.
e Eliminierung des radikalischen Elektrons durch Abspaltung von Radikalen und der Ausbildung
von Kationen [137]; [138]; [141].

lonisierung: Molekul A—B—C-D
l lonisierung

Fragmentierung: Molekulion [A—B —C—DJ?

A [B-C—DJ A" [B-C-DJ
Neutral Radikalkation Radikal Kation

|
A A s

B [C-Dk B’ [€—DJ Kation Neutral
Neutral Radikalkation Radikal Kation

Abb. 35 Méglichkeiten der Fragmentierung nach erfolgter lonisierung durch
Elektronenstoflionisation
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Das in Abb. 35 dargestellte Schema der moglichen Fragmentierungen gilt nur fir Molekiile mit
gerader Anzahl von Elektronen.

Die Spaltungsreaktionen werden an dieser Stelle kurz genannt und erldutert. Weiterfihrende
Literatur zum Thema Fragmentierung ist in der aufgefihrten Literatur zu finden [137]; [138]; [141];
[145].

Als erste wichtige Fragmentierungsreaktion ist die Alkylspaltung zu nennen. Nach erfolgter
lonisierung wird das Kation gebildet, welches am besten durch induktive Effekte (+ | -Effekt) am
besten stabilisiert werden kann. Es kann folgende Stabilisierung der Molekiile postuliert werden
[182]"

Rl
Ry \
CHy* < R—CH,* < >CH+< R,——C"
RZ
R3

Abb. 36 Reihenfolge der Stabilisierung von Alkylresten nach lonisierung

Die zweite Fragmentierung betrifft Allylspaltungen. Hier wird die Spaltung in Allylposition zur
Doppelbindung vollzogen, da das entstehende Radikalkation Uber mesomere und eventuell
(abhdngig vom Grad der Verzweigung) induktive Effekte stabilisiert werden kann. Folgender
Ubergangszustand kann formuliert werden [182].

H+
——C=—=CH—CH," == > C—C—=CH,
H H

Abb. 37 Stabilisierung des Radikalkation mit Allylstruktur.

Die dritte Fragmentierung ist die Benzyl - und Tropyliumspaltung, bei sich ein Benzylium - lon in ein
Tropylium - lon umlagert. Die Stabilisierung beider Zustiande wird hauptsachlich Gber mesomere
Effekte (+ M) bewirkt. Der induktive Effekt (+ Effekt) spielt nur eine untergeordnete Rolle.

CH,* Umlagerung . \ CH*
/
Benzylium-lon Tropylium-lon

Abb. 38 Umlagerung des Benzylium - lon zum Tropylium - lon

Die B - Spaltung oder Oniumspaltung beschreibt dhnlich der Allylspaltung eine Spaltung an der B -
Position zu einem einfach gebundenen Heteroatom (N, O, S). Auch dieser Zustand wird durch einen +
M - Effekt stabilisiert.
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+
H2
R—X—C—~R, | ——» R, +|/R,—X—CH," == > R,——X'=CH,

Abb. 39 8 - Spaltung mit Heteroatomen

Auch bei der B - Spaltung gibt es eine Reihenfolge wie die Kationen sich in Abhangigkeit der
stabilisierenden funktionellen Gruppe stabilisieren kdnnen (s. Abb. 40).

Cl,OH < Br < COOCH; < C==0 < OCH; < SCH; < NHCOCH, < NH, < N(CH;),

Abb. 40 Reihenfolge der Stabilisierung von Kationen in Abhéingigkeit des Heteroatoms

Als letzte Spaltung wird an dieser Stelle die a - Spaltung erldutert. Carbonylverbindungen werden
bevorzugt an der a - Position gespalten. Auch hier tragen + M Effekte zur Stabilisierung bei.

-+

RI—CH; + C'—R, -=«——» C—R,

L )

Abb. 41 a - Spaltung bei Carbonylverbindungen

Auch bei der a - Spaltung gibt es in Abhadngigkeit der Carbonylverbindungen Gruppen, die durch
mesomere Effekte den kationischen Zustand besser stabilisieren konnen (s. Abb. 42).

o

\C
7N

COOH < COOCH; < (C=—0 <

Abb. 42 Reihenfolge der Stabilisierungskapazitéit von Carbonylverbindungen

Mit diesen beschriebenen Fragmentierungsregeln kdnnen bereits eine ganze Menge an
Massenspektren interpretiert werden. Entscheidend ist die zusatzliche Beurteilung der Spektren
neben dem computergestiitzten Spektrenabgleich, da die hinterlegten Algorithmen teilweise
unzureichende Aussagen Uber die Substanzen generieren.
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1.12 Fragestellungen der Dissertation

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit (s. Kap. 3.1 Hepatische Ketogenese in Abhdingigkeit
unterschiedlicher Diéiten) wird die Fragestellung beantworten, inwieweit unterschiedliche Didten das
Ergebnis eines ischdmischen Schlaganfalls (90 min.) auf pharmakokinetischer Ebene beeinflussen.
Hierbei wird der Fokus auf die zwei Metaboliten Glukose und BHB gelegt.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird die Fragestellung verfolgt, welche Effekte die akute
Gabe von BHB bei Reperfusion auf die pharmakodynamischen (Neuroscore;
Atmungskettenkomplexe; Citratsynthase) sowie die pharmakokinetischen Parameter (BHB - und
Glukosespiegel) nach 24 h hat.

Im dritten Teil wird die Fragestellung der richtigen Etablierung und Validierung der GC - MS Analytik
anhand der geltenden International conference on harmonisation of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use (ICH - Q2(R1)) betrachtet und in den industriellen
Kontext fiir die Validierung gesetzt. Die Etablierung und Validierung der GC - MS Analytik stellt eine
Bedingung fiir die Beantwortung der ersten und zweiten Fragestellung dar.
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2. Material und Methoden

Das Kapitel 2 der vorliegenden Arbeit ist der gesamte Material und Methodenteil, der in drei
Unterkapitel gegliedert ist. Das erste Unterkapitel beschaftigt sich mit den verwendeten Materialien
und Geratschaften, die man fir die transiente Induktion eines Schlaganfalls benétigt. Das zweite
Unterkapitel beschreibt die Materialien und Geratschaften fiir die verwendeten Verhaltenstests und
die mitochondriale Atmung. Im letzten Unterkapitel wird die GC - MS Analytik vorgestellt werden,
wobei hier der Fokus auf die verwendeten Materialen, Geradtschaften und vor allem die Anleitung zur
Bedienung im Fokus stehen werden.

2.1 Material und Methoden fiir den Schlaganfall und die
Mikrodialyse

Im Folgenden werden die verwendeten Gerate und Materialien flr die Induktion des Schlaganfalls,
sowie die Durchfiihrung der Mikrodialyse, tabellarisch aufgefiihrt. Im Anschluss daran werden die in
dieser Arbeit zur Anwendung gekommenen Methoden naher erldutert.

2.1.1 Materialien und Gerate

2.1.1.1 Gerate
Gerat Hersteller

Aktivatorstift UHU, Blhl, D
Alkoholtupfer B. Braun, Melsungen, D
Anasthesieeinheit Kent Scientific Corporation, Torington, USA
Beckman Microfuge R Beckman & Coulter GmbH, Krefeld, D
Beckman Zentrifuge Allegra 6R Beckman & Coulter GmbH, Krefeld, D
Bepanthen Augen- und Nasensalbe Bayer, Leverkusen, D
Cyanacrylat Gel Kleber UHU, Blhl, D
Cyanacrylat Plastik Kleber Henkel, Disseldorf, D
Dentalbohrer (RF 104018) Firma Hager & Meisinger, Neuss, D
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Dentalzement + Primer

Ivoclar Vivadent, Multilink Automix, Schaan, Lie

Dialysemembran AN69 HF

Hospal Industrie, Meyzieu, F

Elektrokoagulator

Fine Science Tools, Heidelberg, D

Elma S30 H (Ultraschallbad)

Elma Schmidbauer GmbH, Singen, D

Eppendorf-Gefalle

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Faden zur Ligation 18020-60

Fine Science Tools, Heidelberg, D

Gewebekleber Vet Glu

B. Braun Vet Care, Tuttlingen, D

Gew ebeschneider

Mclllwain, Redding, USA

Glaskapillare (Fused Silica, 0,074 mmID)

Polymicro Technologies, Kehl, D

Hamilton Prazisionsspritzen

Hamilton, Reno, USA

HeiRkleber Gluematic 3002

Steinel, Herzebrock - Clarholz, D

Heizpad mit Rektalsonde

Harvard Instrument, Holliston, USA

Kaltlichtbeleuchtung PL 2000

Optech, Belgrade, USA

Klemmen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Laser Doppler

Moor Instruments, Devon, UK

Mausadapter

Harvard Instrument, Holliston, USA

MCAO-Faden 6-0 2523PK10

Doccol, Redlands, CA, USA

Milli-Q Akademische Wasserfilteranlage

Millipore, Billerica, USA
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My Block (Heizblock)

Benchmark Scientific, Edison, USA

PE Schlauch (0,38 mm ID)

Hartenstein, Wirzburg, D

pH Meter InoLab pH Level 1

WTW, Weilheim, D

Plastik - Laborverbrauchsmaterialien

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Praparier - und Operationsbesteck

Fine Science Tools, Heidelberg, D

Prazisions — Pipetten

Abimed, Langenfeld, D

Prazisionsspritze 1 ml

Hamilton, Reno, USA

Prazisionsspritzenpumpe KDS200

KDScientific, Holliston, USA

Promax 1020 (Plattformschittler)

Heidolph Instruments, Schwabach, D

Silikonkleber IBF - Ferotherm 5 - n

IBF Chemotechnik Elektronik, D

Skalpell

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Sonic Dismembrator mit Sonotrode

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Masach.,
USA

Stereomikroskop Omano (OM99 - V15)

The Microscope Store, Wirtz, USA

Stereotakt

Stoelting, Chicago, USA

Sterican Kanilen

B. Braun, Melsungen, D

Univentor 400 Anaesthesieeinheit

TSE systems, Bad Homburg, D

Wasserbad 1003

GFL, Burgwedel, D

Wasserbad Thermomix 1441

B. Braun, Melsungen, D

Tab. 6 Verwendete Gerdite
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2.1.1.2 Verwendete Tiere und Tierhaltung

Alle vorgenommenen Interventionsstudien in dieser Dissertation wurden an weiblichen CD - 1
Mausen durchgefiihrt. Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der gemessenen Endpunkte
zu gewahrleisten, wurden fir alle Versuche weibliche CD - 1 Mause mit einem Gewicht von29-32 g
pro Maus gewdhlt. Dieses Gewicht entspricht einem Alter von 6 - 8 Wochen. Der CD - 1 Mausstamm
ist ein Auszuchtstamm, der im Labor von Dr. de Coulon in Lausanne (Schweiz) geziichtet wurde [183].
CD - 1 Mause zeichnen sich durch hohe Widerstandsfahigkeit bei chirurgischen Eingriffen aus. Des
Weiteren finden CD - 1 Mause Anwendung in Sicherheits - und Wirksamkeitsstudien, onkologischen
Fragestellungen und Verhaltenstestungen [183] - [186]. Um die Inzucht unter den CD - 1 Mausen zu
Uberprifen, hat die Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) 110 Genloci gescreent und einen
durchschnittlichen heterozygoten Charakter von 28,1 bzw. 28,9 % gemessen [183], [184]. Somit kann
man von einer Zucht mit stabilen Auszuchtkriterien ausgehen.

Alle Mause wurden 7 Tage vor den geplanten Studien aus dem hausinternen Tierstall in den
Labortierstall transferiert, um die Tiere an die veranderten Bedingungen zu gewdhnen. Die
allgemeinen Haltungsbedingungen wurden aus den GV - Solas (Gesellschaft fur Versuchstierkunde /
Society of Laboratory Animal Science) Leitlinien und den gesetzlichen Regelungen (86 / 609 / EEC)
abgeleitet und lauten wie folgt: Raumtemperatur 20 - 22 °C, Luftfeuchtigkeit 40 - 60 %, 12 h Tag -/
Nachtzyklus, Futter und Wasserversorgung ad libitum, Einstreu, Zellstoff und Laufréhren als
Umgebungsanreicherung [183]; [184]; [188]. Die Kafige (Makrolon; MalRe: 43 x 28 x 15 cm) wurden
alle 7 Tage gereinigt und mit neuem Einstreu, Zellstoff und Laufrohren versehen.

2.1.1.3 Verwendete Didten

In der vorliegenden Arbeit kamen 3 unterschiedliche Didten zum Einsatz, die im Folgenden erlautert
werden.

Im Pharmakologischen Institut fiir Naturwissenschaftler wird das von Altromin International (Lage,
Deutschland) hergestellte Haltungsfutter fir Nager verwendet [189]. Die genaue Bezeichnung lautet
1326, wobei 132 fiir die Erhaltungsdiat (nicht phytoestrogenarm) und die am Ende stehende Zahl 6
flr die PelletgroRe, kennzeichnend ist.

Die von Frau Schwarzkopf in Auftrag gegebene anaplerotische Didt bestand im Wesentlichen aus
Triheptanoin als Fettkomponente, einem dreifach mit Heptanoat verestertem Glycerolgrundgerist.
Das Rohol wurde urspriinglich von der Firma Sasol (Brunsbiittel, Deutschland) produziert, wurde aber
von der Firma B. Braun (Melsungen, Deutschland) zur Verfligung gestellt [190].

Um eine Kontrolle fiir die Triheptanoindiat zu etablieren, wurde ein auf Sojadl basierendes Ol als
Fettkomponente benutzt [191]. Hierbei wurde versucht, die Didtzusammensetzung so zu
konzipieren, dass der Fettanteil isokalorisch ausgetauscht wurde [192]. Die genaue
Zusammensetzung ist in Tab. 7 dargestellt.
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Name der Diat Altromin 1326 Triheptanoin Sojaol
Metabolische Energie [kcal/kg] 3188 3208 3209
kcal aus Protein [%] 24 17 17
kcal aus Fett [%] 12 35 35
kcal aus Kohlenhydraten [%] 64 48 48
Roh Protein [%] 14,9 17,6 17,6
Roh Fett [%] 4,1 16,4 5,4
Roh Ballaststoffe[%)] 7,1 6,0 6,0
Ascheanteil [%] 6,5 5,4 5,4
Monosaccharide [%] 0 0 0
Disaccharide [%] 3,8 10,7 10,7
Polysaccharide [%] 39,7 24,4 35,0
L-Cystin [%] 0,3 0,3 0,3

Tab. 7 Didgtzusammensetzung

Alle Tiere bekamen 14 Tage vor Beginn der Experimente die jeweilige Diat inklusive
Trinkwasserversorgung ad libitum zur Verfliigung gestellt.

2.1.1.4 Mikrodialyse

Die Mikrodialyse ist ein minimalinvasives Verfahren, bei dem es durch passive Diffusion zu einem
Konzentrationsausgleich zwischen zwei Kompartimenten kommt. Der Konzentrationsausgleich
erfolgt hierbei durch kollektive Diffusion Uber eine semipermeable Membran, die (je nach
Eigenschaften) hydrophile oder lipophile Eigenschaften haben kann. Kleine geléste Molekdile, je nach
ihrem Gradienten, kénnen die Membran passieren. Die zugrundeliegende Gesetzmaligkeit der
kollektiven Diffusion wird mit dem 1. Fick’schen Gesetz beschrieben:

= D% —
J *ax

Gleichung 21. Fick’sches Gesetz

Hierbei ist J die Teilchenstromdichte mit der Einheit [TZITOIS ,Z—;der Konzentrationsgradient mit der

2
Einheit [";l—?] und D der Diffusionskoeffizient mit der Einheit [mT] Die Proportionalitat zwischen

Teilchenstromdichte J und Konzentrationsgradient wird durch den Faktor D hergestellt. Da die
Teilchenstromdichte entgegen der Diffusionsrichtung erfolgt, hat der Diffusionskoeffizient ein
negatives Vorzeichen. Um diese GesetzmaRigkeit auf die Mikrodialyse zu Ubertragen, besteht
zwischen dem Extrazellularraum (EZR) und dem Innenraum der Sonde ein Konzentrationsgradient.
Dieser Gradient wird durch die Durchspilung (2 pl/min) mit isoosmolarer Salzlésung (= artifizielle
Cerebrospinalflissigkeit (aCSF)) aufrechterhalten, sodass sich immer wieder neue Gleichgewichte
einstellen kénnen. Allerdings ist die Durchflussgeschwindigkeit so zu wahlen, dass sich zwar eine
Anreicherung in der Spillésung vollziehen kann, aber die Geschwindigkeit nicht zu schnell sein darf,
sodass sich die Gleichgewichtsbildung bereits vollzogen hat. In der vorliegenden Arbeit wurden
immer 2 pl/min als Durchflussgeschwindigkeit gewahlt. Die Diffusion wird wesentlich durch die
Einflussfaktoren Temperatur, Molekulargewicht, Poren- und Gesamtflache der Membran, sowie die
Ladung der diffusiblen Substanzen bestimmt. Im Folgenden sollen spezifische Termini zur
Mikrodialyse erklart werden. Die sogenannte maximal passierbare MolekiilgréRe (cut - off) wird in Da
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angegeben und beschreibt das Molekulargewicht in Dalton, bei den 80 % der Molekile gehindert
werden, die Membran zu passieren [193].

2.1.1.4.1 Aufbau und Funktionsweise der Mikrodialysesonden

Die Mikrodialysesonden im Arbeitskreis sind selbstgefertigt. Der Bau, sowie die Komponenten zum
Bau wurden aus einem bestehenden Protokoll modifiziert und werden im nachsten Kapitel im Detail
erlautert [194]. Aufgrund der erhdohten Kosten von kommerziellen Mikrodialysesonden gibt es
mittlerweile mehrere Arbeitskreise, die ihre Sonden selbst anfertigen [193] — [195].

Der Aufbau der Mikrodialysesonden ist Y - formig und besteht im Wesentlichen aus einem
Sondeneingangs -, einem Sondenausgangsbereich sowie einem Stegbereich mit Membran (s. Abb.
43). Ein Stahlmandrin wird (ber die Quarzglaskapillare gestlilpt und stellt den
Sondeneingangsbereich dar. Hier kann der Polyethylen - Schlauch (PE), ausgehend vom Perfusor,
angeschlossen werden. Der linke Schenkel der Y - formigen Mikrodialysesonde stellt den
Sondenausgangsbereich dar und kann zum leichteren verbinden angeschragt werden. Der
Stegbereich wird durch den PE - Schlauch, die fused-silica und die Dialysemembran aufgebaut. Die
Membran ist so mit Silikonkleber modifiziert, dass eine Austauschfliche von 2 mm resultiert. Um die
Dichtigkeit der Sonde zu gewahrleisten, wird der untere Stegbereich der Sonde mit Gelkleber
verschlossen.

Die Funktionsweise soll anhand Abb. 43 erlautert werden [197]. Man bendtigt einen Perfusor, der
mit einer 1 ml Hamiltonspritze (mit aCSF) bestlickt wurde. Nun verbindet man den Sondeneingang
Uber einen PE - Schlauch mit der Hamiltonspritze. Bei konstanter DurchfluBgeschwindigkeit (2
pl/min) wird die Sonde liber die Quarzglaskapillare durchstrémt. Am unteren Ende der
Quarzglaskapillare strémt aCSF aus der Offnung. Durch den hydrodynamischen Druck steigt die aCSF
- Lésung in der Sonde Richtung Sondenausgang. Der fenestrierte, nicht desaktivierte Teil der
Membran wird dadurch geflutet und es kommt zur Gleichgewichtseinstellung mit dem
Extrazellularraum des jeweiligen Hirnkompartiments. Uber den Sondenausgang kann das Dialysat
entweder Uber eine Pipettenspitze oder (iber einen Ausgangsschlauch mit angeschlossenem
Kollektor gesammelt werden. Um eine scharfere Fraktionstrennung (vor / wahrend / nach t - MCAOQ)
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zu gewahrleisten, wurde in der vorliegenden Arbeit grundsatzlich mit der Pipettenspitzenvariante
gearbeitet, da die Spitzen nach der Fraktion verworfen werden kdnnen. So werden Adhdasion - oder
Kohasionsphdanomene im PE - Schlauch verhindert.

Fused silica

Sondenausgang

Hiilse aus Edelstahl
~— i
‘ sondeneingang

Stegbereich

Getrockneter
Polyamidkleber

Cyanacrylat Gelkleber

Desaktivierter Bereich
der Membran

Fenestrierte

Membran;
cut off: 10kDa
1

<o Stoffwechselintermediate
<& Neurotransmitter

Cyanacrylat Gelpfropf

Abb. 43 Mikrodialysesonde modifiziert nach Lietsche et al. 2014
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2.1.1.4.2 Bau der Mikrodialysesonde

Am Anfang schneidet man einen PE - Schlauch (ID = 0,38 mm) in 25 mm lange Stiicke, die an einem
Ende jeweils angeschragt geschnitten werden. Das angeschragte Abschneiden bedingt eine leichtere
Handhabung beim Anschliefen des Ausgangsschlauches bzw. der Filterspitze an die Dialysesonde am
implantierten Tier. Danach schneidet man die Quarzglaskapillare (ID = 0,074 mm) plan mit einer
Lange von 20 mm ab. Um die beiden Teile miteinander zu verbinden bendétigt man eine Kanile
(Sterican®, grau 27G x %), die man durch den zuvor abgeschnittenen PE - Schlauch (ca. 4 - 6 mm)
schiebt. Die Stelle, an der perforiert wird, ist entscheidend fiir die Steglange der Sonde und sollte
nach Perforation mit einem handelsiblichen Aktivator angeraut werden. Wenn in tiefere
Kompartimente, wie zum Beispiel dem Hypothalamus, (Koordinaten: AP: - 0,9 mm; L: + 0,5 mm; DV: -
5,5 mm) implantiert wird, sollte eine langere Stegldange von 6 - 8 mm gewahlt werden. Mithilfe der
Kandile lasst sich der PE - Schlauch leicht perforieren. Das entstandene Loch im PE - Schlauch sollte so
klein wie moglich sein, da ansonsten die Dichtigkeit der Sonde nicht gewahrleistet ist. Durch den
Innenraum der Kanile Ilasst sich die Quarzglaskapillare mit etwas Fingerspitzengefinhl
hindurchschieben. Wenn man die Quarzglaskapillare nun mit behandschuhten Fingern fixiert und die
Kaniile aus dem perforierten PE - Schlauch zuriickzieht, ist die Quarzglaskapillare mit dem PE -
Schlauch verbunden. Um eine dauerhafte Fixierung zu erwirken, wird das perforierte Loch mit
Gelkleber verschlossen. Zuvor muss allerdings sichergestellt werden, dass die Quarzglaskapillare 5
mm am unteren Ende aus dem PE - Schlauch herausragt. Nachdem der Kleber ausgehartet ist, kann
man die Dialysemembran Uber die fixierte Quarzglaskapillare stiilpen. Die Membran sollte soweit
vorgeschoben werden, dass sie an die Klebestelle zwischen Quarzglaskapillare und PE - Schlauch
stolRt. Wenn dieser Schritt vollzogen ist, muss man die Membran so am unteren Ende abschneiden,
dass sie bezogen auf die Quarzglaskapillare ca. einen halben mm Ubersteht. Um die Dichtigkeit der
Sonde zu gewahrleisten, wird auch hier ein Gelkleberpropf zum VerschlieBen der Sonde gesetzt.
Hierzu benetzt man eine Kaniile mit Gelkleber und Iasst den Kleber durch die Kapillarkrafte das Loch
verschlieRen. Der Raum zwischen PE - Schlauch und Quarzglaskapillare wird in diesem
Bearbeitungsschritt ebenfalls mit Gelkleber verschlossen. Um den Sondeneingangsbereich zu
stabilisieren, wird ein Metallmandrin mit planen Enden aus einer Kaniile (orange, 25 G x 1 1/2“)
prapariert, auf die Quarzklaskapillare gestiilpt und festgeklebt. AbschlieBend muss noch die
Austauschflache der Dialysemembran definiert werden. Hierzu wird der Kleber, der auf der Sonde
verarbeitet wurde, iber Nacht der Kleber ausharten gelassen, und am nachsten Tag wird die
Austauschflaiche unter einem Mikroskop mit 2 mm definiert. Das Ende des sich gebildeten
Gelpfropfes dient als Anfang fiir die Markierung der Austauschflache. Von diesem Punkt aus werden
2 mm am Steg abgemessen. Die restliche Flache wird mit Silikonkleber desaktiviert.

Um eine einheitliche ,Produktionsqualitat” pro angefertigter Charge zu erreichen, baut man 20-25
Sonden pro Herstellungszyklus. Die so fertiggestellten Sonden sollten im Studiendesign so verbraucht
werden, dass die Gesamtanzahl der Sonden auf die unterschiedlichen Gruppen verteilt werden kann.
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2.1.1.4.3 Bau des Perfusionsschlauches und Auffangsystem fiir das Mikrodialysat

Fir die Mikrodialyseversuche bendtigt man zum Verbinden der 1 ml Prazisionsspritze (Hamilton) mit
der Mikrodialysesonde einen Eingangsschlauch. Der Ausgangsschlauch entfallt und wird durch eine
desaktivierte Spitze, welche mit dem Ausgang der Mikrodialysesonde verbunden wird, ersetzt.
Aufgrund der aus dem Schlaganfall induzierten Hemiparese kommt es mit zwei Schlduchen zu
Verdrillungen, die zumeist irreparable Schaden am Schlauchmaterial hervorrufen und so das Ersetzen
des Ausgangsschlauches durch eine desaktivierte Spitze rechtfertigen.

Flir den Bau des Eingangsschlauches (ID = 0,28 mm) schneidet man ein 85 cm langes Stlick PE -
Schlauch ab. Danach nimmt man ein Stlick Kupferdraht und schiebt es in das PE-Schlauchlumen. Der
Kupferdraht dient als Stabilsator um das Adapterstiick auf den PE - Schlauch zu stiilpen. Das
Adapterstiick besteht aus einem 7 mm langen Tygonschlauch (ID = 0,38 mm), der auf das andere
freie Ende des Kupferdrahtes aufgezogen wird. Nun kann man das Adapterstiick mithilfe des
Kupferdrahtes auf den PE - Schlauch stilpen. Um die Verbindung zwischen Tygonschlauch und PE-
Schlauch zu fixieren, wird mit dem Aktivatorstift die Oberflaiche angeraut und danach wird der
Ubergang mit Gelkleber fixiert.

2.1.1.4.4 Perfusionslosung

Um die kollektive Diffusion der zu bestimmenden Analyte zu gewadhrleisten, bedarf es einer
Elektrolytlosung (proteinfrei), die die gleiche Zusammensetzung wie die Liquorflissigkeit besitzt.
Hierzu muss eine sogenannte kiinstliche Zerebrolspinalflissigkeit (artificial cerebrospinal fluid = aCSF)
hergestellt werden. Die Zusammensetzung ist in Tab. 8 dargestellt.

Substanz Reinheit [%)] Konzentration [mM]
Calciumchlorid ‘ 99-101 (komplexometrisch) 1,2
Kaliumchlorid ‘ > 99,5 (argentometrisch) 2,7
Magnesiumchlorid ‘ > 99,5 (komplexometrisch) 1,2
Natriumchlorid ‘ >99,5 (argentometrisch) 147

Tab. 8 Zusammensetzung der artifiziellen Cerebrospinalfliissigkeit (aCSF)

2.1.1.4.5 In vitro Wiederfindungsrate

Die in vitro Wiederfindungsrate (WR) beschreibt das Verhéltnis zwischen der gemessenen
Analytkonzentration im Dialysat und der Konzentration des gleichen Analyten in der
Ausgangslosung, in der die Mikrodialyse stattfindet. In diese Losung bekannter Konzentration wird
eine Dialysemembran getaucht und mit einer DurchfluRgeschwindigkeit von 2 pl/min mit aCSF
perfundiert. Es werden in zeitlichen Abstdnden (15 min) Fraktionen der Dialysate gesammelt und
danach direkt vermessen. Von der Ausgangslosung werden ebenfalls 3 Proben entnommen. In der
vorliegenden Arbeit wurden die WR von Glukose, Laktat, Pyruvat, BHB, Citrat, Myo - Inositol,
Glutamat und GABA bestimmt.

Um die WR berechnen zu kénnen, werden mit der jeweiligen analytischen Methode (GC - MS; CMA
600) die Konzentrationen der zu bestimmenden Analyte gemessen. Um die WR zu berechnen, wird
die gemittelte Konzentration der Analyte aus dem Dialysat ins Verhaltnis mit dem sich ergebenden
Mittelwert der Ausgangslosung gesetzt.
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@ Konz. Analyt im Dialysat
WR 4 Y.

~ @ Konz. Analyt in Ausgangslsg.

Gleichung 3 Berechnung der Wiederfindungsrate

Die Bestimmung der WR kann mit ausgewahlten Sonden einer Charge erfolgen oder man bestimmt
die WR pro Sonde. Die letztgenannte Bestimmung der WR ist besonders aufwendig, da vor jedem
Versuch die individuelle WR einer jeden Sonde bestimmt werden muss. Allerdings hat diese
Methodik die geringsten Fehler in der statistischen Berechnung zur Folge, da jede Sonde mit ihrer
eigenen Wiederfindungsrate korrigiert wird und nicht mit einem (iber mehreren Sonden gemittelten
Wert (s. Kap. 4.3.5 Wiederfindungsrate).

2.1.1.4.6 Sondenimplantation in das linke Striatum

Die zu operierenden Tiere wurden, wie bereits im Kap. 2.1.1.2 Verwendete Tiere und Tierhaltung
beschrieben, am Tag der OP in den OP - Raum verbracht. Der gesamte Arbeitsplatz wurde gereinigt
und die benétigten Materialien wurden bereitgestellt. Eine spezielle Narkosekammer wurde unter
Zuhilfenahme des Narkosevaporisators mit 5 % Isofluran in synthetischer Luft vorgeflutet. Nach ca. 3
min. Flutungszeit wurde die Maus in dieser Kammer narkotisiert und bei Eintreten des
Toleranzstadiums in die Stereotakteneinheit verbracht. Hierzu gibt es einen speziellen Mausadapter
fir die OP-Einheit. Um die genaue Position der Maus wahrend der OP zu gewahrleisten, wurde die
Maus mit zwei Stahlstiften an der linken bzw. rechten Kalottenseite leicht fixiert. Die Erhaltungsdosis
an Isofluran fir die OP wurde in Abhangigkeit der Atemtiefe/Atemfrequenz der Maus vorgenommen
und lag im Mittel zwischen 1,5-2 % lIsofluran in synthetischer Luft. Das Erreichen einer stabilen
Narkose wurde anhand des Fehlens des Interdigitalreflexes, des Ausbleibens des Cornealreflexes und
der Atemtiefe/Atemfrequenz festgestellt. Nach Ausbleiben des Cornealreflexes wurde der Maus
noch Dexpanthenol-haltige Augencreme, zur Verhinderung des Austrocknens der Cornea, auf die
Augen aufgetragen. Nach vorheriger Desinfektion der Schadelkalotte wurde eine Inzision an der
Schadeldecke vorgenommen. Alle sich im OP-Situs befindlichen Haute wurden fein sauberlich
freiprapariert bis die komplette Kalotte freigelegt war. Falls die unterschiedlichen Kalottenstrukturen
wie Bregma und Lambda nicht mit dem bloRRen Auge ersichtlich waren, konnte optional eine 3 % ige
Wasserstoffperoxidlosung verwendet werden, um die Strukturen besser zu exponieren. Nun wurde
von Bregma ausgehend + 0,5 mm in anteriore und + 2,2 mm in laterale Richtung eine Markierung
gesetzt. Diese Markierung stellt die zweidimensionale Position des linken Striatums dar. Die genauen
Koordinaten wurden aus der Literatur [198] entnommen. An der Markierung wurde mit dem
Dentalbohrer, der mit einem extra diinnen Bohraufsatz fiir Mausapplikationen versehen ist, ein Loch
gebohrt. Da die Mauskalotte sehr diinn ist und die Hirnhdute sehr stark, sowohl mit Nerven, als auch
mit Arterien und Venen, versehen sind, sollte man sehr vorsichtig bohren, bis der initiale Widerstand
Uberwunden wurde. Die drei Hirnhdute kénnen nun vorsichtig perforiert werden, sodass das Gehirn
an der Bohrstelle freigelegt worden ist. Jetzt kann die Sonde im rechten Winkel in den Stereotakten
eingespannt werden. Um einen Anfang fiir die Tiefe der Sondenimplantation zu definieren, wurde die
Benetzung mit Liquor beim Eintauchen der Sonde in das Gehirn verwendet. Wenn der untere
Stegbereich der Sonde benetzt wurde, wird die Stereotakteneinheit so abgesenkt, dass man - 3,8 mm
ventral in die Mitte des linken Striatums implantieren kann. Diese Koordinaten entsprechen genau
dem Kernbereich des Schlaganfalls [199]. Zu diesem Zeitpunkt ist die Sonde bereits im richtigen
Hirnkompartiment implantiert worden, aber lediglich an den Stereotakten fixiert. Mithilfe von UV
hartendem Zahnzement, wurde die Sonde irreversibel an der Kalotte fixiert. Der Zahnzement hat erst
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dann optimale Verbindungseigenschaften mit der Kalotte, wenn er mit einer Primer-Losung
vorbehandelt wurde. Diese wird im gesamten Situs auf die Kalotte aufgetragen, allerdings darf sie auf
keinen Fall in das gebohrte Loch gelangen, da ansonsten neurologische Nebenwirkungen auftreten
kénnten, die bis zum Krampfanfall oder Exodus letalis reichen. Nach einer gewissen Trockenzeit kann
der Zement aufgetragen werden. Die Sonde wird nun aus dem Stereotakten entlassen und zur
abschlieRenden Fixierung nochmals mit Zahnzement an der Kalotte fixiert. Die Haut an der
Schadeldecke wird so mit dem Zement verklebt, dass sie zum einen die Wunde verklebt und zum
anderen die Maus daran hindert, die Wunde permanent aufzukratzen. Nach erfolgter OP wird die
Maus in den Mikrodialysekafig transferiert und die Wundstelle mit 0,1 % iger Bupivacain - HCI-Creme
versorgt. Bis zum vollstandigen Erwachen der Maus wird die Maus Uberwacht. Falls die Maus
Schmerzanzeichen wie Piloerektion, stumpfes ungepflegtes Fell, Apathie oder dhnliche Symptome
zeigt, wurde eine Nachsorge mit Buprenorphin (Temgesic) 0,1 mg/kg KG in zeitlichen Abstidnden von
8 h vorgenommen. Zur visuellen Beurteilung des Schmerzzustandes der Maus hat sich auch die
Grimace scale von Langford et al. 2010 als nitzlich herausgestellt [200]. Das operierte Tier bekam
eine Regenerierungszeit von 24 h. Am Folgetag wurde die Operation zur Induktion des Schlaganfalls
vollzogen. In dieser Zeit wurde dem Tier in seinem Kafig Wasser und die jeweilige Diat ad libitum zu
Verfligung gestellt.

Stereotaxic
bregma

Superior
sagittal sinus

Stereotaxic

\L lambda / ‘
e I o

Interaural 8.04 mm Bregma -0.96 mm

Abb. 44 Sondenimplantation ins linke Striatum mit folgenden Koordination:

AP:+0,5mm; L: + 2,2 mm; DV: - 3,8 mm
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2.1.1.5 Transiente Okklusion der mittleren Zerebralarterie (t - MCAO)

Das Kap. 2.1.1.5 Transiente Okklusion der mittleren Zerebralarterie (t - MCAO) beinhaltet die
unterschiedlichen Moglichkeiten, einen transienten Schlaganfall bei Tieren zu induzieren, sowie die
Validierung der verwendeten Methodik.

2.1.1.5.1 Methoden der transienten mittleren Zerebralarterienokklusion

Die transiente Okklusion der mittleren Zerebralarterie basiert auf einem Fadenmodell. Mit diesem
Modell ist es moglich (ohne Kraniektomie), Gber die jeweiligen Karotiden extrakranial einen Faden
nach intrazerebral zu fiihren, der dann die mittlere Zerebralarterie verschlieBen kann. In der
Durchfiihrung gibt es zwei unterschiedliche Methoden, erstens die Methode nach Longa et al. 1989
und zweitens die Methode nach Koizumi et al. 1986 [190], [201]. Die Koizumi - Variante bedingt den
permanten VerschluBR der Arteria communis (ACC), wobei bei der Longa - Variante lber die Arteria
carotis externa (ACE) der Faden in die mittlere Zerebralarterie geschoben wird. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Longa - Variante verwendet.

Abb. 45 Faden zur Induktion des transienten Schlaganfalls mit Silikoncoating im vorderen Bereich.

2.1.1.5.2 Durchfiihrung und Validierung der transienten Okklusion der mittleren
Zerebralarterien

Initial wird die Maus 15 min. vor Beginn der Operation mit 0,1 mg/kg KG Buprenorphin (Temgesic')
analgesiert. Die Narkosekammer wird mit 5 % Isofluran in synthetischer Luft geflutet. Die Maus wird
unter visueller Kontrolle der Atemfrequenz narkotisiert. Danach wird die Maus aus der Kammer
herausgenommen und auf der OP-Einheit in Bauchlage fixiert. Die Isofluranerhaltungsdosis wird mit
2 - 2,5 % Isofluran in synthetischer Luft veranschlagt. Um ein Austrocknen des Cornealbereiches der
Maus zu verhindern, werden die Augen mit einer dexpanthenolhaltigen Augencreme feucht
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gehalten. Der Kopfbereich wird mit Alkoholpads desinfiziert (optional kann auch vorher der
Schéadelbereich rasiert werden). Um die basale Perfusion der mittleren Zerebralarterie zu erheben,
wird eine etwa 2 cm lange longitudinale Inzision an der Kopfhaut vorgenommen. Danach werden die
markanten Punkte (Lambda und Bregma) der Schadelkalotte gesucht. Falls Lambda und Bregma nicht
ausreichend exponiert sind, kann eine 3 % ige Wasserstoffperoxid Losung auf die Kalotte aufgetragen
werden. Ausgehend von Bregma befindet sich die Stelle, an der die Perfusion der mittleren
Zerebralarterie mittels eines Laser Dopplers gemessen werden kann, und zwar + 1 mm posterior und
3 - 3,5 cm medio lateral. Der Sondenkopf des Laser Doppler Gerates wird dreimal Gber den oben

beschriebenen Bereich gefiihrt und die erhobenen Werte gemittelt.

!

Abb. 46 Roter Punkt entspricht dem Messpunkt zur Bestimmung der mittleren
Zerebralarterienperfusion mit Laser-Doppler Messsonde. B, Bregma; L, Lambda; CS, Koronarnaht;
SS, Sagittalnaht. Modifiziert nach Rynkowski et al. (2008) [202]

68



Nachdem die basale Perfusion der mittleren Zerebralarterie gemessen worden ist, kann die Maus in
Rickenlage, mit leicht Giberstrecktem Halsbereich, verbracht werden. Auch hier wird der Halsbereich
entweder rasiert und desinfiziert oder nur desinfiziert. Danach wird ein ca. 2 cm langer
Medianschnitt von kaudal nach kranial durchgefiihrt, der zwischen dem Kopf- und dem
Thoraxbereich liegen sollte. Als Orientierungshilfe zur Prdparation kann man sehr gut den
Sternohyoidalmuskel und den Sternocleidomastoidalmuskel verwenden. Um eine bessere Sicht auf
den OP-Situs zu erhalten, verwendet man Spreizklammern. Nachdem die oberflachlichen Faszien
freiprapariert wurden, geht man zwischen den zwei Muskeln paratracheal in dorsale Richtung, bis
man die Arteria carotis communis freiprapariert hat. Wenn man an der ACC in kranialer Richtung
prapariert, kann man irgendwann die Bifurkation der ACC in die Arteria carotis externa und interna
erkennen (s. Abb. 47). Erst nach der Praparation der Bifurkation kann mit der eigentlichen
Intervention begonnen werden.

Lingual artery

External carotid artery

Internal carotid artery

Linguofacial vein

Right common
carotid artery Cranial thyroid artery
Vertebral trunk 2 -
Maxillary vein
Cervical trunk
Occipital artery
Axillary artery Internal carotid artery
Brachial artery Internal jugular vein

and basilic vein
External jugular vein

Left common carotid artery

Lateral thoracic

artery and vein Cephalic vein

Axillary artery and vein

Left cranial vena cava

Abb. 47 Anatomischer Aufbau und Lage der hauptversorgenden Blutgefifie im Bereich des Halses
bei Ratten und Mdiusen. Modifiziert nach Schenk & Smith: Dissection Guide & Atlas to the Rat

Hierzu legt man einen Faden um die ACC und unterbricht den Blutfluss mit einem tempordren
Knoten. Im weiteren Verlauf bindet man die ACE permanent und die ACI temporar ab. Die an der ACE
abgehende obere Thyreodalarterie sowie die von der ACI abgehenden Occipital und Pteringopalatina
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Arterien missen mit einem Elektrokoagulator irreversibel ligiert werden. Nun nimmt man mit einer
Mikroschere eine Inzision an der ACE unterhalb des Knotens vor. Nach Einfiihren des Silikonfadens
bis zum Knoten an der ACC wird ein zusatzlicher Knoten um den Silikonfaden gebunden, der das
Austreten des Fadens verhindern soll. Um die mittlere Zerebralarterie zu verschlielSen, schneidet
man die ACE durch und nimmt den entstehenden Arterienstummel mit der Pinzette so auf, dass man
durch leichtes Zurlickziehen des Fadens, den Silikonkopf in die ACI vorschieben kann. Der temporare
Verschluss der ACI wird aufgehoben und der Faden mit Silikonkopf bis zur mittleren Zerebralarterie
vorgeschoben. Beim Vorschieben des Fadens lasst sich ab einem gewissen Punkt ein leichter
Widerstand ausmachen. Ab diesem Punkt ist der Enddurchmesser des Blutgefaes, der sukzessive
abnimmt, zu eng fiir den Silikonkopf und die mittlere Zerebralarterie ist verschlossen.

A

OpA ACA

CA

ECA
CA

Abb. 48 Schematische Darstellung des circulus arteriosos cerebri mit der optimalen Positionierung
des beschichteten Fadens an der Abzweigung der mittleren Zerebralarterie. Modifiziert nach Steele
et al. 2008 [203]. ACA = Anteriore Zerebralarterie; BA = Basillararterie; ECA = externe
Zerebralarterie; ICA = interne Zerebralarterie; OpA = Augenarterie; PCA = posterior Zerebralarterie;
VA = Vertebralarterie;

Um die richtige Lage des Silikonkopfes zu validieren, vermisst man das herausragende Ende des
Fadens (10 mm ab der ACE - Inzision) und bestimmt mit dem Laser - Doppler die zerebrale Perfusion
in der gleichen Weise wie auch die basale Perfusion bestimmt wurde. Hierbei muss der Abfall der
zerebralen Perfusion kleiner als 10 % des Ausgangswertes betragen. Ab diesem Punkt wurde die Zeit
fir die 90 min Ischamiedauer gestartet. Der OP - Situs wird mit Gewebekleber (VetGlu) an den
Wundrandern verschlossen. Wenn der Faden die mittlere Zerebralarterie verschlossen hat, kann die
Narkose ausgeleitet werden und die Maus in einem eigenen Kafig aufwachen.

70



2.1.1.5.3 Reperfusion

Alle hier beschriebenen Versuche wurden mit einer Ischdmiedauer von 90 min. durchgefihrt.
AulRerdem wurden die Mause innerhalb dieser Dauer einzeln gehalten. Nach 90 min. wurde das
Procedere aus Kap. 2.1.1.5 Transiente Okklusion der mittleren Zerebralarterie (t - MCAO)
wiederholt und der Faden wurde entnommen. Um auch die Reperfusion quantitativ zu erfassen bzw.
das Auftreten von Sekundarembolien zu erkennen, wurde nach erfolgter Reperfusion eine
abschlieRende Dreifachbestimmung der zerebralen Perfusion vorgenommen. Der Wert sollte 80 - 90
% des Ausgangswertes erreichen [204].

2.1.1.6 Studiendesign

Die Tiere wurden zufillig in jeweils 6 Gruppen eingeteilt. Alle Tiere bekamen 14 Tage vor Beginn der
Experimente die jeweilige Didt je nach Gruppenzugehorigkeit. In Tab. 7 ist die Gruppenverteilung
beschrieben.

Gruppe ‘ Altromin Triheptanoin Soja
‘ Schein® Schein® Schein®
‘ Stroke* Stroke* Stroke*

Tab. 9 Studiendesign

! Schein operierte Tiere bedeutet in diesem Fall, dass die unten beschriebene Methode zur Induktion
des Schlaganfalls durchgefiihrt wurde, ohne den Faden in die mittlere Zerebralarterie vorzuschieben.
Die Zerebralarterie war wahrend der gesamten Dauer normal durchgangig.

2 Stroke operierte Tiere erhielten die Operation, die zur Ischimie der Zerebralarterie fir 90 min
flhrte.

Versuchsende | Versuchsende Il
Narkose .
Di&t @ MCAO Reperfusion & Verhaltenstest
1 1 1 1 1 1 1
2 Wochen 90min Ischdmie 24h Reperfusion

Abb. 49 Zeitskala des Versuchsaufbaus

In Teil 2 der vorliegenden Doktorarbeit wurde eine neuroprotektive Komponente der
unterschiedlichen Didten getestet. Endpunkt des Versuches war der Zeitpunkt nach 90 min.
Ischamiedauer bzw. 60 min nach Reperfusion. Die Tiere wurden unter Isoflurannarkose dekapitiert,
Vollblut wurde gewonnen und die Leberlobi entnommen. Das Vollblut wurde bei 1500 g, 20 min. bei
4 °C zentrifugiert und das erhaltene Plasma bei - 80°C bis zur Analyse zwischengelagert. Das Gehirn
wurde nach Prdparation in Hemisphdren geteilt (beide Hemisphdren ohne Cerebellum). Alle
Kompartimente wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C bis zur Extraktion
zwischengelagert.
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2.2 Material und Methoden

Im Folgenden werden die Materialien und Methoden fiir das Projekt der Akutintervention mit BHB

vorgestellt.

2.2.1 Gerate und Materialien

Gerat

Hersteller

Beckman Microfuge R

Beckman & Coulter GmbH, Krefeld, D

Beckman Zentrifuge Allegra 6R

Beckman & Coulter GmbH, Krefeld, D

Eppendorf - Gefille

Greiner Bio - One, Frickenhausen, D

Hamilton Prazisionsspritzen

Hamilton, Reno, USA

Milli - Q Akademische Wasserfilteranlage

Millipore, Billerica, USA

Oroboros Oxygraph 02k

Oroboros Intruments, Innsbruck, AU

pH - Meter InoLab pH Level 1

WTW, Weilheim, D

Potter Homogenisator Typ Potter S

B. Braun, Melsungen, D

Praparier- und Operationsbesteck

Fine Science Tools, Heidelberg, D

Prazisions - Pipetten

Abimed, Langenfeld, D

Promax 1020 (Platten / Wellschttler)

Heidolph Instruments, Schwabach, D

Quarzkivette 101 - QS 10 mm

Zeiss, Jena, D

Skalpell

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Sterican Kanilen

B. Braun, Melsungen, D

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, D

Univentor 400 Anaesthesieeinheit

TSE systems, Bad Homburg, D

Wasserbad 1003

GFL, Burgwedel, D

Wasserbad Thermomix 1441

B. Braun, Melsungen, D

Tab. 10 Verwendete Gerdite
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2.2.2 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

(2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
ethansulfon (HEPES)

Merck KGaA, Darmstadt, D

(5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoesaure) (DTNB)

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Adenosindiphosphat (ADP)

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Antimycin A

Sigma - Aldrich, Minchen, D

BioRad Reagenz A+B

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma - Aldrich, Minchen, D

CaC|2 X2 Hzo

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Calciumchlorid

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Carbonyl-cyanide-p-trifluoro-methoxy-
phenylhydrazone (FCCP)

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Citratsynthase (Schweineherz)

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Cytochrome c

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Ethanol > 99%

Merck KGaA, Darmstadt, D

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraacetic acid (EGTA)

Fluka, Minchen, D

Glukose x H,0

Merck KGaA, Darmstadt, D

Kalium Natrium Glutamat

Sigma-Aldrich, Minchen, D

Isofluran

Abbvie, Wiesbaden, D

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt, D

Kalium-Laktobionat

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Magnesiumchlorid x 6 H,O

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

N’-N’-N’-N’-Tetramethyl-p-phenyldiamine-
dihydrochloride (TMPD)

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Natriumascorbat

Merck,Darmstadt, D

Natriumazid

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Natriumchlorid

Sigma - Aldrich, Miinchen, D
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Natriummalat

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Natriumpyruvat

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Natriumsuccinat

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Oligomycin

Sigma - Aldrich, Miinchen, D

Natrium-Oxalacetat

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Protease inhibitor cocktail complete

Roche, Penzberg, D

Rotenon

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Saccharose

Merck KGaA, Darmstadt, D

Salzsdure 37 %

Merck KGaA, Darmstadt, D

Taurin

Sigma - Aldrich, Minchen, D

Tab. 11 Verwendete Chemikalien

2.2.3 Interventions - und Kontrolllosungen

In der zweiten Studie wurde getestet, ob BHB und andere Substrate als Akutintervention (bei
Reperfusion) das neurologische Ergebnis 24 h nach Schlaganfall verbessern konnen. Dazu wurde eine
Konzentrationsreihe von 10, 30 und 100 mg/ml der BHB Losung hergestellt. Hierzu wurden die
Substanzen eingewogen und mit Milli-Q Wasser geldst. Danach wurde der pH-Wert zwischen 7,35-
7,45 (0,1 N NaOH bzw. HCI) eingestellt und mit einer wassrigen Losung (pH = 7,40 voreingestellt) auf
das jeweilige Endvolumen aufgefillt. Nun wurde die Osmolalitdt auf 288 mosmol/kg mit NaCl
eingestellt. Zusatzlich zu der BHB Konzentrationsreihe wurden auflerdem noch fiir Succinat und
Laktat die jeweiligen 30 mg/ml Konzentrationen in der gleichen Weise wie oben beschrieben
hergestellt. Die jeweiligen Losungen wurden nach Reperfusion (Zuriickziehen des Fadens aus der
mittleren Zerebralarterie) verabreicht und zwar % der Dosis intravenés und % der Dosis

intraperitoneal. Das gesamte injizierte Volumen betrug 200 pl.

2.2.4 MiRO (Mitochondrial Respiration Medium)

Kalium-Laktobionat 120 mL des 0.5 M Kalium - Laktobionat - Stocks

EGTA 0.19g
MgClx 6 H,0 0.61lg
Taurin 250¢g
KH,PO, 136¢g
HEPES 4.77 g
Sucrose 37.65¢g
BSA 1.00g

Kalium - Laktobionat - Stock (0.5 M): Es wurden 35.83 g Lactobions&ure in 100 mL Milli - Q - Wasser
gelost, der pH - Wert wurde mithilfe von NaOH (1 M) und HCI (1 M) auf 7.0 eingestellt. Danach wurde
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das Endvolumen von 200 ml mit Milli - Q - Wasser aufgefiillt und der pH - Wert abschlieBend erneut
auf pH = 7,0 eingestellt.

Die abgewogenen Einzelsubstanzen wurden auf 1 | mit Milli - Q - Wasser aufgefillt. AnschlieBend
wurde der pH - Wert der Losung mittels HCI (1 N) und NaOH (1 N) auf 7.1 eingestellt, die fertige
Losung in 50 ml Kunststoff - Falcons aliquotiert und im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Isolation von Mitochondrien

Um die Atmung intakter Mitochondrien vermessen zu kdnnen, bedarf es eines
Aufreinigungsprotokolls zur Isolation der Mikrosomen und Mitochondrienfraktion. Das entnommene
Maushirn muss sofort nach Entnahme in zwei Hemispharen geteilt werden (ohne Cerebellum) und in
einem speziellen Ndhrmedium (MiRO) mit Proteaseinhibitor (Pl) homogenisiert werden. Hierzu legt
man 2 ml des MiRO + Pl in einem Pottergefal’ (2 ml) vor und homogenisiert jeweils eine Hemisphare
fiir 15 min. bei 800 rpm, bis eine einheitliche Zellsuspension entsteht. Diese Zellsuspension unterliegt
im Folgenden mehreren Isolierungs- und Aufreinigungsschritten, bis die endgiltige
Mitochondrienfraktion isoliert wurde:

e Zentrifugation bei 4 °C, 1400 g und 7 min

e Uberstand abnehmen und erneut bei 4 °C, 1400 g und 3 min zentrifugieren

e Waschmedium erneuern = Uberstand abnehmen und bei 4 °C, 10.000 g und 5 min.
zentrifugieren (Mitochondrien gehen ins Pellet Gber)

e Pellet mit 1 ml MiRO + Pl resuspendieren (auf Homogenitat achten)

e Zellsuspension bei 4 °C, 1400 g und 3 min zentrifugieren

e  Waschmedium erneuern - 4 °C, 10.000 g und 5 min zentrifugieren (Mitochondrien gehen
ins Pellet Uber)

e Uberstand wird dekantiert und die Mitochondrienfraktion mit 250 pl MiRO (ohne PI)
normiert

Da die Zellsuspension weder eine Aussage Uber die Anzahl der vorhandenen Mitochondrien noch der
Effektivitat der Atmungskettenkomplexe gibt, sollte parallel dazu die Citratsynthaseaktivitat und eine
Proteinbestimmung durchgefiihrt werden. Die Citratsynthaseaktivitdt beschreibt die Anzahl der
intakten Mitochondrien, die Proteinbestimmung hingegen, stellt eine gangige Normierungsmethode
der Biochemie darstellt. Man entnimmt 80 pl der Zellsuspension fiir die Vermessung der Atmung, 50
pl fiir die Proteinbestimmung und den Rest fiir die Bestimmung der Citratsynthaseaktivitat.
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2.2.6 Mitochondriale Atmung

O, Fluss [pmol/(s*ml)]

t [min]
Abb. 50 Sauerstofffluss in Abhdngigkeit von Substraten / Inhibitoren

Im Folgenden ist das Pipettierschema flr die Messungen an der Sauerstoffelektrode dargestellt.
Nach Zugabe der jeweiligen Substrate/Inhibitoren ist zu beachten, dass das Signal der Elektrode
konstant bleiben muss, um eine reproduzierbare Datenerhebung zu gewahrleisten. Ausnahme
hiervon stellt die Zugabe von TMPD und Ascorbat (maximale Komlex - IV - Atmung) dar, da hier das
Maximum zur Datenerhebung herangezogen wird.

1) Zugabe MIRO (2,4 mL) + 80 pL Mitochondriensuspension

2) Zugabe Malat (5 uL; 400 mM) [ und Pyruvat (5 pL; 2000 mM)

3) Zugabe ADP (8 pL; 500 mM)

4) Zugabe Succinat (20 uL; 1000 mM) und bei Mitochondrien anschliefend Cytochrom c (5 pL; 4
mM)

5) Zugabe Oligomycin (1 uL; 5 mM)

)
) Zugabe FCCP ( je nach Bedarf in 2 pL, 1 puL oder 0,5 pL Schritten bis zur Sattigung; 1 mM)
7) Zugabe Rotenon (5 pL; 1 mM)
) Zugabe Antimycin A (1 uL; 5 mM)
9) Zugabe TMPD (5 pL) und Ascorbat (5 pL; 800 mM)
10) Zugabe Natriumazid (60 pL; 4000 mM)
Den theoretischen Hintergrund der Funktionen aller Substrate und Inhibitoren wird in Kap. 1.6.1 Die
Hemmstoffe und Entkoppler der Atmungskette) abgehandelt.

2.2.7 BCA Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung mithilfe von Bicinchoninsiure beruht auf der Reduktion von Cu** zu Cu® im
alkalischen Milieu (Biuret-Reaktion) durch die Aminosduren Cystein, Cystin, Tyrosin, Tryptophan
[205]. Nach erfolgter Reduktion chelatisieren 2 Molekiile Bichinoninat 1 Cu® zu einem violetten
Chelat, welcher bei 526 nm eine starke Absorption zeigt und im Bereich von 20 - 20000 pg/ml sich

linear zur Proteinkonzentration verhalt [206].
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Am Anfang muss bei der BCA - Proteinbestimmung durch Verdiinnung der Probe der Messbereich
festgelegt werden, da die Ursprungsproben immer zu konzentriert fir den linearen Messbereich der
Biuret - Reaktion sind. Zumeist sind es Verdiinnungen im Bereich von 1 :5 -1 : 100, die im linearen
Bereich des BCA - Kits liegen. Im Kit - Lieferumfang sind auch zwei Arbeitslésungen enthalten, BCA -
Reagenz A und B. Reagenz A wird 50 : 1 mit Reagenz B gemischt und ergibt die fertige Arbeitslésung.
Fiir jede Probe wird ein Volumen von 200 ul bendétigt. Danach muss der bovine - serum - albumin
(BSA) Standard hergestellt und verdinnt werden. Folgendes Pipettierschema deckt den linearen
Bereich des BCA - Kits ab:

Endkonzentration BSA

Vial Verdiinnungslésung [pl BSA stock[pg/ml
[ug/ml] g g [u] [ng/ml]
A 2000 0 300 (stock)
B 1500 125 375 (stock)
C 1000 375 325 (stock)
D 750 175 175“(V/a/ -B
Losung)
E 500 325 325 (Vial - C
Losung)
F 250 325 325 (Vial - E
Losung)
G 125 325 375 (Vial - F
Losung)
H . 200 100 (Vial - G
Losung)
I 0 (blank) 400 0

Tab. 12 Pipettierschema zur Herstellung des BSA - Stocks

Alle Proben wurden mit einem Sonifier vor der Messung nochmals homogenisiert. Nun werden die zu
untersuchenden Proben anhand einer Triplettmessung untersucht. Hierzu werden Verdiinnungen im
Bereich von 1 : 5 bis 1 : 100 der vorangegangenen Messung angefertigt und vermessen. Um einen
Vergleich der Farbintensitdt zu bekommen, wird auf einer Mikropipettierplatte auch der zugehorige
Standard (BSA) dazupipettiert. Die gemessenen Farbintensitaten missen visuell im linearen Bereich
des BCA - Kits liegen. Die Verdilinnung, die im mittleren linearen Bereich liegt, wird verbindlich fiir alle
Proben herangezogen. Nachdem alle Proben entsprechend verdinnt wurden, findet folgende
Arbeitsanweisung Anwendung:
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o Jeweils 25 pl der Probe werden dreimal in eine Mikropipettierplatte pipettiert

e BSA - Standard in oben angegebener Konzentration

e 200 ul der Arbeitslosung werden zu den Proben pipettiert

e Bei RT fiir 30 min. auf einem Plattenrittler kraftig mischen

o Mit Aluminiumfolie abdecken und fiir 30 min. bei 37 °C inkubieren

e Abkilhlen auf Raumtemperatur (ca. 5-10 min)

e Vermessung mit Victor X*> (Multilabelreader) bei Absorptionswellenlinge 562 nm

Um eine prazisere Aussage Uber die Ergebnisse treffen zu kdnnen, empfiehlt es sich mindestens
Dupletts, eher Tripletts einer jeden Probe anzufertigen und den sich ergebenden Mittelwert fir
weitere Berechnungen heranzuziehen. Danach wird die Standard - Eichkurve aus dem BSA - Standard
ermittelt und die gesuchten Probenkonzentrationen aus der Standardkurve interpoliert.

2.2.8 Citratsynthase (CS)

Citratsynthase - Reaktionsmedium

DTNB 0.1 mM
Triton X - 100 10%
Oxalessigsaure 10 mM

Acetyl - Coenzym A 12.2 mM
Milli - Q - Wasserad ~ 100,0 ml

Das Enzym Citratsynthase (CS) ist in der Mitochondrienmatrix lokalisiert und katalysiert den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Citronensaurezyklus, bei dem Oxalacetat mit Acetyl - CoA
zu Citrat kondensiert wird. Die zugrundeliegende Theorie wird in Kap. 1.4 Der Citratzyklus Einleitung

abgehandelt.
o (e} o o O Na*
o) o
Na*™O. + Citratsynthase + CoA-SH
O Na* CoA ~———>
s
Na* -0 O Na*
o OH
Natriumoxalacetat Acetyl-CoA Natriumcitrat CoA

Reaktionsgleichung 1 Citratsynthase Reaktionsschema

Die Citratsynthaseaktivitat wird mithilfe der irreversiblen Umsetzung von Dinatrium 5,5’ - Dithiobis(2
- nitrobenzoat) (DTNB; Ellmans - Reagenz) zu Natrium 5 - thio - 2 - nitrobenzoat (TNB) gemessen,
wobei TNB ein Absorptionsmaximum bei 412 nm zeigt und so photometrisch zuganglich ist. Bei der
Umsetzung von Oxalacetat mit Acetyl - CoA zu Citrat entsteht freies CoA, was in dquimolarem
Verhaltnis mit DTNB umgesetzt wird.
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@] 0 C\{
S O
Na" O s N N o
) —
CoA-SH + O\N" 0 CEH/ON o \S
Il “Nat
0 G O'Na
CoA 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoat) DTNB CoA-S-S-TNB

Reaktionsgleichung 2 Umsetzung von DTNB mit CoA

Die aus der Homogenisierung der Hirnhemisphéaren zuriickgelegte Citratsynthasefraktion wird auf Eis
aufgetaut und danach fiir 5 min. bei 30 °C inkubiert. Das Reaktionsmedium mit DTNB und den beiden
Substraten Acetyl - CoA und Oxalacetat wird wie folgt gemischt:

100 pl DTNB (0,1 mM)
+ 25 pl Triton - X - 100 (10 %)
+ 50 ul Oxalacetat (10 mM)
+ 25 ul Acetyl - CoA (12,2 mM)

+ 600 pl Milli - Q - Wasser

= 800 pl Reaktionsmedium inkl. Substrate

Dieses Reaktionsmedium wird ebenfalls 5 min. bei 30 °C inkubiert. Wenn beide Lésungen fertig
inkubiert sind, werden sie in einer Glaskiivette (1 ml) bei 412 nm vermessen. Auch hier wird
entsprechend der Proteinbestimmung mit mindestens Duplett oder Triplettmessungen gearbeitet.
Der gebildete Mittelwert wird zur Berechnung der spezifischen Aktivitdt (v) herangezogen:

_ TA " VKi'wette
L= €p *Up VProbe *p

Berechnung der spezifischen Aktivitat

Ia dA/dt, Anderung der Absorptionsrate [min™]

|: Optische Pfadlange (=1 cm)

£g. Extinktionskoeffizient von TNB in der Reaktion (= 1)

Vg. Stéchiometrische Nummer von TNB in der Reaktion (= 1)

Vewette: Gesamtvolumen der Losung in der Klvette (= 1000 plL)

Vsample:  VOlumen der Probe (=200 pl)

ot Massenkonzentration oder Dichte des biologischen Materials in der Probe
(Proteinkonzentration: mg*cm™, Zelldichte: 10°*cm™)
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2.2.9 Verhaltenstests
2.2.9.1 Neuroscore

Der in dieser Arbeit zur Anwendung gekommene Neuroscore ist angelehnt an die beiden Arbeiten
von Chen et al. 2001 und Stahel et al. 1999 und wurde modifiziert [207], [208]. Alle Messungen
erfolgten verblindet, wobei Johanna Barnstorf - Brandes alle Verhaltensexperimente ohne
Kenntnisse der Gruppenzugehorigkeit durchgefiihrt hat. Der sogenannte neurologische Schweregrad
der Schadigung (NSS) besteht aus einer Batterie unterschiedlicher sensorischer, kognitiver und
motorischer Tests. Mithilfe dieses NSS ist es moglich, das Ergebnis einer Intervention auf
pharmakodynamischer Ebene zu definieren. Grundsatzlich muss die Maus verschiedene
Verhaltenstests durchlaufen, wobei ein Erfolg zu keinem Punkt und ein Versagen des Tests anteilig
zur Bepunktung fihren. Die Punktevergabe erfolgt mit ganzen Zahlen. In Tab. 13 sind die
verschiedenen Verhaltenstests dargestellt.
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Testname Beschreibung aus [207]; [209] Erfolg Misserfolg
Fahigkeit und Initiative, eine umrandete
. Kreisflache von 30 cm Durchmesser
Exit-Circle innerhalb von 3 Minuten durch die Tir zu 0 1
verlassen
Dreht sich die Maus bei 10 Wiederholungen
Corner-Test mehr als 8x in die gleiche Richtung aus einer 0 1
Ecke heraus, gilt der Test als gescheitert
Motorische Fahigkeit und Initiative, eine
Gerader Gang | gerade Linie zu gehen, sobald die Maus auf 0 1
den Boden gesetzt wurde
Angeborener Reflex, die Maus springt als
1
Schreckreflex Folge eines lauten Handklatschens hoch 0
Physiologisches Verhalten als ein Zeichen des
Suchverhalten i ) 0 1
Interesses an der eigenen Umgebung
Balancieren Fahigkeit, auf einem 7mm Balken fiir 0 1
7 mm mindestens 10 s zu halten
Balancieren Fahigkeit, auf einem 5 mm Rundholz fiir
5mm mindestens 10 s zu halten 0 1
Balancieren Fahigkeit, auf einem Balken 30 cm
3cm zurlickzulegen, Breite: 3 cm 0 1
Balancieren Fahigkeit, auf einem Balken 30 cm
2 cm zurickzulegen, Breite: 2 cm 0 1
Balancieren Fahigkeit, auf einem Balken 30 cm
1em zuriickzulegen, Breite: 1 cm 0 1
Die Maus wird am Schwanz hochgehalten,
Motortest e?ne Flexion der Vor- oderoHinterIé!er mit 0 1
einer Kopfbewegung < 10° zur vertikalen
Achse innerhalb von 30 s
Normaler Gang: 0 Punkte 0 1
G test Unfahigkeit, geradeaus zu laufen: 1 Punkt 0 1
angtes Zirkeln zur paretischen Seite: 2 Punkte 0 1
Umfallen zur paretischen Seite: 3 Punkte 0 1
. Kopfschiitteln beim Beriihren des inneren
Pinnareflex ) o . 0 1
Gehorgangs mit einem spitzen Gegenstand
. Fahigkeit, einen Zylinder von 20 cm Lange
Chimneytest 8 y : 0 1

Bei diesem Test wird das physiologische Explorationsverhalten der Maus erfasst. Hierzu wird die
Maus in einen nach oben getffneten Pappzylinder (i.D:30 cm) gesetzt. Dieser Pappzylinder hat ein
kleines Fenster durch das das Tier entfliehen kann. Gemessen wird die Zeit (maximal 3 min), die das
Tier bendtigt, um durch das Fenster zu treten.
Explorationsverhalten und wird je nach kognitiver Kapazitat das Fenster in weniger als 1 min. finden
und durchschreiten.

rickwarts innerhalb von 30 s zu verlassen

Ubersicht der Verhaltenstests des Neurological severity score

2.2.9.2 Exit - Circle - Test:
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2.2.9.3 Corner - Test:

Dieser Test ist von Schallert et al. 2002 etabliert worden, um Langzeitdefizite bei Mausen nach
zerebraler Ischdamie zu untersuchen [208]. Das Prinzip ist das Rotationsverhalten der Maus, wenn sie
in einer Ecke steht. Physiologischerweise bewegt sich die Maus zufallig nach links oder rechts, aber
im Mittel gleich haufig in beide Richtungen. Der induzierte Schlaganfall bedingt eine contralaterale
Hemiparese, was dazu fihrt, dass die betreffende Maus sich praferiert in eine Richtung dreht.
Normalerweise kdnnen mithilfe der ermittelten Daten aus dem Corner Test noch weitere Endpunkte

wie den Lateralitdtsindex erhoben werden.

Abb. 51 Corner Test nach Zhang et al. 2002

Berechnung des Lateralitatsindex (Li) nach Seghier et al. 2007 [210]:

Li = f * Lturn - Rturn

L turn + Rturn

Gleichung 5 Berechnung des Lateralitditsindex

f = Skalierungsfaktor fiir seitliche Praferenz (Wert 1)
Lwrn = Anzahl Drehungen nach links

Riwm = Anzahl Drehungen nach rechts
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2.2.9.4 Gerader Gang

Bei diesem Test wird das Bewegungsverhalten der Maus getestet. Hierzu wird der normale
Balancieren-Test (3 cm Breite des Holzstiickes) benutzt. Wenn aufgrund des Schlaganfalls eine
linksseitige Parese auftritt, wird die Maus sich um ihre eigene Achse drehen oder von dem 3 cm
breiten Holzstiick herunterfallen. Eine Intervention wiirde sich eventuell in einer Verbesserung hin
zum physiologischen Gehverhalten duBern.

2.2.9.5 Schreckreflex

Bei diesem Test wird die Sensorik der Maus getestet. Hierzu wird die Maus in eine ruhige Umgebung
verbracht und fir 5min. nicht gestort (keine Umgebungsgerdusche). Nach 5min. wird laut in die
Hande geklatscht, was physiologischerweise zu einem Schreckreflex fihrt. Die Maus schreckt hoch
und versucht zu fliehen. Mause, bei denen die sensorischen Bahnen oder der Gyrus postcentralis
(sensorischer Cortex) durch die 90 minltige Ischdmiedauer geschadigt wurden, werden keine
Reaktion auf das Klatschen zeigen.

2.2.9.6 Suchverhalten

Normalerweise zeigen Mause in unbekannter Umgebung ein exploratives Verhalten. Falls die Maus in
diesem Test ein apathisches Verhalten zeigt, gilt der Test als nicht bestanden.

2.2.9.7 Balancieren - Test

Bei diesem Test stehen die sensomotorischen Fahigkeiten im Fokus. Es gibt fiinf unterschiedliche
ebene Holzbalken, die ersten vier haben abnehmende Breite (3 - 2 - 1 - 0,7 cm), wobei das 5.
Holzstiick (5 mm) abgerundet ist. Die Maus muss bei den 3 - 2 - 1 cm breiten Holzbalken eine Strecke
von 30 cm zurlicklegen und darf dabei nicht runterfallen. Bei dem 0,7 cm breiten Holzbalken sowie
bei dem 5 mm Rundholz muss sie sich fiir 10 s. auf dem jeweiligen Holzstiick halten bzw. balancieren.
Dieser Test besitzt eine hohe Differenzierungsmoglichkeit der motorischen Einschrankungen der zu
testenden Tiere. Begriindbar liegt dieser Sachverhalt darin, dass der Schwierigkeitsgrad sukzessive
zunimmt und Tiere mit Schein OP keinerlei Probleme beim Uberqueren zeigen, wobei Tiere mit
fulminantem Schlaganfall bereits mit dem 3 cm bzw. dem 2 cm breiten Holzbalken Probleme haben.
Eine mogliche wirksame Intervention kann sich bereits dadurch zeigen, dass die Maus in der Lage ist,
den 1 cm breiten Holzbalken zu liberqueren.
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2.2.9.8 Motortest

Beim Motortest wird die Maus am Schwanz fiir 30 s. hochgehoben und ihre motorische Reaktion
beobachtet. Eine gesunde Maus hadngt gerade nach unten, wobei eine Maus mit Schlaganfall eine
Flexion der vorderen Koérperachse (> 10 °), sowie eine Flexion der Vorder - bzw. Hinterlaufe zeigt.

e
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Abb. 52 Motortest modifiziert nach Berressem et al. 2016 [211]
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2.2.9.10 Gangtest

Der Gangtest ist eine detailliertere Testung der motorischen Fahigkeiten als der Gerader Gang Test
und kann diesen erganzen. Bei diesem motorischen Test erfolgt eine Bepunktung nach der Schwere
des motorischen Defizits. Normaler Gang entspricht O Punkten, die Unfahigkeit zu Laufen 1 Punkt,
Zirkeln um die paretische Seite 2 Punkte, mehrmaliges Umfallen zur paretischen Seite 3 Punkte.

2.2.9.11 Pinnareflex

Bei diesem Test wird mit einem spitzen Gegenstand der duRere Gehoérgang der Maus leicht
stimuliert. Die Maus zeigt bei vorhandenem Reflex ein Schitteln des gesamten Kopfes. Bei
ausgepragten Ischamieschaden zeigt die Maus keinerlei Anzeichen des Reflexes, was mit 1 Punkt
bewertet wird.

2.2.9.12 Chimney - Test

Hierbei wird ein Pappzylinder (20 cm Lange; 2 cm Durchmesser) verwendet, den die Maus riickwarts
kletternd verlassen muss. Man lasst die Maus horizontal in den Zylinder klettern. Wenn sie das
andere Ende des Zylinders erreicht hat, stellt man den Zylinder verikal auf eine Tischplatte um das
Ende zu VerschlieBen und stoppt die Zeit. Die Maus muss innerhalb von 30 s. durch das oben offene
Zylinderrohr klettern.
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2.3 Material und Methoden der Gaschromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie

Im Folgenden wird der Material und Methodenteil der GC - MS Analytik vorgestellt. Wie bereits in
Kap. 2. Material und Methoden erldutert, liegt der Schwerpunkt dieses Kapitels in der Beschreibung
der Durchfiihrung der GC - MS Analytik.

2.3.1 Materialien und Gerate

GC-MS

Gerat Hersteller

Gaschromatograph, HP 6890 Agilent, Santa Clara, USA

Autosampler 7683 Serie Injector Agilent, Santa Clara, USA

Massenspektrometer 5973 mit
massenselektivem Detektor

Agilent, Santa Clara, USA

GC-Kapillarsaule,VF - 5 ms, 30 m x25
mm x0.25 um +5 m Vorsaule

Agilent, Santa Clara, USA

GC - Kapillarsaule, VF -5 ms, 60 m x 25 mm x

0,25 um + 10 m Vorsaule Agilent, Santa Clara, USA

Precision syringe gastight 1001 Hamilton Co., Reno, USA

Derivatisierung

Gerat

Hersteller

Block Heizgerat BH - 602T

Maplelab Scientific

MS Analysen Vials inkl. Schraubverschluf}

Agilent, Santa Clara, USA

Inlets, Boden mit integrierter Feder

Kinesis, Langenfeld, D

Borosilikatglas Klasse 1

Ultrasonic waterbath S30H Elmasonic
Block mini Heizblock Benchmark
Membran Vacuum Pumpe Vacuubrand
Stickstoffbeliftungssystem Eigenbau
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Gase

Gerat Hersteller
Argon 5.0 Praxair, Biebesheim am Rhein, D
Helium 5.0 Praxair, Biebesheim am Rhein, D
Stickstoff 5.0 Praxair, Biebesheim am Rhein, D
Synthetische Luft Praxair, Biebesheim am Rhein, D
Folch’s Extraktion
Gerat Hersteller

Analysenwaage

Mettler Toledo, GieRen, D

Falkons (15 mL, 50 mL)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Millipore

Merck Millipore, Darmstadt, D

pH — Meter

Mettler Toledo, Giel3en, D

Kalibrierstandard, pH 4 +7

Hanna Instruments, Rhode Island, USA

Magnetrihrer

Carl Roth, Karlsruhe, D

Prazisionspipetten, 10 - 1000 pl

Brand, Wertheim, D

Accu - jet Pro

Brand, Wertheim, D

Ultraschallhomogenisator

Branson, Rhode Island, USA

Allegra 6R centrifuge

Beckmann, Krefeld, D

Plattenschuttler

VWR, Pennsylvania, USA

Vortex mit Multihalter fiir 15 ml Falcons

VWR, Pennsylvania, USA

Referenzsubstanzen

Chemikalie

Hersteller

D - Glukose - Monohydrat

Merck GmbH, Darmstadt, D

Kaliumnatriummethylglutamat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Myo — Inositol

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natrium D / L - B - Hydroxybutyrat (BHB)

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumcitrat

Sigma Aldrich, Missouri, USA
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Natriumfumarat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natrium -y - Aminobutyrat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumkaliumglutamat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumlaktat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriummalat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumpyruvat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumsuccinat

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Alle Referenzsubstanzen erfiillen den chemischen Reinheitsgrad pro analysi (p.a.)

Interne Standardsubstanzen

Chemikalie Hersteller

Natrium 6 - Aminocaproat Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumphthalat Sigma Aldrich, Missouri, USA

Natriumsalicylat Sigma Aldrich, Missouri, USA

d6 - D - Glukose - Monohydrat Sigma Aldrich, Missouri, USA

d6 -y - Aminobutyrat Sigma Aldrich, Missouri, USA

d6 — Glutamat Sigma Aldrich, Missouri, USA

Alle internen Standardsubstanzen erfiillen den chemischen Reinheitsgrad pro analysi
(p-a.)

Losungsmittel

Losungsmittel Hersteller
Chloroform Sigma Aldrich, Missouri, USA
Methanol Carl Roth, Karlsruhe, D
Milli - Q — Wasser Millipore, Wertheim, D

Tab. 14 Gerdte, Chemikalien und Lésungsmittel fiir die GC - MS Analytik
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2.3.2 Methode der Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie

Mit der Methode der Gaschromatographie gekoppelt mit der Massenspektrometrie (GC - MS) kann
eine enorme Fllle an Metaboliten parallel in einem Lauf qualitativ und quantitativ erfasst werden.
Allerdings ist oftmals die Zuganglichkeit von Metaboliten, die im unteren nanomolaren Bereich
vorliegen, beschrankt durch die im Vergleich zu anderen Methoden hohe Nachweisgrenze (100 nM -
1 uM, je nach Metabolit). Um diese Nachweisgrenze zu verringern, bedarf es fortwahrender
Weiterentwicklung was die eingesetzten Chemikalien bzw. die zur Anwendung kommenden Gerate
angeht. Die Etablierung umfasste Proben aus vier Kompartimenten, die sich aus dem Studiendesign
der vorliegenden Arbeit ergeben haben: Mikrodialysat, Blutplasma, Leber - und Hirnhomogenat. Die
unterschiedlichen Protokolle fiir diese Kompartimente sollen im Folgenden in ihrer endgiiltigen
Fassung beschrieben werden.

2.3.2.1 Die Silylierung

Die Siede - und Schmelzpunkte der zu analysierenden Metabolite liegen zu weit auseinander, um mit
einer Temperatur von 280 °C (Inlettemperatur) alle Substanzen in die Gasphase zu Gberfiihren. Um
eine reproduzierbare Uberfilhrung in die Gasphase zu ermdglichen, kann man in der
Gaschromatographie Silylierungsreaktionen der Analyse vorschalten, um die besagten Siede - bzw.
Schmelzpunkte herabzusetzten und somit die Uberfiihrung in die Gasphase quantitativ gestalten. Die
Leitsubstanz der Silylierungsmittel ist Trimethylchlorsilan, das sehr leicht fllichtig ist. Die Reaktion
von Trimethylchlorsilan mit Nukleophilen erfolgt allerdings nicht vollstandig. Aus diesem Grund
wurden zahlreiche weitere Silylierungsmittel entwickelt, die alle eine sehr hohe Elektrophilie
aufweisen [212]. In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Kombination aus N,O -
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) und Trimethylchlorsilan (TMCS) im Verhéltnis 99 : 1
gewadhlt, da die Ausbeuten bei 99,5 % liegen und die Elektrophilie bei dieser Kombination so hoch ist,
dass selbst tertiare Amine oder gehinderte Hydroxylgruppen noch der Silylierung zuganglich gemacht
werden konnen [213]. Auch die Temperatur und die Zeit der Silylierung spielt fir die bestmogliche
Ausbeute sowie fiir die zeitliche Bestdndigkeit der silylierten Metabolite eine Rolle. Die
Reaktionsdauer wurde mit 50 min. bei 70 °C festgelegt [212] — [214]. Die allgemeine
Reaktionsgleichung der Silylierung lautet:

CHs H,C  CHs

Ri——X! + H,C—Si—R <= |R,—X----SiL—R, =—R,—X CH;+ H—R,
| | )\ Nt
H CHs H CHs; / \
- - HsC  CHj

Reaktionsgleichung 3 S,2t-Mechanismus der Silylierung mit nukleophilen Gruppen der Probe

2.3.2.2 Qualitative Etablierung der Metabolite

Um Metabolite in den oben beschriebenen Kompartimenten quantitativ zuganglich machen zu

kénnen, bedarf es einem vorherigen qualitativen Nachweis aller zu vermessenden Metabolite. In

diesem qualitativen Nachweis muss das sogenannte Massenspektrum einer jeden Substanz

aufgenommen werden und mit der Retentionszeit zusatzlich charakterisiert werden. Das
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Massenspektrum einer jeden Substanz ist vergleichbar mit einem individuellen Fingerabdruck, da die
Fragmentierung durch ElektronenstoRionisation (ESI) einzigartige Muster ergibt.

An die Referenzsubstanzen sind hohe analytische Malistdabe zu setzen. Sie missen einen hohen
Reinheitsgehalt haben (> 99 %), da ansonsten Verunreinigungen falsche Fragmentierungsmuster
bzw. falsche hohe Quantifizierungsergebnisse ergeben konnen. Alle Substanzen wurden im
ChemikaliengroRhandel erworben und initial mit dem bestehenden Protokoll (s. Kap. 2.3.2.2
Qualitative Etablierung der Metabolite) vermessen. Von grofRem Vorteil stellte sich hier die
ElektronenstoRionisation (EI) mit 70 eV dar, da alle Vergleichsspektren mit der Datenbank des
nationalen Instituts fir Standards und Technologie (N.L.S.T) mit den jeweiligen Spezifikationen
vermessen wurden und nur so Uberhaupt eine Vergleichbarkeit bzw. ein Abgleich moglich ist. Der
Abgleich der Substanzen ist nur im sogenannten SCAN - Modus mdoglich, der dadurch charakterisiert
ist, dass der Detektor Massen zwischen 50 — 400 Da erfasst und aufzeichnet. Die eingesetzte
Software (ChemStation 2.0) hat einen dimensionslosen Parameter (Quality), der das erhaltene
Massenspektrum mit einer hinterlegten Datenbank abgleicht und je nach Ubereinstimmung der
Spektren eine hohe Ubereinstimmung (hoher Qualitits-Index) oder einer niedrigen
Ubereinstimmung (niedriger Qualitits - Index) ausgibt. Um Fehlinterpretationen zu vermeiden,
wurde ein personliches Vertrauensintervall etabliert, welches mindestens einen Qualitats-Index von
> 95 erfiillen musste, um den qualitativen Nachweis der Substanz zu erbringen.
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Abb. 53 Qualitativer Nachweis mithilfe der N.I1.S.T. Datenbank von f8 - Hydroxybutyrat (BHB)

Desweiteren mussten Wiederholungsmessungen (mind. 3) die gleichen Retentionszeiten und die

gleichen Spektren aufweisen, um die qualitative Aussage weiter zu erharten. Erst wenn diese
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Bedingungen erfillt waren, konnten in Abhadngigkeit der Fragmentierungsmuster der Substanzen
sogenannte charakteristische Einzelmassenfragmente etabliert werden. Im single-ion-mode Modus
(SIM) werden nicht alle Massen im Bereich von 50 — 400 Da, sondern nur die individuell
charakteristischen Massen detektiert. Wenn der Detektor nur 2 - 3 etablierte Massen detektieren
muss, spiegelt sich das in der Detektionsgrenze wieder. Wenn der Detektor nur 3 — 5
Massenfragmente seletiv detektieren muss, spiegelt sich das in der Sensitivitat der Detektion wieder.
Der Unterschied in der Detektionsgrenze zwischen SCAN - und SIM - Modus liegt ungefédhr in einer
Zehnerpotenz héher im SIM - Modus. Die ausgewahlten Massen missen so gewahlt werden, dass
immer noch mit ausreichend hoher Wahrscheinlichkeit ein qualitativer Nachweis aufgrund der
Massenfragmentsymmetrie moglich ist. Wenn alle Metabolite qualtitativ durch das oben
beschriebene Procedere erfasst worden sind, muss jede einzelne Substanz noch im etablierten SIM-
Modus vermessen werden. Erst wenn auch diese Aufgabe erfolgreich durchgefiihrt worden ist, kann
die Analyse in biologischen Matrizes durchgefiihrt werden.
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Abb. 54 Total-lonen-Chromatogramm (TIC)
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Retentionszeit Retentionszeit
[min] VF -5ms [min] VF - 5ms

Metabolit 30m+5m 60m+10m m/z Massenfragmente
Vorsaule Vorsaule

Laktat - diTMS 17,21 18,53 147,190,191,219
Pyruvat - TMS 18,21 19,53 147,189,217
BHB - diTMS 20,82 22,13 147,148,191,233
d - GABA - diTMS 25,03 27,60 104, 147, 238
GABA - diTMS 25,14 27,83 102,104,147,232,238
Succinat - diTMS 25,53 28,31 147,148,247,262
Fumarat - diTMS 26,54 29,79 147,245,246,247
Malat - diTMS 30,07 35,23 73,147,233,335
6-Aminocaproat — 30,23 35,67 102,147,260
diTMS
Salicylat - diTMS 30,57 36,38 267,269,271
d - GABA - triTMS 30,94 36,80 176,310,311
GABA - triTMS 31,03 37,03 174,176,304
d __ Glutamat - 33,14 40,30 147, 251, 252, 368
triTMS
Glutamat - triTMS 33,21 40,40 147,246,247,251,252
M_ethy|g|Utamat B 34,08 41,90 244,260,261,362
triTMS
Phtalat - diTMS 34,89 43,32 147,221,295,310
6~ Aminocaproat — 35,53 44,42 174,175,332
triTMS
Citrat - tetraTMS 37,49 47,51 147,273,375
d - Glukose - 38,84 49,81 73, 192, 206, 220
pentaTMS
Glukose - pentaTMS 38,91 49,94 73,191, 204, 217
d-Glukose - 40,56 52,51 73, 192,206, 220
hexaTMS
Glukose - hexaTMS 40,68 52,71 73,191,204,217
Myo - Inositol - 42,66 56,33 305, 318, 367
hexaTMS

Tab. 15 Silylierte Metabolite mit m / z-Fragmenten und Retentionszeiten in Abhédngigkeit der
Sdulenldénge

2.3.2.3 Quantitative Analyse mithilfe der internen Standardmethode

Es gibt drei unterschiedliche Moglichkeiten, Analyte in einer biologischen Matrix zu quantifizieren.
Als erstes kann man die externe Standardmethode verwenden, die dadurch gekennzeichnet ist, dass
man eine Eichkurve vermisst, die den Konzentrationsbereich der zu bestimmenden Probe abdeckt.
Anhand der Standardeichgerade kann dann die zu bestimmende Substanzkonzentration interpoliert
werden. Da alle biologischen Proben einer aufwendigen Probenvorbereitung unterliegen, ist diese
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Methode unzureichend, da Matrixeffekte selbst bei gleicher Probenaufbereitung des externen
Standards grundsétzlich falsch positive oder negative Ergebnisse generieren wiirden. Um diesen
Problemen Rechnung zu tragen, bedarf es einer internen Standardmethode, die alle auftretenden
Einflisse auf die Probe mit in die Quantifizierung einbezieht. An den internen Standard wird ein noch
héherer Anspruch gestellt als an die Referenzsubstanzen. Er muss hoch rein (> 99 %) erhaltlich sein,
inert gegenliber der Probe und dem Saulenmaterial sein, darf nicht in der biologischen Probe
vorliegen und sollte nicht zu teuer sein.

Die dritte Variante, die isotopenmarkierte interne Standardmethode, stellt den Gold - Standard der
Quantifizierung dar, ist aber mit erheblichen Kosten verbunden. Hierzu werden als interner Standard
entweder deuterierte oder C markierte Verbindungen gewahlt. Der Massenshift zwischen
isotopenmarkierter Verbindung und zu quantifizierendem Analyt sollte mindestens 4 u betragen, da
ansonsten die Trennleistung der Saule nicht ausreicht, um eine Basislinientrennung im Spektrum zu
erzielen.

In der hier etablierten endgiiltigen Version der Methodik wurde ein Gemisch aus isotopenmarkierten
Verbindungen und nicht isotopenmarkierten Verbindungen zur Quantifizierung herangezogen. In
Tab. 16 sollen die Metabolite, die zugehorigen internen Standards und die potentiell zuganglichen
Kompartimente anhand ihrer chemischen Struktur veranschaulicht werden.

Metabolit Interner Standard
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OH

Natrium Laktat
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Natrium Pyruvat
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(@] O
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Na* O OH O Na*
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D-Glucose Monohydrat

OH
HO,, WOH
HO" ™ “OH
OH
myo-Inositol

O"Na*
HNT N
@)
Natrium 4-Aminobutyrat

(GABA)

NH,

Na* O OK*

(@] O
Kalium Natrium Glutamat

Tab. 16 Chemische Strukturen der Metabolite mit ihren internen Standards und dem messbaren

D-d7-Glucose
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Natrium 6-Aminocaproat

DDDD
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a O'Na*
O CHjy
Dinatrium 2-Methylglutamat

NH,HD D O

0
Na O Na*
O DDD D

Dinatrium dg-Glutamat

Kompartiment.

2.3.2.4 Der Responsefaktor (R¢- Wert)

Der Responsefaktor beschreibt das Verhaltnis zweier Peakflachen zueinander. In der Analytik gibt es
bis auf deuterierte Verbindungen keine Substanz, die die gleiche Peakflache nach Auftrennung und
Fragmentierung zeigt. Um dieser unterschiedlichen VerhaltnismaRigkeit bei der Quantifizierung
Rechnung zu tragen, berechnet man den R+Wert eines jeden Analyten mit seiner internen

Standardverbindung.
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Gleichung 6 Berechnung des Responsefaktors

Die Berechnung des Responsefaktors sollte vor jeder Messung stattfinden, da die Variation des Rs-
Wertes GroRRenordnungen annehmen kann, die 10 — 20 % von den Messwerten anderer Tage
abweichen kann. Mit dieser MaBnahme verkleinert sich der entstehende Fehler und die Prazision der

Messwerte nimmt zu.
2.3.2.5 Charakterisierung der Losungsmittel und Derivatisierungsmittel

In diesem Kapitel werden die zur Anwendung gekommenen Losungsmittel chemisch naher definiert
und ihre jeweiligen Funktionen im Gesamtkontext der Methode betrachtet.

2.3.2.5.1 Pyridin

/ ‘N
\
Abb. 55 Pyridin

Pyridin gehort zu den heterozyklischen Verbindungen und besitzt laut IUPAC bzw. Hantsch-Wittmann
Nomenklatur die Bezeichnung Azin. Pyridin ist mit Wasser, Ethanol, Aceton, Diethylether und Benzol
mischbar [216]. Der nukleophile Charakter von Wasser ist hoher als der von Pyridin und stort somit
die Silylierungsreaktion der zu bestimmenden Metabolite. Aus diesem Grund sollte nur hochreines
Pyridin verwendet werden. Aus Grinden der Praktikabilitdt wurde nicht, wie in chemischen Laboren
sonst Ublich, frisch destilliertes Pyridin taglich neu hergestellt, sondern Pyridin in Gebinden bestellt,
die kleine Volumina (25 ml), Molsiebe und wasserdichte Septen enthalten. Die Wasserfreiheit ist mit
diesem Verfahren nicht quantitativ auszuschlieRen, hat aber auf die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse nur noch geringen Einfluss. In der Silylierungsreaktion besitzt Pyridin zwei essentielle
Funktionen. Zum einen erhdht es den elektrophilen Charakter von BSTFA / TMCS durch Bildung eines
guartaren Pyridiniumintermediates (s. Reaktionsgleichung 4). Zum anderen kann es die Bildung von
Protonen abfangen und so den p (Pyr) - Wert wahrend der Reaktion konstant halten, sodass
Hydrolysereaktionen vermindert werden.

/ )
c N7 | CHs Cl H
(L N o
HyC—Si _— kl 8 R o S \Si—CHs PN
3 i——CHs R |
H3C——Si——CHj | x
o] CHs
CHs

Reaktionsgleichung 4 Bildung des stark elektrophilen quartéiren Pyridiniumintermediates
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2.3.2.5.2 N, O - Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA)

F

| |
e A

Abb. 56 N,O - Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)

BSTFA ist ein Silylierungsmittel, das am besten geeignet ist, um polare und sterisch gehinderte
Molekiile quantitativ (99,5 %) in ihre Trimethylsilylderivate zu tberfiihren [215]. Das Molekil besteht
aus einer Acetamid - Struktur, dessen Elektrophilie durch die benachbarte Trifluorgruppe deutlich
steigt. Die Silylierung sollte immer mit einem Uberschuss an Silylierungsmittel erfolgen. Dabei ist zu
beachten, dass BSTFA zwei Trimethylsilylgruppen abspalten kann. Durch die hohe Fliichtigkeit aller
Silylierungsmittel erfolgte jeder Schritt unter Inertbegasung. Die einzelnen Volumina sind in den
jeweiligen Kapiteln der unterschiedlichen Kompartimente zu entnehmen.

2.3.2.5.3 Trimethylchlorsilan (TMCS)

Abb. 57 Trimethylchlorsilan (TMCS)

TMCS stellt die Leitsubstanz der Silylierungsreagenzien dar. In der Silylierungsreaktion (s.
Reaktionsgleichung 3) der hier vorliegenden Arbeit erfiillt sie die Funktion eines Silylierungsmittels
und Katalysators fiir die Synthese der jeweiligen Metabolite.

2.3.2.5.4 Diisopropylethylamin (Hiinig - Base)

T
\r\/

Abb. 58 N, N - Diisopropylethylamin (Hiinig - Base)

Diisopropyletyhlamin stellt ein tertidares Amin dar, welches in der organischen Chemie als
Wasserstoffakzeptor eine groRe Rolle spielt. In der Silylierungsreaktion werden bei der Spaltung von
BSTFA Protonen freigesetzt, die den pH - Wert senken und irreversible saure Hydrolysen katalysieren.
Die chemische Struktur der Hiinig - Base bedingt, dass nur ein Proton die sterische Hinderung
durchdringen kann, um das tertidre Amin zu protonieren. Nach erfolgter Protonierung wird das
Proton aber nicht mehr abgegeben und verbleibt am Stickstoffatom der Hiinig - Base.
Hydrolysereaktionen werden somit unterdriickt, was zu einer erhohten Stabilitdt der synthetisierten
Produkte Uber die Zeit flhrt. Die Hlnig - Base wird zusammen mit Pyridin nach der Begasung mit
Stickstoff in die GC - Vials gefiillt. Das optimale Verhaltnis liegt bei 70 : 30 Pyridin zu Hiinig - Base.
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2.3.2.5.5 Sonstige Losungsmittel

Fir die Extraktion werden Methanol, Chloroform und Wasser benétigt. Da Verunreinigungen in der
gekoppelten Gaschromatographie mit Massenspektrometrie in sehr kleinen Mengen bereits
detektierbar sind, muss auf die hohe Reinheit aller Losungsmittel besonderen Wert gelegt werden.
Die beschriebenen Losungsmittel haben als Mindestanforderung eine Reinheit von 2 99 % zu
erfillen.

2.3.2.5.6 Endvolumina in Abhangigkeit des zu vermessenden Kompartiments

Kompartiment Reagenz Volumen [ul] Endvolumen [ul]
Pyridin 70
Leber - bzw. Hiinig - Base 30 200
Hirnhomogenat BSTFA 99
TMCS 1
Pyridin 52,5
Hinig - Base 22,5
Plasma BSTFA 74 150
TMCS 1
Pyridin 35
. . Hiinig - Base 15
Mikrodialysat BSTFA 49 100
TMCS 1

Tab. 17 Endvolumina der zuzugebenden Reagenzien nach Kompartimenten

Die hier gezeigten Volumina entsprechen den Volumina, die fiir die vorliegende Arbeit verwendet
wurden. Allerdings kdnnen auch andere Volumina verwendet werden, jedoch sollten die Verhaltnisse
fir Leber- und Hirnhomogenate (70 : 30 : 99 : 1) der einzelnen Reagenzien zueinander nicht
verdandert werden.

2.3.2.6 Vorbereitung der Chemikalien und Losungen fiir die quantitative
Vermessung

Um die mannigfaltigen Einfllisse der Probenvorbereitung auf die Quantifizierung so gering wie
moglich zu halten, wurde ein taglicher Response Faktor (R;- Wert) vermessen.

areQjstd

Rf= ——
arédprope

Gleichung 7 Berechnung des Responsefaktor

Um diesen R;- Wert zu ermitteln, missen alle zu vermessenden Analyte in einer Probe in gleichen
Massen eingewogen, geldst, getrocknet, derivatisiert und vermessen werden. Die angestrebte
Massenkonzentration eines jeden Analyten wurde auf 100 ng/ul festgelegt. Wichtig hierbei ist, dass
alle Analyte dieselben Massenkonzenrationen in der Standardmixtur besitzen. Ein R;- Wert zwischen
0,8 - 1,2 ist ein vertrauenswirdiger Wert und spricht flir die grundséatzliche Zugénglichkeit des
Analyten fiir die GC - MS Methodik.
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Alle Substanzen (iSTD + Refernzsubstanzen) werden in einem Eppendorf Reaktionsgefdll (cup)
separat eingewogen. Die eingewogenen Massen liegen zwischen 1 — 10 mg, da hier der lineare
Bereich der Analysenwaage liegt. Weiterfiihrend wird jede Einzelsubstanz mit einem Gemisch aus 3 :
2 Methanol / Wasser (pH = 9,50 + 0,01) auf eine Endkonzentration von 10 mg/ul eingestellt. Falls die
Loslichkeit einzelner Substanzen unzureichend sein sollte, kann auch die Polaritdt durch Zugabe von
Wasser (pH = 9,50 + 0,01) erhoht werden. Falls diese MaBnahme durchgefiihrt werden soll, muss der
Rf-Wert defintiv neu bestimmt werden. Da die so entstandene Konzentration der Standardmixtur
den Massendetektor massiv verschmutzen wirde, wird eine weitere 1 : 100 Verdinnung mit
Methanol/Wasser auf 100 ng/ul vorgenommen. Wenn alle Substanzen vollstandig gel6st vorliegen,
werden diese miteinander vereint und bis zur Trockne mit stromenden N, begast und mit einem
Heizblock (60 °C) reduziert. Wenn die visuelle Inspektion eine geringe Restfeuchte ergibt (gelartiger —
kristalliner Zustand), sollte der gesamte Ansatz noch weitere 45 min. begast werden, um eine hohere
,Wasserfreiheit” zu gewahrleisten, die zu reproduzierbareren R;- Werten fihrt. Nach erfolgtem
Eindampfen bis zur Trockne wird die Standardmixtur mit inertem Argon begast. Danach wird Pyridin
(70 pl) und Hinig-Base (30 ul) zugegeben und unter Zuhilfenahme des Ultraschallbades die gesamte
Mixtur gelost (20 min). Nach erfolgter Ultraschallbehandlung wird das Probengemisch mit 99 ul
BSTFA und 1 pl TMCS versetzt, der Deckel geschlossen und weitere 10 min. mit dem Ultraschallbad
behandelt. Die Silylierung der Referenzsubstanzen wird bei 70 °C und 50 min. mit einem Heizblock,
der auf einem Orbital - Schittler installiert ist, vollzogen. Nachdem das Reaktionsgemisch fertig
silyliert worden ist, kann es nach Aquilibrierung bei Raumtemperatur (ca. 10 min) vermessen und der
Tages - Rf - Wert bestimmt werden.

Fir Plasmaproben bendtigt man als Denaturierungsmittel ein Gemisch aus 9 : 1 Methanol / Wasser.
Als Wasser wird Milli - Q - Wasser verwendet, mit jeweils 100 pul NaOH / HCI versetzt und danach
wird der pH - Wert auf 9,50 + 0,01 eingestellt. Um pH-Wertschwankungen niedrig zu halten, sollte
das eingestellte Wasser in einem 50 ml Falcon fast randvoll befiillt werden und danach der pH - Wert
eingestellt werden. Nach der Einstellung des pH - Wertes sollte das Falcon luftdicht verschlossen
werden.

Falls Leber - oder Hirnhomogenate vermessen werden, benétigt man drei unterschiedliche Lésungen.
Um die initiale Denaturierung vollziehen zu kénnen, bedarf es einer Losung aus Chloroform /
Methanol im Verhéltnis 2 : 1. Die weiteren Lésungen bestehen aus Milli - Q - Wasser mit pH = 9,50 +
0,01 und Methanol / Wasser im Verhaltnis 3 : 2. Diese Losungen sind nach Fertigstellung bis zur
Benutzung auf Eis aufzubewahren.

2.3.2.7 Versetzen der Proben mit internem Standard

Um eine Quantifizierung der Metabolite in den jeweiligen Geweben vornehmen zu kénnen, muss
eine definierte Menge an internem Standard in jedem Probengefdl} vorgelegt werden. Alle
nachfolgenden Schritte werden sowohl vom internen Standard als auch dem zu quantifizierenden
Metaboliten durchlaufen. Nur so kann bei konstantem R;-Wert eine Quantifizierung vollzogen
werden.

Die Vorbereitung entspricht dem in Kap. 2.3.2.6 Vorbereitung der Chemikalien und Lésungen fiir die
quantitative Vermessung besprochenem Vorgehen. Allerdings werden nur die internen Standards in
einem Mix zusammengefasst und auf die gewiinschte Massenkonzentration verdiinnt. Wichtig beim
Versetzen der Probe mit dem internen Standard - Mix ist die Beachtung der resultierenden
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Konzentration nach Beendigung der Silylierung. Als Standardkonzentration wurde eine
Endkonzentration von 100 ng/ul gewahlt.

2.3.3 Quantitative Bestimmung von Metaboliten aus unterschiedlichen
Mauskompartimenten

Die Etablierung der GC - MS Analytik wurde flr unterschiedliche Kompartimente von Mausen und
Ratten etabliert. Mithilfe der etablierten Protokolle kénnen Distributions -, Verteilungs - und
Metabolisierungswege von Didten, aber auch Arzneistoffen beantwortet werden.

2.3.3.1 Quantitative Bestimmung der Metabolite im Mikrodialysat mithilfe der GC -
MS

Das Mikrodialysat stellt das ,Kompartiment” dar, welches am wenigstens Probenaufbereitung
bedarf. Griinde hierfir stellen die semipermeable Membran der Mikrodialysesonde und der Liquor
cerebrospinalis dar. Der Liquor cerebrospinalis enthalt keine Proteine, was die Probenaufbereitung
enorm vereinfacht, da auftretende Matrixeffekte sehr gering sind. Dies wiederum bedingt ein sehr
geringes Signal - Rausch - Verhaltnis und konsekutiv eine niedrigere Nachweisgrenze. Die
semipermeable Membran mit einer cut-off Grenze von > 10 kDa sorgt fiir eine Vorreinigung des zu
vermessenden Mikrodialysates.

Nachdem die Mikrodialysatproben gesammelt wurden, wurden die Proben bis zu ihrer Vermessung
bei - 80 °C zwischengelagert. Am Tag der Vermessung wurden die Proben auf Eis aufgetaut und
durchmischt. Nach Beschriftung der Vials wurden 100 ul in das Microlnlet (0,1 ml, konisch, mit Feder)
Uberfiihrt. Das Vial wurde mit Inlet in den Heizblock (60 °C) verbracht und der Stickstoffstrom so
eingestellt, dass eine gleichmaRige Begasung stattfinden konnte. Nachdem keine Flissigkeit mehr
sichtbar vorhanden war, wurde bei allen Proben ein Sicherheitszuschlag von 45 min unter Begasung
durchgefiihrt. Danach wurden alle Proben zuerst mit Argon begast, sodass alle weiteren Schritte
unter Schutzgasatmosphare stattfinden konnten. Das optimale Verhaltnis zwischen Pyridin und
Silylierungsreagenz liegt bei 30 : 70 (s. Kap. 2.3.2.2 Qualitative Etablierung der Metabolite). Pyridin
wird mithilfe einer gasdichten Hamilton - Spritze in ein zuvor mit Argon begastes Glasrohrchen
Gberfiihrt. Aus diesem Glasréhrchen werden in jedes Inlet jeweils 30 pl Pyridin gefillt. Um den
Riickstand homogen in Pyridin zu I6sen, wird das Vial mit seinem DrehverschluB kraftig verschlossen
und fir 20 min. im Ultraschallbad behandelt. Danach wird im Verhéltnis 99 : 1 zuerst N, O -
Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) und danach Trimethylchlorsilan (TMCS) in jedes Vial
hinzugegeben. Um auch hier eine gleichmallige Durchmischung des Reaktionsansatzes zu
gewahrleisten, wird vor der eigentlichen Silylierung jedes Vial nochmals fiir 10 min im Ultraschallbad
behandelt. Der Heizblock wird auf 70 °C vorgeheizt. Die Vials werden nach Ablauf der Zeit aus dem
Ultraschallbad genommen und mit einem Papiertuch von auRen trocken gerieben. Der Heizblock hat
flir jedes Vial passende Bohrungen, sodass eine einheitliche Warmeabgabe an jedes Vial
gewdhrleistet ist. Nachdem alle Vials in den Heizblock transferiert wurden, wird die Reaktionszeit auf
50 min determiniert, wobei auf einen geschlossenen Deckel des Heizblocks zu achten ist. Um auch
wahrend der Synthese eine gleichméaRige Durchmischung des Reaktionsansatzes zu gewahrleisten, ist
der Heizblock auf einem Orbital-Schittler installiert. Nachdem die 50 min. Synthese bei 70 °C
beendet ist, wird jedes Vial aus dem Heizblock entnommen und bei Raumtemperatur fiir ca. 5 - 10
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min stehen gelassen. Nachdem der Reaktionsansatz Raumtemperatur erreicht hat, kénnen die
Metabolite vermessen werden.

Das Probenvolumen kann zwischen 30 - 150 pl variabel gewahlt werden. Das Endvolumen an Pyridin
und Siliylierungsmittel ist so zu wahlen, dass alle zu bestimmenden Metabolite noch einwandfrei
(Basislinientrennung, Peakgeometrie und Integrierbarkeit) detektiert werden kénnen. Das Verhaltnis
zwischen eingesetztem Probenvolumen und Lésungs - bzw. Silylierungsmitteln sollte nicht kleiner als
1 : 1 ausfallen. Ebenso zu beachten ist die Anpassung der resultierenden Konzentration des internen
Standards im Vial nach erfolgter Silylierung.

2.3.3.2 Quantitative Bestimmung der Metabolite im Plasma - Kompartiment

Alle zu bestimmenden Metabolite aus Plasmaproben, die in dieser Arbeit vermessen wurden, liegen
geldst im Plasma vor. Das gewonnene Vollblut wurde nach Beendigung der Versuche gewonnen. Um
Matrixeffekte, Uberlagerungsphianomene und iibermiRige Verschmutzung bei der Vermessung der
Proben mithilfe der GC - MS zu vermeiden, bedarf es einer Probenaufbereitung des gewonnenen
Vollblutes.

2.3.3.2.1 Probenaufbereitungen der Plasmaproben

Hierzu wird das frisch gewonnene Vollblut noch im EDTA - Rohrchen bei 4 °C, 1500 g und 20 min.
zentrifugiert. Der Uberstand (Plasma) wird quantitativ entnommen und kann entweder direkt
vermessen oder bis zu einer spateren Vermessung bei - 80 °C zwischengelagert werden. Falls eine
Zwischenlagerung im Kiihlschrank vorgenommen wird, kann auch eine vorherige Fallung mit MeOH /
H,0 (9 : 1) in Betracht gezogen werden.

Wie bereits bei der Vermessung des Mikrodialysates besprochen kann das Probenvolumen an die
jeweiligen Erfordernisse (Zeitauflésung, Detektionsgrenze der Metabolite etc.) angepasst werden. In
Bezug auf Plasmaproben hat sich ein Vielfaches von 200 pl Plasma als zielfiihrend herausgestellt.

Ein Eppendorf Reaktionsgefall (2 ml) wird mit der jeweiligen Probenaufschrift versehen und mit 200
pl Plasma befullt. In diesen Ansatz werden 20 pl eines 2000 ng/ul internen Standard - Mix
hinzugegeben. Da das Endvolumen nach der Silylierung 200 ul entspricht, resultiert fir den internen
Standard eine endglltige Massenkonzentration von 100 ng/pl.

Nun wird ein Gemisch aus 9 : 1 Methanol / Wasser (pH = 9,50 + 0,01) auf ein Endvolumen von 2000
ul hinzu pipettiert. Dieser Schritt denaturiert alle vorhandenen Proteine im Plasma. Um eine nahezu
guantitative Ausfallung zu gewahrleisten, werden alle Eppendorf ReaktionsgefdaRe fir 10 min. (in
einem speziellen Aufsatz fiir Eppendorf ReaktionsgefdRe) kraftig durchrittelt. Danach wird der
gesamte Uberstand quantitativ in ein GC - MS Vial Giberfiihrt.

2.3.3.2.2 Silylierung der Plasmaproben

Die Losungsmittel - bzw. Silylierungsmittelvolumina, die bei Plasmaproben hinzugegeben werden
missen, sind 45 pl Pyridin sowie 104 ul BSTFA und 1 ul TMCS. Das resultierende Volumen entspricht
somit 150 pl. Bei der Silylierung der Mikrodialysatproben werden alle Schritte im fertigen Inlet
vollzogen. Die Aufbereitung der Plasmaproben darf nicht im Inlet erfolgen, da hier das
Trocknungsergebnis unzureichend ist. Das Vial wird bis zum Ende der Silylierung als Reaktionsgefald
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genutzt. Wenn der fertige Reaktionsansatz nach der Silylierung Raumtemperatur erreicht hat,
werden die Vials in einer Zentrifuge mit entsprechendem Einsatz bei 4 °C und 1500 g 15 min.
zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes werden in ein Inlet mit Vial iberfiihrt, so dass die Proben
anschliefend vermessen werden kénnen.

Die genannten Volumina, die an Losungs - bzw. Silylierungsmittel dazugegeben wurden, entsprechen
den in dieser Arbeit verwendeten Volumina. Sie kénnen alle entsprechend den Bedirfnissen
angepasst werden.

2.3.3.3 Quantitative Bestimmung der Metabolite im Hirn - und Leberhomogenat

Wenn Hirn - oder Leberhomogenate vermessen werden sollen, bedarf es einer Aufreinigung der
Proben. Die zu quantifizierenden Metabolite sind alle hydrophil und werden einer Folch Extraktion
unterzogen, um die lipophile Phase der jeweiligen Gewebe von der hydrophilen zu trennen [217]. Die
biphasische Extraktion wird mithilfe von Chloroform / Methanol und Wasser vollzogen. Nach
Entnahme der jeweiligen Gewebe (s. Kap. 2.3.3.2.1 Probenaufbereitungen der Plasmaproben,
2.3.3.3.1 Probenaufbereitungen der Hirn - und Leberhomogenate), werden diese sofort in flissigem
Stickstoff abgekihlt. Die Proben kénnen entweder bei - 80 °C zwischengelagert werden oder direkt
der Extraktion unterzogen werden.

2.3.3.3.1 Probenaufbereitungen der Hirn - und Leberhomogenate

Die entnommenen Gewebe werden in flissigem Stickstoff bis zur Homogenisierung aufbewahrt. Das
zu extrahierende Gewebe wird aus dem Dewar-Gefdll entnommen und in ein tariertes 15 ml Falcon
transferiert. Die Einwaage des Gewebes sollte zwischen 150 - 400 mg liegen. Bei Hirngeweben bedarf
es nur der Transferierung in ein tariertes Falcon mit anschlieRendem Wiegen, da das Gesamtgewicht
einer Hirnhemisphere der Maus etwa 250 mg betrdgt und den Gewichtsbereich von 150 - 400 mg
daher nicht Ubersteigt. Nachdem das Gewicht notiert wurde, wird das Falcon bis zur
Homogenisierung wieder in flissigem Stickstoff verwahrt. Initialer Schritt der Extraktion ist die
Zugabe von 2 ml der Chloroform / Methanol (2 : 1) Losung. Danach wird mit dem Sonifier das
gesamte Gewebe gleichméaRig homogenisiert. Sukzessive wird das gesamte Volumen von 6 ml
Chloroform / Methanol hinzugegeben. Da die Energieabgabe durch den Sonifier nicht unerheblich ist,
muss darauf geachtet werden, dass die Homogenisierung auf Eis und mit eisgekiihlten
Arbeitslésungen vollzogen wird. Begriindet liegt dieser Schritt in der Tatsache, dass Chloroform selbst
in einer methanolischen Losung immer noch sehr fliichtig ist und das Extraktionsergebnis bei
fehlendem Chloroformanteil negativ beeinflusst wird. Wenn das Geamtvolumen von 6 ml Chloroform
/ Methanol erreicht ist, bricht man die Phasen durch Zugabe von 2 ml eiskaltem Wasser (pH = 9,50 +
0,01). Nach Phasenbrechung wird erneut mit dem Sonifier eine komplette Durchmischung der
Phasen bewirkt, bis eine milchig - gelbe Suspension entsteht. Im Folgenden wird die Suspension bei 0
-2 °C, 1500 g und 15 min. zentrifugiert.
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Abb. 59 Biphasische Extraktion mit Chloroform / Methanol / Wasser. links: nach Homogenisierung;
rechts: nach Zentrifugation. 1: Hirn - 2: Leberhomogenat 3: Hirnhomogenat nach Zentrifugation, 4:
Leberhomogenat.

Danach wird die obere Methanol / Wasserphase quantitativ entnommen und die untere
Chloroformphase in zwei weiteren Extraktionsschritten mit einer Methanol / Wasser - Mischung (3 :
2) versetzt. FUr den zweiten Extraktionsschritt werden 3 ml und fiir den dritten Extraktionsschritt 2
ml einer Methanol / Wasser - Mischung (3 : 2) benutzt. Nach Zugabe der Extraktionslésungen wird
jeweils flir 10 min kraftig gevortext, um eine Phasendurchmischung zu beglinstigen. Nach erfolgter
Zentrifugation (0 - 2 °C, 1500 g, 15 min) werden die oberen Phasen quantitativentnommen, in einem
separaten Falcon vereint und bei - 80 °C zwischengelagert.

2.3.3.3.2 Silylierung der Hirn - und Leberhomgenate

Da die Silylierung unter ,wasserfreien” Bedingungen abzulaufen hat, muss das gesamte Volumen der
wassrigen Methanolphasen unter einem Stickstoffstrom und Warme bis zur Trockne eingedampft
werden. Das Eindampfen bis zur Trockne wird in den normalen GC - MS Vials vollzogen. Hierzu
werden anteilig jeweils 1 - 1,5 ml der wassrigen Methanollésung in die jeweiligen Vials transferiert
und eingeengt. Zu beachten ist die steigende Konzentration in der einzuengenden L6sung, die
langere Abdampfzeiten bedingt. Das weitere Vorgehen wurde in den vorherigen Kapiteln
beschrieben und soll hier nicht weiter vertieft werden. Die Volumina an Pyridin sind 60 ul / Vial,
sowie 138,5 pl BSTFA und 1,5 pl TMCS. Nach erfolgter Silylierung und Zentrifugation wird das
Reaktionsgemisch in Inlets gefillt und vermessen. Ein Verhaltnis von 30 : 70 zwischen Pyridin und
Silylierungsmittel hat sich als reproduzierbar und prazise (ber die bestehende Messdauer
herausgestellt. Auch hier konnen die Endvolumina je nach Fragestellung an die Bedirfnisse
angepasst werden.
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2.3.3.4 Spezifikationen der GC - MS fiir die quantitative Bestimmung

Die GC - MS Spezifikationen, die bei der quantitativen Bestimmung der Metabolite in den jeweiligen
Kompartimenten verwendet wurde, wird in den folgenden Kapiteln ndher erlautert.

2.3.3.4.1 Temperaturprogramme

Die Temperaturprogramme miussen in Abhangigkeit der Elutionsreihenfolge der Eluenten individuell
angepasst werden. Dabei muss darauf geachtet werden, dass eine Basislinientrennung aller Analyte
(v.a. deuterierte Verbindungen) in einem Lauf erfolgen kann. Das Losungsmittel bzw.
Silylierungsmittel sollte nicht auf den Detektor gelangen, da ansonsten der Detektor unnétig belastet
wird. Die Folge einer dauerhaften Detektion von Losungsmitteln und Silylierungsmitteln bedingt ein
schnelleres Austauschen des Elektronen - Multipliers. AuBerdem muss die StoRkammer schneller
gereinigt werden, was einen hohen Zeitaufwand zur Folge hat. Aus diesen Griinden wird der
Detektor in beiden Temperaturprogrammen erst bei Minute 14 eingeschaltet (Losungsmittel cut —

off).

2.3.3.4.1.1 Temperaturprogramm Agilent VF - 5 ms 60 m x 25 mm x 0,25 um + 10 m Vorsdule

Nachste
. Haltedauer .
o . erreichte Gesamtlaufzeit /
Ofen Rampe C/ min Temperatur ]
Temperatur . Rampe [min.]
. [min.]
[°C]
1 0 50 6 6
2 2 60 0 11
3 5 250 0 49
4 10 300 5 59

Tab. 18 Temperaturprogramm Agilent VF - 5 ms 60 m x 25 mm x 0,25 um + 10 m Vorsdule
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Abb. 60 Graphische Darstellung der Temperaturprogramme

2.3.3.4.1.2 Temperaturprogramm Agilent VF - 5 ms, 30 m x 25 mm x 0,25 um + 5 m Vorsaule

Nachste
. Haltedauer .
o . erreichte Gesamtlaufzeit /
Ofen Rampe C / min Temperatur .
Temperatur . Rampe [min.]
. [min.]
[°c]
1 0 50 6 6
2 2 60 0 11
3 5 250 0 44
4 10 300 5,00 49

Tab. 19 Temperaturprogramm Agilent VF - 530 m x 25 mm x 0,25 um + 5 m Vorsdule

2.3.3.4.1.3 Inlet Spezifikationen

Das Inlet ist ein desaktiviertes Quarzglasréhrchen, in dem die Uberfiihrung der fliissigen Analyte in
die Gasphase vollzogen wird. Das Inlet ist in einem temperierbaren Sockel integriert, wobei die
Temperatur im Réhrchen 250 °C betragt. Verbunden ist das Inlet auf der oberen Seite mit der
Autosamplereinheit, wobei die gasdichte Spritze Uber ein Septum in das Inlet gelangen kann. Das
Injektionsvolumen betrdgt unabhangig von den gemessenen Kompartimenten 1 pl. Auf der unteren
Seite wird das Inlet an die Saule angeschlossen, wodurch nach der Evaporation die Gasmolekiile auf
die Saule gelangen kdnnen und aufgetrennt werden kénnen. Die Probenaufbereitung bedingt eine
Aufkonzentrierung der Proben im Vergleich zu ihrer urspriinglichen Form. Um die Belastung fiir die
Detektoreinheit und die Sdule minimal zu halten, kann die Gasphase im Inlet aufgeteilt (gesplittet)
werden. Die biologische Probe definiert das Splitverhaltnis, wobei Hirn - und Leberhomogenate eher
hohere Splitverhaltnisse (1 : 10) und weniger aufkonzentrierte Proben niedrigere bis gar keine
Aufteilung bendtigen. Verwendete Splitverhaltnisse:
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Kompartiment Splitverhaltnis

Leber - bzw. Hirnhomogenat 1:10
Plasma 1:5-1:10

splitless (gesamtes Gasvolumen gelangt auf die

Mikrodialysat Saule)

Tab. 20 Splitverhdltnisse der einzelnen Kompartimente

2.3.3.4.2 Spezifikationen fiir Helium als Tragergas

Helium wird in der Gaschromatographie bevorzugt verwendet, da es alle Vorteile eines Tragergases
bei geringen Sicherheitsvorkehrungen erfiillt. Die Vorteile von Helium als Tragergas sind hohe
Inertheit gegeniiber Saulen- und Probenmaterial, es ist untoxisch und nicht brennbar (Vergleich
Wasserstoffl). Es gibt unterschiedliche Geschwindigkeiten des Tragergasflusses, wobei in der
vorliegenden Arbeit immer im konstanten Gasflussmodus gearbeitet wurde. Das Gerat besitzt die
Fahigkeit bei hoheren Temperaturen den Gasdruck so anzupassen, dass immer die gleiche
Tragergasgeschwindigkeit resultiert. Folgende Gleichungen beschreiben die physikalischen
Einflussfaktoren auf die Tragergasgeschwindigkeit (u) bzw. auf die volumetrische
Tragergasgeschwindigkeit (v):

u= — (1

Gleichung 8 Berechnung Tréigergasgeschwindigkeit

v=m* rixu (n

Gleichung 9 Berechnung volumetrische Tréigergasgeschwindigkeit

u = mittlere Tragergasgeschwindigkeit [cm / s]

| = Lange der Saule [cm]

to = Totzeit des Systems [s]

r = Innenradius der Saule [cm]

v = volumetrische Tragergasgeschwindigkeit [ml / min.]

Zu beachten ist, dass in dieser Arbeit nur Kapillarsdulen verwendet werden, die normalerweise
Tragergasgeschwindigkieten zwischen 1 - 2 ml / min. (gegenlber gepackten S3ulen von 25 - 30 ml /
min.) aufweisen [218].
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2.3.3.4.3 Wartung der Autosamplerspritze

Die Silylierungsmittel BSTFA und TMCS sind stark korrodierend und bedingen so einen schnellen
Verschleil} der zur Anwendung kommenden gasdichten Spritzen zur Probenaufgabe. Aus diesem
Grund bedarf es eines Losungsmittels, das die Probenintegritat nicht beeinflusst und die restlichen
Silylierungsmittel herausspiilt. Hierzu wurde Methanol verwendet. Aufgrund des nukleophilen
Charakters von Methanol muss die Spritze vorher mit Probenfliissigkeit benetzt werden, um so die
Benetzung aller Proben zu gewahrleisten. Im Folgenden wird die Vor - bzw. Nachsplilung der Spritze
veranschaulicht:

Losungsmittel Vorspiilung Nachspiilung
Methanol 2 X 6 X
Probe 3x 0x

Benetzen der Spritze mit

Probenfliissigkeit 928 3

Tab. 21 Vor - und Nachspiilung der Spritze

2.3.3.4.4 Messsequenz

Vor der Vermessung muss die Sequenzreihenfolge festgelegt werden. In Abb. 61 Sequenzmodul ist
die Task - Leiste zum Schreiben der Sequenz zu sehen. Hier muss die Methode, die Vial Nummer und
die Probenbezeichnung hinterlegt werden. Nachdem alle Informationen vorhanden sind, muss tGber
den rechten Button (Vial mit Haken) die Sequenz validiert werden. Nach erfolgreicher Validierung
durch das System kann man mit dem Mannchen Symbol die Messung starten.

| Seguence |

Abb. 61 Sequenzmodul

2.3.3.5 Berechnung der Analytenkonzentration im jeweiligen Kompartiment

Um die Stoffmengenkonzentration des jeweiligen Metaboliten im entsprechenden Gewebe
berechnen zu kénnen, bendtigt man den taglich neu berechneten R;- Wert, das Gewebenassgewicht,
die ,,area under the curve” (AUC) des internen Standards und des Analyten, sowie das Endvolumen
im GC-Vial. Der Responsefaktor wird taglich berechnet, um die vorherrschenden Messbedingungen
zu  bericksichtigen. Somit  berilcksichtigt der Responsefaktor die unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften wahrend der Auftrennung und Fragmentierung der Probe.
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Dabei gilt:

_ AUCisrp

R = — WD (1
! AUCprope

Gleichung 10 Berechnung des Ry- Wertes

Mithilfe des Dreisatzes wird die zu bestimmende Konzentration des Analyten berechnet, dabei gilt:

ng
AUC54q » 100—
ul
ng
AUCAnalyt - X W
AUCynarye ng ng (1)

—_— %
AUCjstq pl u

Gleichung 11 Berechnung der Massenkonzentration des Analyten

Nun muss die berechnete Massenkonzentration mit dem R¢- Wert korrigiert werden, dabei gilt:

ng ng
YKorrektur = XW * Rf [W] ()

Gleichung 12 Korrektur der Massenkonzentration

Da der berechnete Wert nur fir 1 pl definiert ist, muss das gesamte Volumen im GC - Vial
bericksichtigt werden. Das Standardprotokoll sieht flir Homogenate und Plasmaproben 200 pl und
flr Mikrodialysate 100 ul als Endvolumen vor. Es folgt:

ng —9
Mpnalyt = :VKorrekturW * 200ul + 10 [g]

Gleichung 13 Berechnung der Gesamtmasse des Analyten

Um die Stoffmenge (n) der Probe berechnen zu kdnnen bedarf es dem Molekulargewicht der
anionischen / kationischen Form des Analyten ohne Gegenion. Exemplarisch soll hierfiir das
Molekulargewicht von 8 - Hydroxybutyrat (BHB) verwendet werden, dabei gilt:

mAnalytg

Nanalyt = ——— g [mol]
MBHB mol

mAnalyt g

Y, mol
103,109/ o]

Ngnaiyt =

Gleichung 14 Berechnung der Stoffmenge des Analyten

Da alle Metabolite im Hirnwasseranteil gelost vorliegen, wird das Nassgewicht des jeweiligen
Gewebes (Wasseranteil Hirn 80 % [219], Leber 75 % [220]) auf den Wasseranteil bezogen bzw.
korrigiert.
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Die Konzentration im Hirnhomogenat (exemplarisch) ergibt somit:

_ n mol mol
T V1x0,8%106 [ l

C

Gleichung 15 Berechnung der Stoffmengenkonzentration

Die Berechnung der Stoffmengenkonzentration soll zur besseren Vergleichbarkeit der gemessenen
Werte mit den in der Literatur beschriebenen Metabolitkonzentrationen dienen. Normalerweise wird

in der Analytik die Dimension 7;—‘? bevorzugt, da die Massenkonzentration in der

Massenspektrometrie die leichter zugangliche Dimension darstellt und auch von allen
automatisierten Softwaresystemen zur Quantifizierung der jeweiligen Analytkonzentrationen
bevorzugt wird.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisteile in der vorliegenden Arbeit gliedern sich in drei Teile auf. Der erste Teil beschaftigt
sich mit der ,hepatischen Ketogenese in Abhangigkeit von unterschiedlichen Didten”. Der zweite Teil
befasst sich mit der der , Akutintervention durch BHB bei Reperfusion” und der dritte Teil mit der
Etablierung und Reproduzierbarkeit der etablierten GC - MS Analytik.

3.1 Hepatische Ketogenese in Abhdngigkeit unterschiedlicher Didten

Im Folgenden werden die Ergebnisse fiir das erste Projekt , hepatische Ketogenese in Abhangigkeit
von unterschiedlichen Didten” gezeigt. Zur Ubersichtlichkeit soll an dieser Stelle vor dem eigentlichen
Ergebnisteil eine Ubersicht Giber das experimentelle Vorgehen bei Mikrodialysestudien gegeben
werden (s. Abb. 62).

Diat Sondenimplantation t-MCAO Reperfusion Dekapitation
| 1 1 1 |
2 Wochen 24h Erholung 90min. Ischamie 90min. Reperfusion

Abb. 62 Studiendesign Mikrodialyse
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3.1.1 Reproduzierbarkeit der transienten Okklusion der mittleren
Zerebralarterien (t - MCAO)

Die Sicherstellung der Reproduzierbarkeit der t - MCAO erfolgte mithilfe der Metabolitenspiegel
Glukose und Laktat im Extrazellularraum (s.Abb. 64), sowie der Laser-Dopplersonographie bei
erfolgter Ischamie bzw. bei Reperfusion (s. Abb. 63). Die Sondenimplantation erfolgte 24 h vor der
Induktion des Schlaganfalls ins linke Striatum. Das linke Striatum ist nach der Okklusion der mittleren
Zerebralarterie im Kerngebiet des Schlaganfalls [221].

800
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Abb. 63 lllustriert sind Laser - Doppler Sonographie Messwerte (Mittelwerte + SEM) fiir die
Perfusion der mittleren Zerebralarterie. Die einzelnen Mittelwerte sind vor, wéhrend und nach
Induktion des Schlaganfalls gemessen worden. Der Messpunkt fiir die Doppler Sonde wurde
ausgehend von Bregma: 1 mm posterior und 3,5 mm lateral (N = 15) gewdhlt. Statistik: Ein - Wege
ANOVA mit Tukey - Post - Test; F,4,= 160; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 Kontrolle vs. t - MCAO;
### p < 0,001 t - MCAO vs. Reperfusion.

In Abb. 63 sieht man die Abnahme (< 15 % des Ausgangswertes) der mittleren
Zerebralarterienperfusion, nachdem der Silikonfaden extrazerebral in die mittlere Zerebralarterie
eingefiihrt wurde. Nach Entfernen des Fadens kann man die Zunahme der mittleren
Zerebralarterienperfusion beobachten. Laktat (s. Kap. 3.1.1 Reproduzierbarkeit der transienten
Okklusion der mittleren Zerebralarterien (t - MCAO)) kann als Indikator fir die anaerobe ATP -
Gewinnung dienen. Die Konzentration von Laktat steigt an, da Sauerstoff nicht mehr distal der
Okklusion bereitgestellt werden kann. Alle Metabolite wurden mithilfe der GC - MS Analytik nach
Silylierung gemessen (s. Kap. 2.3.2.1 Die Silylierung) und als 16sliche Anionen (Ausnahme: Glukose)
berechnet. Beide Arten, die Reproduzierbarkeit der Analytik sicherzustellen, sind auch in den STAIR -
Richtlinien fiir die praklinische Schlaganfallforschung aufgefiihrt [222].
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Zusatzlich zu den oben gezeigten Metaboliten Glukose und Laktat wurde im Mikrodialysat auch BHB

gemessen.
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Abb. 64 Absolute Mikrodialysatspiegel von Glukose (links) und Laktat (rechts) (Mittelwerte + SEM)
im linken Striatum. Die einzelnen Fraktionen sind Basal (60 min.), wihrend Stroke (90 min.) und
nach Reperfusion (60 min.) gesammelt und anschlieffend vermessen worden. Die Untergruppen
ergeben sich in Abhdngigkeit von unterschiedlichen Didten (Triheptanoin; Soja; Altromin).
Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g) (N = 6). Statistik: links: Ein — Wege - ANOVA
mit Tukey-Post-Test: F,;,= 14,9 ; rechts: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test: F,,, = 27,1 ;
Signifikanzlevel: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Triheptanoin / Soja / Altromin Basal vs.
Triheptanoin / Soja / Altromin Stroke; # p < 0,05; ### p < 0.001 Triheptanoin / Soja / Altromin
Stroke vs. Triheptanoin / Soja / Altromin Reperfusion.

40

Mikrodialysat BHB

30- Ak

)
|
",

20+

Konzentration [uM]

Abb. 65 Illustriert sind absolute Mikrodialysatspiegel von BHB (Mittelwerte + SEM) im linken
Striatum. Die einzelnen Fraktionen sind Basal (60 min.), wdhrend Stroke (90 min.) und nach
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Reperfusion (60 min.) gesammelt und anschliefiend vermessen worden. Die Untergruppen ergeben
sich in Abhdngigkeit von unterschiedlichen Diéiten (Triheptanoin; Soja; Altromin). Verwendet
wurden weibliche CD - 1 Mduse (28 — 35 g) (N = 6). Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post -
Test: F,;; = 11,5 ; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 Triheptanoin / Soja Basal vs. Triheptanoin / Soja
Stroke ; #p < 0,05; ,## p < 0,01 Triheptanoin / Soja Stroke vs. Triheptanoin / Soja Reperfusion.

Die BHB - Konzentrationen im Mikrodialysat zeigen nach Induktion eines Schlaganfalls fir 90 min.
eine Erhéhung in den beiden fettreich erndahrten Gruppen Triheptanoin und Soja, wohingegen bei
einer Standarddiat mit Altromin keine signifikante Erh6hung der BHB Spiegel messbar ist. Nach 60
min. Reperfusion sinken die BHB Spiegel in den beiden fettreich erndhrten Gruppen, erreichen aber
nicht Basallevelniveau.

AbschlieBend ist anzumerken, dass die t - MCAO Methode mit den bestehenden Spezifikationen als
verlasslich betrachtet werden kann. Zusammenfassend sind folgende Anderungen nach Induktion
eines Schlaganfalls festzuhalten:

e Laser - Dopplerwerte sinken auf < 15 % des Ausgangswertes.

e Glukosekonzentrationen sinken drastisch bei Induktion eines Schlaganfalls auf 1 / 20 des
Ausgangswertes.

e Laktatkonzentrationen steigen gemittelt Gber alle Gruppen um den Faktor 3,2.

e BHB - Konzentrationen steigen gemittelt in fettreich erndhrten Gruppen Triheptanoin und
Soja um den Faktor 10, bei Standarddiat mit Altromin ist keine Erh6hung messbar.
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3.1.2 Hepatische Ketogenese nach Schlaganfallinduktion

Im Folgenden soll die hepatische Ketogenese in Abhangigkeit einer 90 min. Ischdamie naher
charakterisiert werden. In Abb. 44 wird zur Verdeutlichung das Studiendesign vor Beginn der
eigentlichen Ergebnisse dargestellt.

Versuchsende |
Narkose
Dist @ MCAO Reperfusion
1 1 1 1 1
2 Wochen 90min. 60min.

Ischdmie Ischdmie

Abb. 66 Studiendesign fiir das Projekt Neuroprotektion.

Die weiblichen CD - 1 Mause wurden zwei Wochen vor der Schlaganfallinduktion mit den

unterschiedlichen Diaten (s. Kap. 2.1.1.3 Verwendete Didten) ad libitum geflttert. Danach wurden

die Mause entweder Schein operiert (Faden wird nicht verwendet) oder einer 90 min. zerebralen
Ischdmie unterzogen (s. Kap. 2.1.1.5 Transiente Okklusion der mittleren Zerebralarterie (t - MCAQO))

Die Tiere wurden nach 90 min. Ischamiedauer bzw. 90 min. Schein - OP Dauer unter Isoflurannarkose

dekapitiert und die Gewebe Leberlobi, Plasma, linke Hirnhemisphdre gesammelt.

Da Glukose im Gehirn unter physiologischen Bedingungen (kein Hungerstoffwechsel) Primarsubstrat
der Energiegewinnung ist, soll in diesem Kapitel eine Kontrastierung des Priméarsubstrates (Glukose)
mit dem alternativen Energiesubstrat, BHB, auf die Gewebe Leber, Plasma und ischamische linke

Hemisphare dargestellt werden [83], [93].

5000 2000
BHB Leber BHB Plasma
*%
S 4000- Sk
?5 1500
§ 30004
% %* - 1000
£ 2000-
(]
N
c ns. F
S 1000 J 500
0- . )

Trihept. Stroke
Soja Schein-OP
Soja Stroke
Altromin Stroke
Trihept. Stroke
Soja Schein-OP
Soja Stroke
Altromin Stroke

Trihept. Schein-OP
Altromin Schein-OP

Trihept. Schein-OP -
Altromin Schein-OP

[wr] uonesyuazuoy

Abb. 67 Illustriert werden absolute Konzentrationen von BHB (Mittelwerte + SEM) links: im
Leberhomogenat und rechts: im Plasma. Die Untergruppen ergeben sich in Abhdngigkeit von
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unterschiedlichen Didten (Triheptanoin; Soja; Altromin). Schein - OP bedeutet, dass die komplette
OP durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. Die Dauer der Okklusion der
mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mduse (28 — 35 g)
(N = 6) Statistik: links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F 535= 29,4 ; rechts: Ein - Wege -
ANOVA mit Tukey - Post - Test, F 53;= 10,7 ; Signifikanzlevel: * p < 0,05; ** p < 0,01 Triheptanoin /
Soja Schein - OP vs. Triheptanoin / Soja Stroke.

In Abb. 67 ist die Erhohung der BHB - Konzentrationen in Abhangigkeit der unterschiedlichen Diaten
(Triheptanoin, Soja, Altromin) dargestellt. Der Anstieg bei den Tieren, die Triheptanoin als
Fettkomponente erhielten, ist im Vergleich zu Soja gefiitterten Tieren weniger drastisch (s. Tab. 22).
Bei Mausen, die Standard Altromin Diat erhielten, ist kein signifikanter Anstieg der BHB - Spiegel in
der Leber bzw. im Plasma messbar. Das sich ergebende Verteilungsmuster in der Leber (Ischamie
steigert BHB - Spiegel bei fettreichen Didten) ist auch im Plasma wiederzufinden.
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Abb. 68 lllustriert werden absolute Konzentrationen von BHB (Mittelwerte + SEM) im
Hirnhomogenat der linken ischdmischen Hemisphdre. Die Untergruppen ergeben sich in
Abhdngigkeit von unterschiedlichen Diéten (Triheptanoin; Soja; Altromin). Schein-OP bedeutet,
dass die komplette OP durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. Die Dauer der
Okklusion der mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1
Miduse (28 - 35 g) (N = 6) Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fs535 = 25,1 ;
Signifikanzlevel: ** p < 0,01 Triheptanoin / Soja Schein - OP vs. Triheptanoin / Soja Schein - OP.

Der Trend zur Erhéhung der BHB-Spiegel unter fettreicher Diat ist auch in der linken ischdamischen
Hemisphare erkennbar.

114



40000

Glukose Leber Glukose Plasma 15000
b=
=
_5 - 10000
et
(1]
5
o
'g‘ . - 5000
N "k *%
-0

a ) o ) & g S g

? @ @ % @ % 2 %

£ 5 £ S £ 5 £ £

Q W (] 5 v v o 5

5 £ 5 L. 3 = 3 2

» £ v Qo - £ p )

£ S s 9 = S -

£ = 3 5 - 3

P g -

= <

Abb. 69 Illustriert werden absolute Konzentrationen von Glukose (Mittelwerte + SEM) links: im
Leberhomogenat und rechts: im Plasma. Die Untergruppen ergeben sich in Abhédngigkeit von
unterschiedlichen Diditen (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die komplette OP
durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. Die Dauer der Okklusion der
mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g)
(N = 6) Statistik: links: Ein-Wege-ANOVA mit Tukey-Post-Test, F ,; = 3 ; rechts: Ein - Wege - ANOVA
mit Tukey - Post - Test, F,, = 3 ; Signifikanzlevel: ** p < 0,01 Altromin / Soja Schein - OP vs. Altromin
/ Soja Stroke ; ## p < 0,01 Altromin Schein - OP vs. Soja Schein - OP; Altromin Stroke vs. Soja
Stroke.

Die Glukosekonzentrationen im Leberhomogenat bzw. im Plasma verhalten sich gegensatzlich zu den
jeweiligen BHB-Konzentrationen. Der Gesamtglukosegehalt in der Leber ist zwischen den Soja- und
den Altromin-gefltterten Tieren niedriger (s. Abb. 69). Eine zerebrale Ischdmie bedingt eine
gruppenibergreifende Hypoglykdamie im Plasma.
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Abb. 70 IHlustriert werden absolute Konzentrationen von Glukose (Mittelwerte + SEM) im
Hirnhomogenat der linken ischdmischen Hemisphdre. Die Untergruppen ergeben sich in
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Abhdngigkeit von unterschiedlichen Didten (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die
komplette OP durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. Die Dauer der
Okklusion der mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1
Midiuse (28 — 35 g) (N = 6) Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fys; = 3 ;
Signifikanzlevel: ** p < 0,01 Altromin Schein - OP vs. Altromin Stroke; ## p < 0,01 Altromin Schein
- OP vs. Soja Schein - OP.

In der vom Schlaganfall betroffenen linken Hemisphare, ist eine deutliche Senkung des
Gesamtglukosegehaltes messbar. Selbst die basalen Glukosewerte bei einer Schein - OP
unterscheiden sich signifikant zwischen Altromin und Soja gefiitterten Tieren. Zusammenfassend
kénnen folgende Veranderungen der Metabolitenspiegel festgehalten werden:

Triheptanoin Soja Altromin

Gewebe / Metabolit

Schein - OP vs. Stroke  Schein - OP vs. Stroke  Schein - OP vs. Stroke
Leber BHB ™ ™ -
Plasma BHB ™ ™ -
Linke Hemisphare
BHB

Tab. 22 Anderung der Konzentrationen von BHB in unterschiedlichen Geweben bzw. Diéitgruppen

Soja Schein — OP Soja Schein - OP Altromin Schein — OP
. vS. vS. vSs.
A UL Altromin Schein — JER (L Altromin Stroke
Leber Glukose N - -
Plasma Glukose - J NE
Linke Hemisphare N N NN
Glukose

Tab. 23 Anderung der Konzentrationen von Glukose in unterschiedlichen Geweben bzw.
Diéitgruppen
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3.1.3 Metabolitenspiegel von BHB und Glukose bei Reperfusion

In Kap. 3.1.2 Hepatische Ketogenese nach Schlaganfallinduktion wurden die Veranderungen der
Glukose bzw. BHB Konzentrationen in Abhangigkeit der Didten bzw. der Ischamie gegeniibergestellt.
Da die BHB Spiegel in den fettreichen Diaten steigen bzw. im Falle der Glukose sinken, lohnt sich die
Betrachtung, wie sich die angestiegenen Spiegel im Falle der Reperfusion (nach 60 min) verhalten.
Aus diesem Grund werden in diesem Kapitel die Anderungen der Metabolitenspiegel bei Reperfusion
(60 min.) ndher betrachtet.
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Abb. 71 lllustriert werden absolute Konzentrationen von BHB (links) und Glukose (rechts)
(Mittelwerte + SEM) im Leberhomogenat. Die Untergruppen ergeben sich in Abhéngigkeit von
unterschiedlichen Didten (Altromin; Soja). Die Dauer der Okklusion der mittleren Zerebralarterie
entspricht 90 min. Die Reperfusionsdauer ist die Zeit, nachdem der Faden aus der mittleren
Zerebralarterie entfernt wurde und betrdgt 60 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mdiuse (28
- 35 g) (N = 6) Statistik links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F3, s = 3 ; Signifikanzlevel:
*** p < 0,001 Soja Stroke vs. Soja Reperfusion; ### p < 0,001 Altromin Stroke vs. Soja Stroke ;
Statistik rechts: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F,,3 = 3 ; Signifikanzlevel: * p < 0,05
Altromin Stroke vs. Altromin Reperfusion; *** p < 0,001 Soja Stroke vs. Soja Reperfusion.

Nach 60 min. Reperfusion sinken in beiden Gruppen die absoluten Spiegel an BHB in der Leber. Die
Spiegel der Gesamtglukose steigen an. Bei Induktion eines Schlaganfalls waren die Gesamtglukose
Spiegel nach 90 min. allerdings niedriger in der fettreichen Soja - Didt als in der Altromin Gruppe.

Die Plasmawerte fiir die Reperfusionsstudie sind aus technischen Griinden nicht auswertbar gewesen

und werden an dieser Stelle nicht gezeigt.
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Abb. 72 Illlustriert werden absolute Konzentrationen von BHB (links) und Glukose (rechts)
(Mittelwerte + SEM) in der ischdmischen linken Hirnhemisphdre. Die Untergruppen ergeben sich in
Abhdngigkeit von unterschiedlichen Diéiten (Altromin; Soja). Die Dauer der Okklusion der mittleren
Zerebralarterie entspricht 90 min. Die Reperfusionsdauer ist die Zeit, nachdem der Faden aus der
mittleren Zerebralarterie entfernt wurde und betrégt 60min. Verwendet wurden weibliche CD - 1
Midiuse (28 - 35g) ; (N = 6) Statistik links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fizg; = 3 ;
Signifikanzlevel: *** p<0,001 Soja Stroke vs. Soja Reperfusion; ### p < 0,001 Altromin Stroke vs.
Soja Stroke ; Statistik rechts: Ein- Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F,,5 = 3 ; Signifikanzlevel:
*** p < 0,001 Soja Stroke vs. Soja Reperfusion.

In der linken Hemisphéare verandern sich bei Altromin gefiitterten Tieren weder die BHB -, noch die
Glukosespiegel. Bei den fettreich gefiitterten Tiere hingegen erkennt man ein gegensatzliches
Verhalten in Bezug auf die BHB bzw. Glukose Spiegel, d.h. bei Reperfusion sinken die BHB Spiegel und
die Glukose Spiegel steigen signifikant an. Wahrend der 60 min. Reperfusionsdauer verbraucht das

ischdmische Gehirn priméar BHB anstatt Glukose.

Soja Stroke Altromin Stroke

Gewebe / Metabolit VvSs. vs.
Soja Reperfusion Altromin Reperfusion
Leber BHB NN n.s.
Linke Hemisphare
BHB NN n.s.

Tab. 24 Anderung der Konzentrationen von BHB in unterschiedlichen Geweben bzw. Diéitgruppen

Soja Stroke Altromin Stroke
Gewebe / Metabolit VSs. VSs.
Soja Reperfusion Altromin Reperfusion
Leber Glukose P ™
Linke Hemisphare PN s,
Glukose

Tab. 25 Anderung der Konzentrationen von Glukose in unterschiedlichen Geweben bzw.
Diéitgruppen
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3.1.4 Einfluss der hepatischen Ketogenese auf die Intermediate des
Zitronensaurezyklus
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Abb. 73 llustriert werden absolute Konzentrationen von Citrat (Mittelwerte + SEM) links: im
Leberhomogenat und rechts: im Plasma. Die Untergruppen ergeben sich in Abhédngigkeit von
unterschiedlichen Diditen (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die komplette OP
durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. Die Dauer der Okklusion der
mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g)
(N = 6) Statistik links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F;3,= 3 ; Signifikanzlevel: * p <
0,05 Altromin Schein - OP vs. Soja Schein - OP; ## p < 0,01 Altromin Schein - OP vs. Soja Schein - OP;
Statistik rechts: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fg15= 3 ; Signifikanzlevel: * p < 0,05
Soja Schein - OP vs. Soja Stroke; # p < 0,05 Altromin Schein - OP vs. Soja Schein - OP.

Die absoluten Konzentrationen an Citrat im Plasma, unterscheiden sich signifikant in den beiden
Diatgruppen. Bei Induktion eines Schlaganfalls steigen die Werte im Leberhomogenat bei Altromin-
gefiitterten Tieren auf 400 uM an. Die Citratspiegel im Plasma fallen in der Soja - Gruppe auf 200 uM
ab.
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Abb. 74 lllustriert werden absolute Konzentrationen von Citrat (Mittelwerte + SEM) im
Hirnhomogenat der linken ischdmischen Hemisphdre. Die Untergruppen ergeben sich in
Abhdngigkeit von unterschiedlichen Didten (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die
komplette OP durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. Die Dauer der
Okklusion der mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1
Mdéuse (28 - 35 g) (N = 6) Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fs3 = 3 ;
Signifikanzlevel: ## p < 0,01 Altromin Schein - OP vs. Soja Schein - OP

Die Konzentrationen an Citrat unterscheiden sich zwischen den beiden Schein - OP Gruppen (Soja -
Diat Gruppe héher gegeniiber Altromin - Didt Gruppe). Die Konzentrationen an Citrat verandern sich
nach Induktion des Schlaganfalls in der Soja - Diat Gruppe nicht. Die mit Altromin gefiitterten Tiere
hingegen zeigen einen Trend zur Erhéhung.

Weitere Intermediate des Zitronensaurezyklus, die im Leber - und Hirnhomogenat gemessen wurden,
sind Succinat, Fumarat und Malat. Bei diesen C4 Dikarbonsauren wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Gruppen bzw. Interventionen Schlaganfall und
Propranololgabe gemessen (Daten nicht gezeigt).
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3.1.5 Effekte von Propranolol auf die hepatische Ketogenese
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Abb. 75 Die Auswirkungen einer unselektiven f - Blockade auf die BHB und
Glukosekonzentrationen (Mittelwerte + SEM) in der Leber. Die Untergruppen ergeben sich in
Abhdngigkeit von unterschiedlichen Diditen (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die
komplette OP durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. * Propranol (2 mg/kg
KG) wurde i.p., bei Verschluf8 der mittleren Zerebralarterie injiziert. Die Dauer der Okklusion der
mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mdiuse (28 - 35 g)
(N = 6) Statistik links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F 599 =5 ; ** p < 0,01 Soja Schein -
OP vs. Soja Stroke und Soja Stroke vs. Soja Stroke Propranolol 2 mg/kg KG; rechts: Ein - Wege -
ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fio;= 5 ; Signifikanzlevel: *p < 0,05 Glukose Altromin Stroke vs.
Altromin Stroke Propranol; ** p < 0,01 Glukose Soja Stroke vs. Soja Stroke Propranolol 2 mg/kg KG.

Die hepatische Ketogenese (BHB) nach Ischdamie wird durch unselektive R - Blockade bei fettreicher
Diat (Soja) auf Basalniveau gesenkt. Bei Standarddiat kommt es zu einer nicht signifikanten Senkung
der BHB Spiegel. Die Glukosewerte verhalten sich entgegengesetzt (s. Tab. 26, Tab. 27) in Altromin
und Soja - gefiitterten Tieren.
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Abb. 76 Die Auswirkungen einer unselektiven f8 - Blockade auf die BHB und Glukosekonzentrationen
(Mittelwerte + SEM) im Plasma. Die Untergruppen ergeben sich in Abhdngigkeit von
unterschiedlichen Diiten (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die komplette OP
durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. + Propranol (2 mg/kg KG) wurde i.p.,
bei Verschluf3 der mittleren Zerebralarterie injiziert. Die Dauer der Okklusion der mittleren
Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g) (N = 6).
Statistik links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F 1,3 = 5 ; Signifikanzlevel: ** p < 0,01
Soja Schein - OP vs. SojaStroke und Soja Stroke vs. Soja Stroke Propranolol 2 mg/kg KG ; rechts: Ein
- Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fgo9= 5 ; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 Altromin / Soja
Schein - OP vs. Altromin / Soja Stroke.
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Abb. 77 Die Auswirkungen einer unselektiven f8 - Blockade auf die BHB und Glukosekonzentrationen
(Mittelwerte + SEM) in der ischdmischen linken Hemisphdre. Die Untergruppen ergeben sich in
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Abhdngigkeit von unterschiedlichen Diéditen (Altromin; Soja). Schein - OP bedeutet, dass die
komplette OP durchgefiihrt wurde, aber der Faden wurde nicht verwendet. + Propranol (2 mg/kg
KG) wurde i.p., bei Verschluf3 der mittleren Zerebralarterie injiziert. Die Dauer der Okklusion der
mittleren Zerebralarterie entspricht 90 min. Verwendet wurden weibliche CD - 1 Mdiuse (28 - 35 g)
(N = 6). Statistik links: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F 5,0 = 5 ; Signifikanzlevel: ***p
< 0,001 Soja Schein - OP vs. Soja Stroke und Soja Stroke vs. Soja Stroke Propranolol 2 mg/kg KG ; ;
rechts: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, Fi34=5 ; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 Altromin
/ Soja Stroke vs. Altromin / Soja Stroke Propranolol 2 mg/kg KG.

Soja Stroke Altromin Stroke
Gewebe / Metabolit VSs. VS.
Soja Stroke Propranolol Altromin Stroke Propranolol
Leber BHB N2 (V) ns.
Plasma BHB NN (V) n.s.
Linke Hemisphare
BHB N () n.s.

Tab. 26 BHB Konzentrationsénderungen nach 90 min. Ischdmie in unterschiedlichen Geweben bzw.
Diéditgruppen im Vergleich zu einer Intervention mit *+ Propranolol - HCI.

Soja Stroke Altromin Stroke
Gewebe / Metabolit Vs. VSs.
Soja Stroke Propranolol Altromin Stroke Propranolol
Leber Glukose ™ N
Plasma Glukose n.s. n.s.

Linke Hemisphire
Glukose

™~ ™~

Tab. 27 Glukose Konzentrationsdnderungen nach 90 min. Ischdmie in unterschiedlichen Geweben
bzw. Diditgruppen im Vergleich zu einer Intervention mit + Propranolol — HCI.
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3.2. Akutintervention mit dem Ketonkorper BHB bei Reperfusion

Im Folgenden werden die Ergebnisse fir das zweite Projekt ,BHB in der Akutintervention bei
Reperfusion” gezeigt. Zur Ubersichtlichkeit soll an dieser Stelle vor dem eigentlichen Ergebnisteil eine
Ubersicht Giber das experimentelle Vorgehen bei dieser Studie gezeigt werden (s. Abb. 78).

Versuchsende | Versuchsende Il
Narkose .
Diat & MCAO Reperfusion @ Verhaltenstest@
1 1 1 1 1 1 1
2Wochen 90min Ischimie 24h Reperfusion

Abb. 78 Studiendesign: BHB in der Akutintervention bei 90 min. t - MCAO

3.2.1 BHB und Glukose Spiegel im Mikrodialysat nach intraperitonealer
Injektion

Damit BHB die beschriebenen Effekte aus Projekt 1 ,Neuroprotektion” iberhaupt erbringen kann,
muss es zuerst vom Gehirn aufgenommen werden um dort als Substrat verstoffwechselt zu werden.
Um den Nachweis der Aufnahme erbringen zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit 24 h vor
intraperitonealer Injektion (100 mg/kg KG Natrium BHB) eine Mikrodialysesonde ins linke Striatum
implantiert. Nachdem in 15 min. Abstanden das Mikrodialysat gesammelt wurde, wurde nach 30
min. (Basalfraktionen) ein Bolus von 200 pl 100 mg/kg KG BHB der jeweiligen Maus verabreicht. Die
Sonde wurde weitere 120 min. mit aCSF (2 pl/min DurchfluBrate) durchspilt. Vermessen wurden
mithilfe der GC - MS-Analytik Laktat, BHB und Glukose (s. Abb. 64, Abb. 65, Abb. 79).
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Abb. 79 links: BHB Spiegel (Mittelwerte + SEM) und rechts: Glukose Spiegel (Mittelwerte + SEM) im
Mikrodialysat nach einer i.p.-Injektion von 100 mg/kg KG BHB; Weibliche CD - 1 Méiuse (28 - 35 g)
(N = 4); 24 h vor Injektion Implantation der Mikrodialysesonde ins linke Striatum. Daten sind
absolute Konzentrationen und ohne Wiederfindungsrate der jeweiligen Sonde berechnet.

Die gemittelten BHB - Konzentrationen in den Basalfraktionen liegen bei 2 - 2,5 uM BHB und bei
Glukose zwischen 20 - 30 uM. Nach Injektion von 200 pl einer 100 mg/kg KG BHB Losung steigen die
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BHB - Werte zwischen 4 - 5 uM an. Bei den Glukosewerten erkennt man eine Senkung im Minimum
auf unter 10 uM, nach Injektion.

3.2.2 BHB Effekte auf das Verhalten der Mause nach Schlaganfall

Um die pharmakodynamischen Endpunkte einer BHB Injektion bei Reperfusion zu ermitteln, wurde in
der vorliegenden Arbeit eine Fille an Verhaltenstests (s. Tab. 13) durchgefiihrt. Die bestmdgliche
Punktzahl ist 0, schlecht moglichst kbnnen 14 Punkte erreicht werden.
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Abb. 80 Neurologischer Schweregrad von 0 - 14 Punkten, 22 h nach Reperfusion erhoben. (Daten +
SEM); Weibliche CD - 1 Mduse (28 — 35 g) (N = 9); Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post -
Test, F,3, - Wert: 6; Signifikanzlevel: ** p < 0,01 Schein - OP Saline vs. Stroke Saline und Stroke
Saline vs. Stroke BHB 30 mg/kg KG.

Nach Induktion eines Schlaganfalls ohne Intervention erhalt das betroffene Tier einen neurologischen
Schweregrad von gemittelt 13,1. Gesunde Tiere generierten einen Wert von 0,4. Durch eine Injektion
mit BHB 30mg/kg KG, gleich nach Reperfusion zeigt sich eine Verbesserung des neurologischen
Wertes auf 6,3 (p < 0,01). 100 mg/kg KG BHB (NSS: 12,25), sowie Injektion von 30 mg/kg KG Laktat
(NSS: 9,6) zeigen im Vergleich zur Stroke Saline Gruppe keine signifikante Verbesserung.
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3.2.3 Metabolitenspiegel nach 24 h Reperfusion

Nachdem die Verhaltenstests 22 h nach Reperfusion durchgefiihrt wurden, sind die Tiere in ihren
Heimkafig verbracht worden und nach 2 h wurden sie unter Isoflurannarkose dekapitiert. Leberlobi,
Plasma, sowie die beiden Hemispharen (ohne Cerebellum) wurden asserviert und Vermessen. Im
Folgenden sollen die Metabolite BHB und Glukose, wie auch im Ergebnisteil der Neuroprotektion,
einander gegenlibergestellt betrachtet werden.
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Abb. 81 links: BHB - Spiegel (Mittelwerte + SEM) und rechts: Glukose - Spiegel (Mittelwerte + SEM)
im Leberhomogenat, gemessen nach 24 h Reperfusion. BHB / Laktat wurde bei Reperfusion mit 200
pl i.p. verabreicht. Weibliche CD - 1 Mduse (28 — 35 g) (N = 9); Statistik links: Ein - Wege - ANOVA
mit Tukey — Post - Test, F-Wert, 3, : 6; Signifikanzlevel: * p < 0,05 Stroke Saline vs. Schein - OP Saline
und Schein - OP Saline vs. Stroke BHB 100 mg/kg KG. Statistik rechts: Ein - Wege - ANOVA mit
Tukey - Post - Test, F-Wert, ¢ : 6.

Nach 24 h Reperfusion kommt es zu einer ausgepragten hepatischen Ketose (Stroke Saline: ¢ 3,48
mM). Die Gabe von BHB bei Reperfusion bedingt eine Senkung der Spiegel in der Leber. Die gesamte
Glukosegruppe ergibt keine signifikanten Unterschiede, allerdings zeigt BHB in der 30 mg/kg KG
Dosierung eine Tendenz zur Senkung der Gesamtglukose in der Leber.
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Abb. 82 links: BHB - Spiegel (Mittelwert + SEM) und rechts: Glukose - Spiegel (Mittelwert + SEM)
gemessen im Plasmakompartiment, nach 24 h Reperfusion. BHB / Laktat wurde bei Reperfusion
mit 200 ul i.p. verabreicht. Weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g) (N = 8); Statistik links: Ein-Wege-
ANOVA mit Tukey - Post - Test, F - Wert; ;,= 6; Signifikanzlevel: ** p < 0,01 Schein - OP Saline vs.
Stroke Saline und Stroke Saline vs. Stroke BHB 10 mg/kg KG; * p < 0,05 Stroke Saline vs. Stroke BHB
30 mg/kg KG; Statistik rechts: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F35, - Wert = 6;
Signifikanzlevel: * p < 0,05 Stroke Saline vs. Stroke BHB 10 mg/kg KG.

Die hepatische Ketose nach 24 h Ischamie spiegelt sich auch in den Plasmaproben wieder (Stroke
Saline: ¢ 5,5 mM). Eine Intervention mit BHB / Laktat supprimiert die auftretende Ketose auch im
Plasma. Die Gesamtglukose in der Leber ist nach 24 h Ischdmie erhoht und wird mit einer
Intervention mit BHB / Laktat auf Basallevelniveau angepasst.

In der betroffenen linken Hemisphére (Daten nicht illustriert) steigen die BHB - Spiegel von 111,7 +
77,3 UM Schein - OP Saline auf 583,4 + 219,0 uM Stroke Saline an. Bei Intervention mit BHB 30 mg/kg
KG verbleiben die BHB - Spiegel leicht Giber dem Ausgangsniveau der Stroke Salinegruppe mit 658,5
180,0 uM.

Die Glukosewerte in der betroffenen linken Hemisphdre (Daten nicht illustriert) verhalten sich in
ahnlicher Weise wie die BHB - Spiegel. Initial haben die jeweiligen Tiere ein Basallevel an Glukose von
233,9 £ 60,4 uM, die nach 24 h nach Reperfusion auf 692,5 + 484,8 UM ansteigen. Eine Intervention
mit BHB 30 mg/kg KG, injiziert bei Reperfusion, bedingt mit 770,5 * 696,0 uM keine signifikante
Erhéhung oder Erniedrigung der Gesamtglukosewerte in der linken Hemisphére.
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3.2.4 Effekte von BHB auf Mitochondrien

Um die Effekte einer Akutintervention mit BHB mechanistisch besser verstehen zu kénnen, wurde
eine Folgestudie mit Hauptaugenmerk auf Mitochondrien und den Energiestoffwechsel der Zelle,
durchgefiihrt. Hierzu wurde die Dosierung an BHB gewahlt (30 mg/kg KG), die in den Verhaltenstests
am besten abgeschnitten hat. Die Tiere wurden wie in Abb. 78 gezeigt, nach 24 h dekapitiert und die
beiden Hirnhemispharen wurden direkt der Probenaufbereitung unterzogen (s. Kap. 3.2.4.1
Citratsynthase bei Ischémie)

In Abb. 83 soll zu Beginn des Kapitels eine Ubersicht liber die Effekte einer BHB Lésung mit einer
Dosierung von 30 mg/kg KG gegeben werden. Im weiteren Verlauf sollen die beteiligten Enzyme bzw.
Atmungskettenkomplexe, die an der Verstoffwechslung von BHB beteiligt sind, gezeigt werden.
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Abb. 83 Atmungskettenkomplexe 24 h nach Reperfusion mit einer Intervention von 30 mg/kg KG
BHB Lésung ( Mittelwerte + SEM); Weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g) (N = 10); Statistik: Zwei -
Wege - ANOVA mit Bonferroni Post - Test. Signifikanzlevel: *p < 0,05 Cll (+ Il + IV) Stroke vs. Stroke
BHB 30 mg/kg KG.

Ein ischamischer Schlaganfall bedingt eine verminderte Aktivitdt der Succinatdehydrogenase, auch als
Komplex - Il der Atmungskette bekannt. Durch eine Intervention mit BHB 30 mg/kg KG wird ein
Absinken der Komplexatmung in Bezug auf die Succinatdehydrogenase verhindert. Ebenfalls zu
erkennen, ist die Verbesserung des Atmungskettenkomplexes C — | + |l, der bei einem ischamischen
Schlaganfall ebenfalls AktivitdtseinbufRen zu verzeichnen hat.
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Die Aktivitat der Succinatdehydrogenase soll in der folgenden Abbildung nochmals detaillierter

gezeigt werden.

5000

E Komplex Il
% 4000-
I3 —
£ 30001
: E——
(%)
3 2000+
2
< 1000-
S
0 .
<
N
60
K
o &
& Sl

&

Abb. 84 Verhalten der Succinatdehydrogenase (Komplex - 1l) nach 24 h Reperfusion mit und ohne
BHB 30 mg/kg KG Bolusgabe (Mittelwerte + SEM); Weibliche CD - 1 Mduse (28 — 35 g) (N = 10);
Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F153,- Wert = 2 :; Signifikanzlevel: **p < 0,01
Schein - OP vs. Stroke Saline; Stroke Saline vs. Stroke BHB 30 mg/kg KG.

Eine 90 min. Ischamie bedingt 24 h nach Reperfusion eine Aktivitditsminderung der
Succinatdehydrogenaseaktivitat (Komplex - 11). Durch eine Bolusgabe von 200 pl einer 30 mg/kg KG
BHB Losung bei Reperfusion sinkt die Aktivitat der Citratsynthase nicht ab.
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3.2.4.1 Citratsynthase bei Ischamie
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Abb. 85 Ex situ Citratsynthaseaktivitit (Mittelwert £ SEM) ohne Proteinnormierung nach 90 min.
Ischdmie mit anschliefender 24 h Reperfusionsdauer, mit und ohne Gabe von BHB. Weibliche CD - 1
Miduse (28 — 35 g) (N = 10); Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F3;,- Wert: 2;
Signifikanzlevel: **p < 0,01 Schein - OP vs. Stroke Saline und Stroke Saline vs. Stroke BHB 30 mg/kg
KG.

Die Citratsynthaseaktivitat sinkt unter einer 90 min. Ischdmiedauer signifikant. Wenn BHB bei
Reperfusion injiziert wird, kann ein Absinken der Citratsyntaseaktivitdt nach 24 h verhindert werden.
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Abb. 86 Links: Gesamtprotein (Mittelwerte + SEM) und rechts: Ex situ Citratsynthaseaktivitdt
(Mittelwerte + SEM) auf Protein normiert; beide nach 90 min. Ischdmie mit anschliefSender 24 h
Reperfusionsdauer, mit und ohne Gabe von BHB. Weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35 g) (N = 10);
Statistik beide Abb.: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, links F,g; - Wert: rechts F, s - Wert
= 2 ; Signifikanzlevel: *p < 0,05 Schein - OP Saline vs. Stroke Saline; Stroke Saline vs. Stroke BHB 30
mg/kg KG ; rechts q = 3,08 Stroke Saline vs. Stroke BHB 30 mg/kg KG.
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Der mit einem handelsiiblichen BCA - Assay gemessene Proteingehalt in der linken ischamischen
Hemisphare, sinkt signifikant gegeniiber einer Kontrollgruppe mit Saline. Wenn eine BHB - Lésung
verabreicht wird, ist ein erhéhter Gesamtproteingehalt in der linken Hemisphare messbar. In der
rechten Abbildung kann man eine erhohte proteinnormierte Citratsynthaseaktivitat erkennen,
allerdings ohne statistische Signifikanz zwischen den Gruppen.

3.2.4.2 Einfluss unterschiedlicher Substrate auf die Atmung isolierter
Mitochondrien

In diesem Kapitel sollen unterschiedliche Substrateinfliisse auf isolierte Mitochondrien dargestellt
werden. Die verwendeten Substrate sind alles potentielle Energietrager, die unmittelbar etwas mit
dem Energiestoffwechsel der Zelle zu tun haben. Propranolol wurde verwendet, da der Einfluss in der
Literatur auf isolierte Mitochondrien, unzureichend erforscht wurde und Propranolol in der Lage ist,
den Energiestoffwechsel zu beeinflussen (s. Kap. 3.1.5 Effekte von Propranolol auf die hepatische
Ketogenese). Verwendet wurden die Dosierungen, die auch an den Versuchstieren Verwendung
fanden. In Abb. 87 ist aus diesem Grund die Dimension mit mg/kg KG angegeben. Alle mg/ml
Angaben beziehen sich auf Arbeitslésungen, die auch im Sauerstoffelektrodenprotokoll selbst
Verwendung finden. Die aus dieser Dosierung resultierenden Konzentrationen in der Kammer der
Sauerstoffelektrode sind in dem zugehorigen Diskussionsteil angegeben (s. Kap 4.2.4.3
Substrateinfliisse auf isolierte Mitochondrien).
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Abb. 87 Substrateinfliisse auf die mitochondriale Atmung (Mittelwerte + SEM) unter basalen
Bedingungen. Weibliche CD - 1 Méiuse (28 - 35g) (N = 7)

Wenn man isolierten Mitochondrien BHB in hohen Dosierungen anbietet (100 mg/kg KG), sind sie in
der Lage, das angebotene Substrat BHB zu verstoffwechseln. Endpunkt hierbei ist die mitochondriale
Atmung. Auch bei Oxalacetat und Acetat bzw. Citrat ist in der Lage, die Atmung zu erhéhen. Glukose
bzw. Propranolol |dsst die Atmung isolierter Mitochondrien sinken.
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3.2.4.3 Veranderungen der Korticosteronkonzentration bei zerebraler Ischamie
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Abb. 88 Anstieg der Korticosteronlevel (Mittelwerte + SEM) im Plasma nach 90 min. Ischémie und
Verhalten bei Gabe von 2 mg/kgKG + Propranolol - HCl i.p. bei Induktion des Schlaganfalls in
Abhdngigkeit von zwei unterschiedlichen Diditen (Altromin, Soja). Weibliche CD - 1 Mduse (28 - 35
g) (N = 6) Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test, F— Wert : 6,171 Signifikanzlevel: *p
< 0,05 Altromin Schein - OP vs. Altromin Stroke; ** p < 0,01 Soja Schein - OP vs. Soja Stroke.

Die Korticonsteronspiegel steigen in beiden Gruppen (Altromin, Soja) nach 90 min. Ischdmie an. Eine
Intervention mit 2 mg/kg KG * Propranolol bedingt eine Senkung der Korticonsteronspiegel. Es sind
keine Unterschiede zwischen den beiden Diadtgruppen detektierbar.
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3.3 Etablierung und Validierung der Gaschromatographie gekoppelt
mit Massenspektrometer

Um die prinzipielle Messbarkeit von Analyten in einem bestimmten Kompartiment abschatzen zu
kénnen, sollte die Detektionsgrenze des Massendetektors fir den zu bestimmenden Analyten,
bekannt sein. Aullerdem bendtigt man Literaturangaben (ber absolute Konzentrationen in
bestimmten Organen der Versuchstiere. Als hilfreich in der taglichen Laborpraxis hat sich die
Datenbank der Keio Universitdt herausgestellt [223]. In dieser Datenbank findet man fir jeden
Metaboliten eine absolute Konzentration in dem jeweiligen Kompartiment.

3.3.1 Nachweisgrenze und Linearitat

Im Folgenden werden die verschiedenen Nachweisgrenzen der messbaren Metabolite inklusive ihrer
internen Standardverbindungen illustriert. Um die Darstellung Gbersichtlicher zu gestalten, werden 4
Kategorien im Folgenden vorgestellt:

e Metabolite Energiestoffwechsel

e Intermediate des Zitronsaurezyklus
e Neurotransmitter

e Interne Standards

) Nachweisgrenze
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Abb. 89 Nachweisgrenze fiir die Energiestoffwechselintermediate Laktat, BHB, Pyruvat und
Glukose. Anzahl Messungen N = 1; Laktat R’= 1,000; BHB R’= 1,000; Pyruvat R’ = 0,913; Glukose R’
=0,999; p < 0,001 fiir alle Gruppen.

Die Nachweisgrenze flr Laktat, BHB und Glukose liegen zwischen 0,01 - 0,1 ng/ul (£ 0,55 - 0,97 uM);
fir Pyruvat zwischen 0,1 - 1 ng/ul (£ 11,49 uM). In der instrumentellen Analytik werden vorwiegend
Massenkonzentrationen verwendet. In der pharmakologischen Literatur sind absolute
Stoffmengenkonzentrationen die vergleichbareren GréRen. Aus diesem Grund sollen die Massen -
an dieser Stelle in Stoffmengenkonzentrationen umgerechnet werden (s. Tab. 28). Alle
Stoffmengenkonzentrationen werden mit der héheren Massenkonzentration gerechnet (0,1 ng/ul
bzw. 1 ng/ul fir Pyruvat).
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Laktat BHB Pyruvat Glukose
Molekulargewicht Anion

89,08 103,10 87,06 180,16

[g/mol]
Massenkonzentration 0,1 0,1 1 01

[ng/ul]
Stoffmengenkonzentration 0,79 0,97 11,49 0,55

[umol/I]
Bestimmungsgrenzen ) ) 25 15

[umol/I]

Tab. 28 Umrechnung der Nachweisgrenzen der Energiemetabolite von Massen - in

Stoffmengenkonzentrationen.
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Abb. 90 Nachweisgrenze fiir die Intermediate des Zitronséurezyklus Succinat, Fumarat, Malat und
Citrat. Anzahl Messungen N = 1; Succinat R? = 1,000; Fumarat R* = 1,000; Malat R’ = 1,000; Citrat R’
=0,999; p < 0,001 fiir alle Gruppen.

Alle Intermediate des Zitronsaurezyklus haben eine Nachweisgrenze von 0,1 ng/ul. Umgerechnet in
Stoffmengenkonzentrationen ergeben sich aus Tab. 29 folgende Werte:

Succinat  Fumarat Malat Citrat
Molekulargewicht Anion 116,09 114,07 132,09 189,13
[g/mol]
Massenkonzentration 0,1 0,1 01 01
[ng/ul]
Stoffmengenkonzentration 0,86 0,88 0,76 0,53
[umol/I]
Bestimmungsgrenzen 5 5 5 15
[umol/I]

Tab. 29 Umrechnung der Nachweisgrenzen der Intermediate des Zitronenséurezyklus von Massen-
in Stoffmengenkonzentrationen.
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Abb. 91 Nachweisgrenze fiir y - Aminobutyrat (GABA) und Glutamat. Anzahl Messungen N = 1;
GABA R* = 0,999; Glutamat R*= 0,999; p < 0,001 fiir alle Gruppen.

GABA und Glutamat liegen in Bezug auf ihre Nachweisgrenze zwischen 0,1 - 1 ng/ul. In Tab. 30 wird
die hohere Nachweisgrenze von 1 ng/ul veranschlagt.

GABA Glutamat
Molekulargewicht Anion
[g/mol]
Massenkonzentration
[ng/pl]
Stoffmengenkonzentration
[umol/I]
Bestimmungsgrenzen
[umol/I]

102,12 145,13

9,80 6,90

20 15

Tab. 30 Umrechnung der Nachweisgrenzen von GABA und Glutamat von Massen - in
Stoffmengenkonzentrationen.
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Abb. 92 Nachweisgrenze fiir die internen Standardverbindungen Salicylat, Phtalat,
Methylglutamat und 6 - Aminocaproat. Anzahl Messungen N = 1; Salicylat R’ = 1,000; Phtalat R* =
1,000; Methylglutamat R’ = 1,000 ; 6 - Aminocaproat R = 0,9987 p < 0,001 fiir alle Gruppen.

Die Nachweisgrenzen der internen Standardverbindungen liegen zwischen 0,01 - 0,1 ng/ul. Fiir die in
Tab. 31 illustrierten Werte, wird die hohere Nachweisgrenze von 0,1 ng/ul gewahlt.

Salicylat Phtalat = Methylglutamat 6-Aminocaproat
Molekulargewicht Anion

136,12 164,14 145,02 116,07
[g/mol]
Massenkonzentration 0,1 0,1 01 01
[ng/ul]
Stoffmengenkonzentration 0,73 0,61 0,69 0,86
[umol/I]

Tab. 31 Umrechnung der Nachweisgrenzen der internen Standardverbindungen von Massen - in
Stoffmengenkonzentrationen.

Zusammenfassend liegen die Nachweisgrenzen fiir Intermediate des Stoffwechsels bzw. des
Zitronensaurezyklus zwischen 0,5 - 1 upM. Neurotransmitter kénnen zwischen 7 - 10 uM
nachgewiesen werden. Pyruvat als a - Ketosdure hat die mit 11,5 uM héchste Nachweisgrenze und
ist nur unter optimalen Bedingungen (keine Matrixeffekte durch Probenmaterial) mit der GC - MS
Analytik zuganglich.

Anhand dieses Kapitels lasst sich das Potential der GC - MS Analytik ableiten. Von Vorteil ist die hohe
Fllle an parallel nachweisbaren Metaboliten in einem Lauf. Von Nachteil gestaltet sich die hohe
Nachweisgrenze im Vergleich zu anderen analytischen Methoden, wie zum Bsp. die
Flussigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC - MS - MS).
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3.3.2 N,N - Diisopropylethylamin (Hiinig Base) als Zusatz in der
Silylierungsreaktion

Bei der Hiinig - Base handelt es sich um ein tertidres Amin, was normalerweise als Base in
Alkylierungsreaktionen zum Einsatz kommt [224]. Bei einer Silylierungsreaktion entstehen 2
Protonen fiir jedes umgesetzte Molekil BSTFA. Aufgrund der sterischen Struktur der Hinig - Base
kann diese Verbindung nur einfach protoniert werden. Da die saurekatalysierte Hydrolyse im
Vergleich zur basenkatalysierten Hydrolyse irreversibel ist [225], kdnnen hydrolyseempfindliche
Analyte irreversibel gespalten werden. Aus diesem Grund wird in diesem Kapitel der Effekt der Hiinig
- Base (in unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen mit Pyridin) auf die ,area-under-the-curve”
(AUC) dargestellt.

Bei der Probenvorbereitung wurden alle Referenzsubstanzen eingewogen und auf eine
abschlieRende Konzentration von 100 ng/ul verdiinnt. Nach erfolgter Trocknung unter Stickstoffgas
wurde der Riickstand in 100 pl Losungsmittel (Pyridin + Hiinig-Base, Ausnahme: Mischungsverhaltnis
100/0) aufgenommen und dispergiert. Nach Zugabe von BSTFA / TMCS im Verhéltnis 99 : 1
(Vestrammes = 100 pl 5 Vges = 200 pl) wurde die Silylierungsreaktion fiir 50 min. bei 70 °C durchgefiihrt.

Der zugrundeliegende Versuchsaufbau beriicksichtigt ebenfalls unterschiedliche Messzeitpunkte der
ermittelten Daten. Die einzelnen Fraktionen wurden in einer Zeitspanne von 18 h vermessen, wobei
die einzelnen Vials zufallsverteilt in den Autosampler gestellt wurden und somit jede Fraktion zu
einem anderen Zeitpunkt vermessen wurde. Am darauffolgenden Tag wurde das Protokoll
wiederholt (Gesamtstichprobenanzahl = 8), wobei auch hier die Proben zufallsverteilt wurden. Aus
diesem Grund ist die Bestandigkeit der silylierten Endprodukte bereits in den Abb. 14 — 16 enthalten.
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Abb. 93 Auswirkungen von unterschiedlichen Mischungsverhdiltnissen von Hiinig - Base und Pyridin
auf die AUC von BHB, Glukose und dem internen Standard Salicylat. Nach Trocknung der
biologischen Probe wurden Pyridin und Hiinig - Base (zusammen 100 pl) hinzugegeben. Die erste
Zahl entspricht dem Pyridinanteil, die zweite Zahl dem Anteil an Hiinig - Base. Die Darstellung der
einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 8; Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey
- Post - Test; F1;195= 16,0 ; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 70 / 30 vs. 90 / 10 und 100 /0 ; ** p < 0,01
70/30vs.90/10; *p <0,0570/30vs. 100/ 0.

In Abb. 93 erkennt man die Erhéhung der AUC durch die Zugabe von Pyridin und Hiinig - Base im
Verhédltnis 70 / 30 im Vergleich zum urspriinglichen Arbeitsprotokoll. Im urspriinglichen
Arbeitsprotokoll war keine Zugabe der Hiinig - Base vorgesehen. Die anderen Mischungsverhaltnisse
von 50 / 50 bzw. 90 / 10 sind in allen Fraktionen dem Mischungsverhaltnis von 70 / 30 in Bezug auf
die AUC unterlegen.
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Abb. 94 Auswirkungen von unterschiedlichen Mischungsverhdltnissen von Hiinig - Base und Pyridin
auf die AUC von Malat, Citrat und dem internen Standard Phtalat. Nach Trocknung der
biologischen Probe wurden Pyridin und Hiinig - Base (zusammen 100 pl) hinzugegeben. Die erste
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Zahl entspricht dem Pyridinanteil, die zweite Zahl dem Anteil an Hiinig - Base. Die Darstellung der
einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 8; Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey
- Post - Test; F1195= 8,20 ; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 70 / 30 vs. 90 / 10 und 100 /0 ; ** p < 0,01
70/30vs. 90 /10 und 100 /0.

Malat und Citrat als Vertreter der Intermediate des Zitronensdurezyklus zeigen in einem
Mischungsverhaltnis von Pyridin und Hiinig - Base von 70 / 30 die hochste AUC im Vergleich zu allen
anderen Mischungsverhaltnissen. Im Vergleich zum 50 / 50 Mischungsverhéltnis ergibt sich kein
signifikanter Unterschied zum 70 / 30 Mischungsverhiltnis.
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Abb. 95 Auswirkungen von unterschiedlichen Mischungsverhdltnissen von Hiinig - Base und Pyridin
auf die AUC von GABA, 6 - Aminocaproat (iStd von GABA), Glutamat und Methylglutamat (iStd von
Glutamat). Nach Trocknung der Proben wurde Pyridin und Hiinig - Base (zusammen 100 pul)
hinzugegeben. Die erste Zahl entspricht dem Pyridinanteil, die zweite Zahl dem Anteil an Hiinig -
Base. Die Darstellung der einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 8; Statistik: Ein -
Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test; Fis51,= 12,8 ; Signifikanzlevel: *** p < 0,001 70 / 30 vs. 90 /
10und100/0; **p<0,0170/30vs. 100 /0; *p <0,0570/30vs. 90 / 10 und 100/ 0

In Bezug auf die AUC der Neurotransmitter GABA und Glutamat (und ihrer internen
Standardverbindungen, iStd) hat sich auch hier das Mischungsverhaltnis von 70 / 30 als erhohend auf
die AUC herausgestellt.

Die Abb. 14 - 16 veranschaulichen, dass ein Mischungsverhaltnis von Pyridin zu Hiinig - Base von 70 /
30 in Bezug auf die AUC aller gemessenen Analyte, sich als erhohend herausgestellt hat. Aufgrund
der positiven Effekte der Hiinig — Base auf die AUC, wurde das Mischungsverhiltnis von 70 / 30 ab
diesem Zeitpunkt in das bestehende Protokoll aufgenommen.

3.3.3 Temperatur - und Zeitabhangigkeit der Silylierungsreaktion

Die Silylierungsreaktion ist bei Basen eine elektrophile Additionsreaktion [225], bei der Hydroxy -,

Amino - und Carboxylatfunktionen silyliert werden. Da die Gesamtreaktion grundsatzlich im

Gleichgewicht mit ihren nicht silylierten Derivaten steht, ist die gréBte Herausforderung, tber den

Messzeitraum (s 18 h) eine konstante und somit reproduzierbare Abundance zu generieren.
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AuBerdem muss durch die Reaktionsbedingungen eine nahezu quantitative Umsetzung der im
Reaktionsgefall enthaltenen Analyte angestrebt werden, da die silylierten Derivate zur quantitativen
Bestimmung herangezogen werden. Nach dem Le - Chatelier-Prinzip bedingt eine Erhéhung der
Temperatur (Silylierung leicht endergon [226]) bzw. eine Zugabe von Silylierungsmittel im UberschuR,
eine gesteigerte Ausbeute an Produkt. Um den Effekt der Temperaturerhdhung auf die bestehende
Analytik zu untersuchen, wurde die Temperatur - bzw. Zeitabhéngigkeit der Silylierung getestet (s.
Abb. 96). Basierend auf der Publikation von Saravia et al. 2011 [213] wird die Temperatur - bzw.
Zeitabhangigkeit auf das bestehende Protokoll gezeigt.
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Abb. 96 AUC in Abhdingigkeit von Zeit und Temperatur bei der Silylierungsreaktion fiir die Analyten
BHB und Glukose mit Salicylat als internem Standard. Nachdem die Proben bis zur Trockne
eingedampft worden sind, wurde Pyridin, Hiinig - Base (70 / 30), BSTFA und TMCS (99 : 1)
hinzugegeben. Die Umsetzungsreaktion zu den silylierten Derivaten wurde einmal mit 60 °C fiir 30
min. bzw. mit 70 °C fiir 50 min. vorgenommen und anschliefend vermessen. Die Darstellung der
einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 2 ; Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit
Tukey - Post - Test; Fs ;= 1,19.

Die Einflussfaktoren Zeit und Temperatur bedingen keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die
ermittelten AUC’s. Von Interesse ist eher die Bestdndigkeit der silylierten Analyte Uber die
gemessene Zeit. Ein Lauf dauert im Mittel 18 h. Silylderivate werden in der organischen Chemie
gerne als Schutzgruppen eingesetzt [176], [177], [226]. Charakteristisch flr Schutzgruppen ist die
leichte Abspaltbarkeit, welche sich in niedrigerer AUC Uber die Zeit ausdriicken wiirde. Aus diesem
Grund wird im nachsten Kapitel die Bestandigkeit der silylerten Analyte lber die Messzeit dargestellt.
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Abb. 97 AUC in Abhdngigkeit von Zeit und Temperatur bei der Silylierungsreaktion fiir die Analyten
Succinat und Fumarat mit Phtalat als internem Standard. Nachdem die Proben bis zur Trockne
eingedampft worden sind, wurde Pyridin, Hiinig-Base (70 / 30), BSTFA und TMCS (99 : 1)
hinzugegeben. Die Umsetzungsreaktion zu den silylierten Derivaten wurde einmal mit 60 °C fiir 30
min. bzw. mit 70 °C fiir 50 min. vorgenommen und anschliefend vermessen. Die Darstellung der
einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten £ SEM; N = 2; Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey
- Post - Test; Fs1;,= 2,18.

3.3.4 Losungsmitteleinfluss auf die Silylierungsreaktion
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Abb. 98 Lésungsmitteleinfluss auf die Abundance von BHB mit einer Massenkonzentration von
100ng/ul. Nachdem die Proben bis zur Trockne eingedampft worden sind, wurde der Riickstand mit
jeweils 100 ul (ohne Hiinig - Base) der oben dargestellten L6sungsmittel gel6st. Danach wurden die
gelésten Proben mit BSTFA und TMCS (99 : 1) auf ein Endvolumen von 200 ul aufgestockt und bei
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70 °C fiir 50 min. zu den silylierten Derivaten umgesetzt. Die Darstellung der einzelnen Fraktionen
entspricht Mittelwerten + SEM; N = 2; Statistik: Ein - Wege - ANOVA mit Tukey - Post - Test; Fs ;=
38,8 ; Signifikanzlevel: ** p < 0,01 Pyridin vs. Chloroform / Tetrachlorkohlenstoff; *** p < 0,001
Pyrdin vs. Acetonitril /Methanol / Heptan.

In der Silylierungsreaktion stellt sich Pyridin als das Losungsmittel heraus, welches die hochste
Abundance fur BHB generiert. Auch alle anderen Analyte zeigen dieses Verhalten mit Pyridin (Daten
nicht illustriert). Desto hoher die gemessene Abundance fir ein Analyt ist, desto niedriger erweist
sich auch die daraus folgende Nachweisgrenze. Nach dieser Messreihe wurde Pyridin als
Standardlosungsmittel fur die Silylierungsreaktion gewahilt.

3.3.5 Extraktionseffektivitat

Die Extraktionseffektivitdt beschreibt die Ausbeute an Massen einer einzelnen Substanz, die nach der
Extraktion erhalten werden im Verhaltnis mit einem Standard der nicht extrahiert wurde. Im
Folgenden wird die Extraktionseffektivitit anhand der zwei wichtigsten internen
Standardverbindungen Salicylat und Phtalat gezeigt. Anhand dieser zwei Verbindungen (s. Tab. 16)
wurden die wichtigsten Metabolite in der vorliegenden Arbeit quantifiziert.

Extraktionseffektivitat
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Abb. 99 Die Extraktionseffektivitdit von Salicylat und Phtalat. Die einzelnen Substanzen wurden
eingewogen (Zielkonzentration: 100 ng/ul), gelést und bis zur Trockne eingedampft. Danach wurde
Pyridin, Hiinig - Base (70 / 30), BSTFA und TMCS (99 : 1) hinzugegeben. Die Umsetzungsreaktion zu
den silylierten Derivaten wurde bei 70 °C fiir 50 min. vorgenommen und anschliefSend vermessen.
Die Extraktionsfraktionen wurden dreimal mit Lésungsmittel (Methanol / Chloroform / Wasser)
extrahiert. Danach wurde bis zur Trockne eingedampft und wie oben beschrieben gelést und
silyliert. Die Darstellung der einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 23.
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3.3.6 In vitro Wiederfindungsrate

Um die absolute Konzentration eines Analyten im Gehirn der Maus / Ratte bestimmen zu kénnen,
bedarf es der Wiederfindungsrate der Mikrodialysesonde. Hierzu stellt man eine Stammlésung mit
bekannter Konzentration her. Danach nimmt man eine Dialysesonde aus der bestehenden Charge
und dialysiert die Stammlosung. Dabei wird die Sonde mit aCSF durchspiilt
(DurchfluBgeschwindigkeit: 2 pl/min). Um nun die Wiederfindungsrate zu bestimmen, wird das
gesammelte Dialysat vermessen und ins Verhaltnis mit der Konzentration der Stammldsung gesetzt.

Wiederfindungsrate [%]

)
X &
& &

0\\)

Abb. 100 In vitro Wiederfindungsrate fiir die wichtigsten Analyte. Die einzelnen Substanzen
wurden eingewogen (Zielkonzentration: 1000 ng/ul) und gelést. Danach wurde eine selbstgebaute
Dialysesonde in die Stammlésung getaucht und die Lésung wurde dialysiert. Die gesammelten
Dialysatproben wurden mit der Stammlésung vermessen und die resultierenden Werte wurden ins
Verhdiltnis gesetzt. Die Darstellung der einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 3.
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3.6 Responsefaktoren der Analyte

Bei der Quantifizierung mithilfe der internen Standardmethode entspricht die AUC des zu
quantifizierenden Analyten nicht der des internen Standards (Ausnahme: isotopenmarkierte interne
Standards). Nach Gleichung 10 wiirde sich bei gleicher AUC ein Ri-Wert von eins ergeben. Um die
ungleichen AUC’s zwischen Analyt und internem Standard zu beriicksichtigen, wird der R-Wert bei
jeder Messung neu bestimmt und in die Berechnung der Stoffmengenkonzentration mit einbezogen.
Der R-Wert sollte tber viele Wiederholungsmessungen konstant bleiben, da ansonsten falsch
positive bzw. negative Gesamtkonzentrationen daraus resultieren wiirden.

1.5

R+Wert

Abb. 101 Responsefaktoren (R; - Werte) fiir die wichtigsten Analyte. Die Substanzen wurden
eingewogen (Zielkonzentration: 100 ng / ul), gelést und eingedampft. Nach Resuspendierung in
Pyridin und Hiinig - Base (100 ul; 70 / 30) wurden die Silylderivate der einzelnen Analyte mit BSTFA
/ TMCS (99 : 1) bei 70 °C fiir 50 min. hergestellt. Nach der Vermessung wurden die erhaltenen AUC’s
eines jeden Analyten ins Verhdltnis mit dem jeweiligen internen Standard (s. Tab. 16) gesetzt (s.
Gleichung 10). Die Darstellung der einzelnen Fraktionen entspricht Mittelwerten + SEM; N = 24.

Die R¢ - Werte der zu quantifizierenden Analyte liegen zwischen 0,32 und 1,31. Uber 24
Wiederholungsmessungen bleiben die R;- Werte sehr konstant, was fiir die Reproduzierbarkeit der
GC - MS Analytik spricht. Um aber diesen kleinen Fehler noch zu kompensieren, wird an jedem
Messtag ein ,Tages R;- Wert” ermittelt, der zur Quantifizierung herangezogen wird. Optimalerweise
benutzt man in der GC - MS Analytik isotopenmarkierte Verbindungen, die einen R¢- Wert nahe 1
aufweisen. Bei der Etablierung konnte nicht jede Substanz als isotopenmarkiert bezogen werden.
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4. Diskussion

In diesem Kapitel werden die zur Anwendung gekommenen Methoden und die damit generierten
Ergebnisse diskutiert, interpretiert und in den aktuellen Kontext der Forschung eingeordnet.

Zuerst wird das Projekt der hepatischen Ketogenese naher betrachtet, wobei hier der Schwerpunkt
auf den beiden Energielieferanten BHB und Glukose liegt. Zusatzlich werden auch die Intermediate
des Citratzyklus in Abhédngigikeit der Didten diskutiert und interpretiert. Fir alle Ausfiihrungen
werden dabei die vier Kompartimente Leber- und Hirnhomogenate, Plasma und Mikrodialysat
einander gegenibergestellt bzw. in einen Gesamtkontext gesetzt.

Das zweite Projekt wurde durchgefiihrt um die Hypothese (,,hepatische Ketogenese als protektiver
Ansatz im Schlaganfallgeschehen®), die aus dem ersten Projekt abgeleitet wurde, zu Gberprifen. Die
Idee hierzu erfolgte aus den stark angestiegenen BHB Konzentrationen bei Induktion eines
Schlaganfalls. Das Studiendesign (s. Abb. 78) wurde auf Basis einer Akutintervention, wie sie in einem
Herzkatheterlabor taglich anzutreffen ist, gewahlt. Hierbei wurden unterschiedliche Konzentrationen
einer BHB Losung bei Entfernung des Fadens injiziert, was im klinischen Alltag einer Injektion bei bzw.
nach einer Lysetherapie entsprechen wirde. Dieser klinisch translationale Ansatz wurde mit den
Endpunkten Funktion der Atmungskettenkomplexe, Aktivitat der Citratsynthase, Metabolitenspiegel
von Glukose und BHB in den vier angesprochenen Kompartimenten, die sensorischen und
motorischen Eigenschaften der Mause Uberprift.

Im letzten Abschnitt der Diskussion wird die Etablierung und Validierung der GC - MS Analytik anhand
der geltenden Regelwerke fiir die Validierung in der pharmazeutischen Industrie vollzogen. Auch hier
wird die bestehende Methode in den wissenschaftlichen Gesamtkontext eingebettet.

Zu Beginn dieses Kapitels wird die Reproduzierbarkeit der angewendeten Methodik erldutert und
interpretiert. AnschlieBend werden die eigentlichen Daten des Projekts der ,hepatischen Ketogenese
in Abhangigkeit unterschiedlicher Didten” erldutert und deren Plausibilitdt anhand aktueller Literatur
geprift.

4.1 Die hepatische Ketogenese bei Induktion eines Schlaganfalls

4.1.1 Laser - Doppler Flussmessung und Okklusion der mittleren
Zerebralarterie

Bringt eine Methode keinen ausreichenden Nachweis in Bezug auf ihre Effektivitait und ihre
Reproduzierbarkeit, ist die Methode grundsatzlich ungeeignet fir die zu klarenden Fragestellungen.
Aus diesem Grund wird im Folgenden die MCAO-Methode in Bezug auf die Effektivitdt und
Reproduzierbarkeit der gemessenen Werte naher betrachtet. In Abb. 63 erkennt man den starken
Abfall der Zahlungen durch die Laser Doppler Sonde, wahrend der Silikonfaden den Blutfluss der
mittleren Zerebralarterie blockiert. Durch die Okklusion kommt es zu einer Senkung der Perfusion in
der mittleren Zerebralarterie auf < 15 % des Ausgangswertes. Die mit der Flussmessung erhaltenen
Muster stimmen mit den Mustern, die andere Arbeitsgruppen gemessen haben, Giberein [201]; [202].
Ein physiologischer Blutfluss in einem Rattenhirn im Bereich des fronto-parietalen Cortex liegt bei
1,58 + 0,25 ml/g/min. [229]. Um eine addquate Minderdurchblutung des versorgenden Gebietes zu
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erhalten, sollte der Blutfluss < 0,12 ml/g/min sein [204]; [205]. Wenn man die Zdhlungen der Laser-
Doppler Sonde mit den in der Literatur angegeben Werten umrechnet, erhidlt man eine initiale
Senkung der Perfusion auf 0,207 ml/g/min. Da die Perfusion der MCA mit der Zeit abnimmt, kann
man von einer suffizienten Abnahme der Perfusion durch den Silikonfaden ausgehen [231]. Die
Eignung der Laser-Doppler Flussmessung fiir die Bestatigung der Okklusion kann somit als bestatigt
gewertet werden. Die Kontrolle des Blutflusses mittels Laser-Doppler Flussmessung lasst aber auch
erkennen, dass der Verschluss der mittleren Zerebralarterie nicht zu 100 % erfolgt, wie bei
permanenten Modellen, wo entweder eine Kraniektomie, Embolisierung mit koagulierten Thromben
bzw. Mikrospheren oder eine Anoxie vollzogen wird [203] — [207]. In 80 — 85 % der auftretenden
menschlichen Schlaganfille handelt es sich um ischamische Genesen, die oftmals die mittlere
Zerebralarterie betreffen [25]; [211]. Durch eine Embolisierung der Gehirnarterien wird der Blutfluss
ebenfalls nicht zu 100 % gesenkt und dadurch kann das Modell der Core und Penumbra Region als
mogliche Genese des Schlaganfalls angenommen werden [238]. Die angewendete MCAO-Methode
ist aufgrund der Analogie zum menschlichen Schlaganfall sehr gut geeignet um die ablaufenden
Pathomechanismen zu studieren. Ein weiterer Vorteil der Fadenmethode ist die Moglichkeit, sowohl
transiente als auch permanente Schlaganfille zu induzieren. Die beschriebene Fadenmethode zeigt
bei einer mittleren Okklusionsdauer von 60 min. neuronalen Zelltod, gliale Aktivierung und den
Untergang der Integritdt der Bluhirnschranke [239].

Nachteil der Fadenmethode ist die fehlende Untersuchung auf Lysetherapeutika, da durch den Faden
eine mechanische Thromboisierung vollzogen wird und keine Embolisierung der Endstrombahn
erfolgt [232]. Ein wesentlicher Punkt, der diese Methodik limitiert, ist die extrazerebrale Operation,
da hierbei wesentliche Arterien und Nerven zerstort werden kdnnen. Im Falle der Zerstérung der
Thyreodalarterie und der Arteria communicans posterior hat dies direkten Einfluss auf die
hypothalamische Temperaturkontrolle und die Schilddriisenhormone [240].

Zusammenfassend kann die beschriebene Fadenmethode in Kombination mit der Laser-Doppler
Flussmessung als geeigenete Methode fiir die vorliegende Fragestellung betrachtet werden. Auch die
sehr hdufige Anwendung der Fadenmethode (43 % von 2852 Experimenten) in Fragestellungen von
neuroprotektiven Ansatzen beim Schlaganfall rechtfertigt die Anwendung dieser Methode fiir die
vorliegende Fragestellung [213]; [206].

4.1.2 Die Metabolitenspiegel von Glukose, Laktat und BHB im Mikrodialysat

Eine zweite Méglichkeit zur Uberpriifung der Effektivitit der fadenbasierten Methodik der MCAO, ist
die Veranderung der Konzentrationen von Glukose und Laktat im Extrazellularraum. Die
Konzentrationsanderungen sind durch die anaerobe Glykolyse begriindet [32]. Der oxidative Abbau
von Glukose kann nur lber die Glykolyse stattfinden, wobei als Endprodukt Pyruvat gebildet wird.
Falls kein ausreichender Sauerstoff vorhanden ist, wird Pyruvat zu Laktat reduziert. Die starke
Laktatbildung bedingt ein Absinken des pH - Wertes auf bis zu 6,0. Die Reduktion von Pyruvat zu
Laktat wird durch die Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert. Somit kann die Umsetzung von Pyruvat
zu Acetyl — CoA durch die Pyruvatdehydrogenase und die anschlieBende Versoffwechslung tiber den
Citratzyklus nicht stattfinden [36]; [81]; [113]; [134]; [158]. Aus diesem Grund steigen die
Konzentrationen von Laktat im Extrazellularraum im Schlaganfallgeschehen an, wobei die
vorhandene Glukose aufgrund der fehlenden Perfusion abnimmt (s. Abb. 64). Dieser Umstellung von
aerober zu anaerober Stoffwechsellage, geht eine erhéhte Sauerstoffextraktion und ein erhohter
Phosphocreatinverbrauch der distal gelegenen Gewebe voraus [32]. Wenn diese friihen endogenen
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Kompensationsmechanismen nicht ausreichen, wird die ATP-Resynthese nur noch unter anaeroben
und somit ineffizienten  Bedingungen vollzogen [36]; [81]. Die beschriebenen
Kompensationsmechanismen koénnen das drohende Energiedefizit flr bis zu zwei Minuten
aufrechterhalten, bis die anaerobe Glykolyse einsetzt [81}; [212]; [215] — [217]. Da die Zeitauflésung
der GC - MS Analytik mit 15 min. (maximal unterste Grenze) nicht ausreichend niedrig ist, konnen die
in Abb. 65 gezeigten Konzentrationsanderungen diesen Mechanismus nicht abbilden. Die gezeigten
Konzentrationsanderungen bilden in der gezeigten Form die anaerobe Glykolyse ab.

Die Anderungen der Konzentrationen von Glukose und BHB nehmen in der vorliegenden Arbeit eine
zentrale Rolle ein. Die Konzentrationsdanderungen verhalten sich entgegensetzt zueinander, wenn das
Primarsubstrat Glukose nicht ausreichend bereitgestellt werden kann, steigen umgekehrt die
Konzentrationen des Alternativsubstrats BHB in den jeweiligen Kompartimenten an. Diese
Beobachtung lasst sich auch im Mikrodialysat zeigen (s. Abb. 65). An dieser Stelle soll auf Kap 1.9
Ketogenese verwiesen werden, wo die grundlegende Physiologie und die Regulation der Ketogenese
erlautert wird. Eine mogliche Erklarung fiir das beobachtete Phdnomen kann die Arbeit von Zhang et
al. 2013 geben [244]. Im Rahmen einer Meta - Analyse wurde in dieser Arbeit die Glukoseeinsparung
des Gehirns in Abhangigkeit von einer milden Ketose (1 mM) bis hin zu einer starken Ketose (6 mM)
im Plasma untersucht. Als Fazit berechnete Zhang et al. 2013 eine Abnahme des zerebralen
Glukoseverbrauchs von 9 % fir jeden Anstieg von Ketonkdrpern im Plasma um 1 mM [244]. Das
Mikrodialysat zeigt diese Tendenzen ebenfalls.

Neben den Anderungen der Konzentration von Glukose und Laktat l3sst sich bereits an dieser Stelle
eine erste Aussage zu den unterschiedlichen Didten treffen. Unter einer Standarddidt mit Altromin
liegen die basalen Glukosewerte im Vergleich mit den fettreichen Didten bereits hier hoher, was eine
ausreichende Versorgung des Gehirns mit Glukose anzeigt. Die basalen Konzentrationen im
Mikrodialysat von BHB unter einer fettreichen Didt weichen nicht voneinander ab, was auch konform
mit den BHB Konzentrationen der Messungen von Prof. Borges und Kollegen einhergeht [245]. Wenn
man die Bedingungen bei fehlender Sauerstoffzufuhr betrachtet, fallt auf, dass die Laktatwerte bei
einer Altromin Diat tendenziell hoher liegen als bei fettreich geflitterten Tieren. Diese Beobachtung
ist damit erklarbar, dass unter basalen Bedingungen Glukose in einer ,normalen” Diat als
Primarsubstrat dient und somit durch die Glykolyse zu Pyruvat verstoffwechselt wird. Da unter
anaeroben Bedingungen die LDH Pyruvat zu Laktat abbaut, entsteht bei initial hoheren
Glukosekonzentrationen auch mehr Laktat, was deutlich in Abb. 64 erkennbar ist.

4.1.3 Hepatische Ketogenese in Abhangigkeit von unterschiedlichen Diaten
und zerebraler Ischamie

In Kap 1.2.3. ist die Regulation sowie die Physiologie der hepatischen Ketogenese naher beschrieben
worden. Die erhaltenen Daten aus dem Projekt ,hepatische Ketogenese” werden im weiteren
Verlauf dieses Kapitels in diesen aktuellen Kontext der Literatur gesetzt.

Eine normale Labormaus benétigt pro Tag bei 24 °C 673 kJ , was umgerechnet 161 kcal/Tag
entspricht [246]. Die Standarddiat von der Firma Altromin hat einen Anteil von 64 % Kohlenhydraten,
mit einem Fettanteil von 12 % und 17 % Protein (s. Kap. 2.1.1.3 Verwendete Diéiten). Die verwendete
Soja bzw. Triheptanoindiat Diat hat einen Kohlenhydratanteil von 48 % sowie einen Fettanteil von 35
% und 17 % Protein (s. Kap. 2.1.1.3 Verwendete Diditen).
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4.1.3.1 Hypothesen fiir die Veranderungen der Metabolitenspiegel in
unterschiedlichen Kompartimenten

Auf Basis der gemessenen Daten (s. Kap. 3.1 Hepatische Ketogenese in Abhdngigkeit
unterschiedlicher Diéten) kann man in allen Kompartimenten (Leber- und Hirnhomogenat, Plasma
und Mikrodialysat) eine Erhohung der BHB Spiegel bei gleichzeitiger Senkung der Glukose erkennen
[247]. Aufgrund des geringeren Kohlenhydratanteil und einem hoheren Fettanteil in den
unterschiedlichen Didten, wird das Glykogen in der Leber schneller aufgebraucht und die peripheren
Zellen gerade noch ausreichend mit Kohlenhydraten versorgt. Es ist mit einer niedrigeren
Maximalkonzentration (weniger Kohlenhydratzufuhr) von Insulin und einem schnelleren Abflachen
der Konzentrationen von Insulin zu rechnen [248]. Gemeinsamkeit eines ketogenen
Stoffwechselstatus ist der Mangel an Insulin bzw. die Wirkung von Insulin. In den hier gezeigten
Messungen resultiert dieser Mangel / Wirkung mit hoher Wahrscheinlichkeit aus einer verminderten
Kohlenhydratzufuhr [227]; [228]. Der Gesamtorganismus Mensch und auch die Maus ist ohne
Glukose nicht Uberlebensfahig [250]. Bei einem auftretenden Insulindefizit regelt der Kérper mit
einer erhohten Freisetzung von Glukagon aus dem Pankreas einer Hypoglykdmie entgegen [227];
[230]. Dieser Anstieg an Glukagon entspricht nach McGarry et al. 1980 einer Erhéhung des Glukagon
/ Insulin Verhdltnisses [248]. Die freie Konzentration von Fettsduren im Plasma steigt an und die
Leber wird mit Fettsauren, die fir die Ketogenese gebraucht werden, versorgt. Durch diese Effekte
kénnen trotz Glukosedefizit bzw. einer Verarmung an Glykogen in der Leber, extrahepatische
Gewebe mit Acetyl - CoA versorgt werden und so die Energiegewinnung in Form von ATP durch die
oxidative Phosphorylierung aufrechterhalten.

Die basalen Konzentrationen von Glukose und BHB unterscheiden sich nicht signifikant (s. Abb. 71).
Zu diesem Zeitpunkt (ohne Intervention) kann die Verarmung an Glukose in peripheren Zellen noch
ausreichend durch die Glukoneogenese kompensiert werden. Im Projekt ,hepatische Ketogenese”
wurden Didten gefittert, die einer fettreichen Diat (nicht ketogen) entsprechen (s. Tab. 7). Die
Tatsache, dass die basalen Konzentrationen der Metabolite Glukose und BHB bei fettreich
gefiitterten Tieren sich nicht voneinander unterscheiden, stehen im Einklang mit anderen
Arbeitsgruppen, die ebenfalls gleiche Didten wie die hier Vorliegende verwendet haben [191].

Die massive Erhohung der Ketonkorper bei Induktion eines Schlaganfalls kann folgendermaRen
erklarbar werden. Der induzierte Schlaganfall bedingt eine Stressreaktion, bei der die Korticosteron -
konzentrationen massiv ansteigen (s. Abb. 88). Auch andere an der Stressreaktion beteiligte
Neurotransmitter bzw. Hormone wie Adrenalin und Noradrenalin steigen weit Uber ihr
Ausgangsniveau an [252]. Adrenalin selbst steigert in Adipozyten die Lipolyse indem es die Hormon-
sensitive-Lipase (HSL) aktiviert und dadurch die Lipolyse gesteigert wird [253]. Alle beteiligten
Mechanismen bedingen eine Erhohung der freien Glukose im Plasma, was wiederum die
Glykogenspeicher bei einer fettreich gefiitterten Maus schneller aufbraucht. Kompensatorisch
kommt es zu einer Erhohung des Glukagon Insulin Verhaltnisses, was wiederum die Ketogenese in
der Leber ansteigen lasst. Mit diesem Mechanismus ist eine globale Erh6hung in allen beschriebenen
Kompartimenten erklarbar.

Die ausgefiihrten Erldauterungen zum globalen Anstieg des Ketonkorpers BHB zeigen keine
Erklarungen, wie die Zelle, die an Glukose verarmt, auf die sinkenden Glukosewerte reagiert bzw. die
durch Ketogenese gewonnen Ketonkorper verstoffwechseln kann. Hierfir wurde in Kap. 1.5.1
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Regulation der Pyruvat-Dehydrogenase die Regulation der Pyruvatdehydrogenase einleitend erklart.
Wenn die verfligbare Glukose in den Hirnzellen sinkt, und die verfligbare Menge an BHB steigt, muss
die Zelle in der Lage sein sich an die verdnderten Substratbedingungen anzupassen. Bei diesem
Wechsel spielt die Pyruvatdehydrogenase eine entscheidende Rolle. Durch den Lynen-Zyklus wird
BHB bzw. Acetoacetat in extrahepatischen Geweben zu Acetyl - CoA abgebaut [254]. Durch einen
Anstieg an Acetyl - CoA wird wiederum die PDH Aktivitat durch drei Mechanismen verringert [36];
[83]. Diese drei Mechanismen werden an dieser Stelle erlautert. Der Anstieg an Acetyl - CoA bedingt
eine Bindung von Acetyl - CoA an die Transacetylase Komponente (E,) der PDH. Die Bindung erfolgt
zwar, allerdings wird Acetyl - CoA nicht umgesetzt, sondern blockiert die E, Einheit. Der zweite
inhibitorische Effekt kommt durch eine Erhéhung der NADH + H* Konzentrationen zustande. Durch
das Einschleusen von Acetyl - CoA in den Citratzyklus steigen die Konzentrationen an NADH + H* so
stark an, dass die Dihydolipoyldehydrogenase (Es;) inhibiert wird. Biochemisch wird hierbei die
Regenerierung der Sulfhydrylgruppe zum Disulfid unterbunden, was einen anschlieBenden Zyklus der
PDH verhindert. Als dritten und letzten hemmenden Mechanismus auf die PDH kann die Inhibierung
durch ATP, Acetyl - CoA und NADH + H" angesehen werden. Im Detail ist hierfiir die PDH-Phosphatase
verantwortlich, die bei erhdhter Aktivitat durch Dephosphorylierung die PDH Aktivitat steigert und so
als Gegenspieler der PDH-Kinase angesehen werden kann [255]. Durch fehlende Dephosporylierung
sinkt die PDH Aktivitat. Alle beschriebenen Mechanismen senken die PDH-Aktivitdt auf ein Minimum
und erlauben der Zelle auf den vorhandenen Wechsel des Substrates Glukose zu BHB zu reagieren.
Die PDH-Aktivitat wird auf ein Minimum gedrosselt und hilft somit die noch vorhandene bzw. durch
Glukoneogenese neu generierte Glukose zu sparen. Die ATP Spiegel und alle beteilgten Reaktion im
Citratzyklus werden durch Verstoffwechslung der Ketonkorper erhalten.

Zusammenfassend steigen die BHB Konzentrationen in allen gemessenen Kompartimenten bei
Induktion eines Schlaganfalls stark an. Vermutlich spielt das Verhdltnis von Insulin, Glukagon,
Korticosteron, Noradrenalin und Adrenalin bei der hepatischen Ketogenese eine entscheidende
Rolle bei der Versorgung des Organismus mit Energiesubstraten. Die PDH stellt ein zentrales Enzym
bei der intrazellularen Regulation des Energiehaushaltes der Nervenzellen dar.

4.1.3.2 Hypothese liber die Distribution von BHB zwischen den Kompartimenten

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Distribution von Ketonkdrpern in Abhangigkeit der vorhandenen
Transporter im Organismus. Wenn Neuronen die durch das Gehirn aufgenommenen Ketonkérper
nicht aufnehmen koénnen, kdnnen sie auch nicht die vorhandene Energie in den Ketonkorpern
nutzen, um ihre ATP Spiegel aufrecht zu erhalten. Die wichtigste Familie an Transportern, die
Monocarboxylate und Hydroxysdauren (iber Membranen transportieren koénnen, stellen die
Monocarboxylattransporter Typ 1 — 5 dar [256]. Der Monocarboxylattransporter Typ 1 ist
allgegenwartig in Geweben vorhanden und entspricht einem protonenabhédngigen Cotransporter fiir
Monocarboxylate und Hydroxysduren [237]; [238]. Dieser Transporter besitzt eine Michaelis -
Menten Konstante fiir L - 3 - Hydroxybutyrat von 12,7 + 1,4 mM und fir D - 3 - Hydroxybutyrat von
24,7 £ 2,2 mM [259]. Durch die beiden Werte kann die hohere Konzentration in der Leber gegeniiber
dem Plasma erklart werden (s. Abb. 67; Abb. 68). In der Literatur findet sich keine Quelle, die eine
Induktion der Expression von MCT — 1 in der Leber beschreibt. Falls es zu einer Induktion der
Expression kommt, kdme es zu einem schnelleren Angleich der Konzentrationen zwischen
Lebergewebe und Plasma. Das Gehirn kann unter normoglykdmischen Bedingungen normalerweise
nicht Ketonkérper in mM Konzentrationen transportieren. Die Arbeiten unter der Leitung von M.
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Puchowicz, Drewes und Vabucci weisen darauf hin, dass die Dichte von MCT-1 an der
Bluthirnschranke proportional mit der vorherrschenden Plasmakonzentration an Ketonkérpern und
der vorherrschenden Dauer der Ketose korreliert [244], [260], [261]. Die im vorherigen Satz
erlduterten Erkenntnisse wurden alle an Ratten vollzogen, die eine hohe Vergleichbarkeit zu Madusen
aufweisen. Die hohe Michaelis - Menten Konstante des MCT-1 fiir BHB wird also durch eine
vermehrte Expression von MCT - 1 Transportern an der Bluthirnschranke kompensiert und bedingt so
einen Konzentrationsausgleich in den beschriebenen Kompartimenten. Bezogen auf die hier
vorgestellten Daten, kann man die die Aussage treffen, dass die Werte im Plasma und im
Hirnhomogenat sich gleichen, wohingegen die Werte zwischen den Leberhomogenaten und dem
Plasma sich um den Faktor 2 unterscheiden (s. Abb. 67, Abb. 68, Abb. 71). Der MCT — 1 wurde hier
ausfihrlicher besprochen, da dieser eine wesentliche Beteiligung an der Distribution der in dieser
Arbeit behandelten Kompartimente Ubernimmt. Die Exprimierungsmuster der MCT 2 — 4 an
Neuronen, Glia und Astrozyten sind in diesem Kontext nicht ausreichend mit Daten belegbar. Aus
diesem Grund soll fir die intrazerebrale Distribution von Ketonkorpern bzw. Laktat durch die
unterschiedlichen MCT, auf Abb. 12 verwiesen werden.

Die gemessenen BHB Werte im Mikrodialysat lassen ebenfalls eine Ketose in der Tierfraktion, die
eine 90 min. Ischamie erfahren hat, erkennen (s. Abb. 65). Unter basalen Bedingungen jedoch ist kein
statistischer Unterschied bei den drei unterschiedlichen Didten zu verzeichnen. Ausgehend von
diesen beiden Beobachtungen kann der Extrazellularraum als reiner Verteilungsraum angesehen
werden, in dem BHB aus dem Plasma d&quilibriert, aber genauso schnell auch von den Zellen
aufgenommen werden kann.

Die Distribution des Ketonkorpers BHB innerhalb der Kompartimente entspricht den bisher
publizierten Arbeiten tiber MCT - 1 / 4. Es findet in Abhangigkeit der vorherrschenden Konzentration
eine Aquilibrierung zwischen den unterschiedlichen Geweben statt.

4.1.3.3 Hypothesen fiir die gemessenen Anderungen der Glukosekonzentrationen in
unterschiedlichen Kompartimenten

Eine weitere wichtige Tatsache ist, dass das Gehirn bis zu 70 % an Glukose einsparen kann, aber ohne
Glukose ist der Gesamtorganismus nicht liberlebensfahig und bei prolongierter Hypoglykdmie (< 15
mg/dl) resultiert ein neuronaler Zelltod [244]; [250]; [262]. Betrachtet man die Glukosewerte in der
Leber, erkennt man die deutliche Verarmung der Leber an Glukose bzw. Glykogen (s. Abb. 69). Die
Probenaufbereitung von Leberhomogenaten findet in unserem Protokoll bei einem pH - Wert von
9,50 + 0,01 statt, was defintiv Hydrolysereaktionen beginstigt. Dieser Punkt kann die
Konzentrationen im mittleren mM Bereich erkldren. In der Literatur gibt es keine Referenzwerte fir
absolute Glukosekonzentration in der Leber. Da die Probenvorbereitung bei allen Mausen auch
zeitlich vergleichbar vollzogen worden ist, sind die Werte trotz allem miteinander vergleichbar. Der
Gesamtglukoseanteil in der Leber ist bei Fiitterung einer Standarddiat um den Faktor 2 héher im
Vergleich zu einer fettreichen Soja Didt (s. Abb. 69). Nach Induktion eines Schlaganfalls steigt bei
Fltterung einer Altromin Diat die Gesamtglukose auf > 25 mM an. Ebenfalls steigen die Adrenalin
und Noradrenalin Konzentrationen im Plasma massiv an [252], [263]. Die Folge ist eine Mobilisierung
des Leberglykogens durch Adrenalin [264]. Adrenalin steigert in den a - Zellen des Pankreas die
Glukagonfreisetzung [265]. Beide Hormone zusammen bedingen eine Mobilisierung von Glykogen
sowie eine Erhohung der Plasmaglukose [252], [263], [265]. Da durch die fettreiche Diat der
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Organismus der Maus ein intermittierendes Fasten erfdahrt, scheint die Konsequenz eine verminderte
Konzentration an Glykogen und Glukose in der Leber zu sein. Die Daten im Plasmakompartiment (s.
Abb. 69) sind in den basalen Fraktionen sehr dhnlich. In Bezug auf die Hohe der Glukosewerte im
Plasma gibt es sehr unterschiedliche absolute Messwerte. Der dokumentierte Bereich in der Literatur
reicht von 5 mM bis 11 mM unter basalen Bedingungen bei der Maus bzw. der Ratte [244]; [266];
[267]. Die Umrechnung der gebrauchlicheren Dimension mg / dl erhélt man durch eine Umrechnung
mit dem Faktor 18. Das heillt bei einem gemittelten Wert von 10 mM (s. Abb. 69) kann man eine
Glukosekonzentration von 180 mg / dl postulieren, was definitiv einem erhohten (pradiabetischen)
Blutglukosespiegel entspricht [268], [269]. Da in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich terminale
Versuche vorgenommen worden sind, die mit erhéhter Stressreaktion einhergehen (hohe Adrenalin-
und Korticosteronspiegel), erscheinen die gemessenen Blutglukosekonzentrationen plausibel. Auch
hier soll darauf hingewiesen werden, dass die Vergleichbarkeit der Tierversuche in allen Gruppen
gewdhrleistet war.

Im Hirnhomogenat unterscheiden sich die Glukosekonzentrationen signfikant voneinander, wenn
man die Altromin mit den Soja Ol gefiitterten Tieren vergleicht (s. Abb. 70). Die moglichen
biochemischen Hintergriinde wurden bereits mit der Pyruvatdehydrogenase sowie den steigenden
Glukagonspiegeln im vorherigen Absatz erklart. Ein wesentlicher Punkt ist die Beobachtung von
Kante et al. 1990, dass die BHB - Dehydrogenase unter einer fettreichen Diat (iber 10 Tage ebenfalls
ansteigt und so eine ,ketogene Pridkonditionierung” des Organismus stattgefunden haben kann
[270]. Bei der Dekapitation der Tiere muss an dieser Stelle daraufhin gewiesen werden, dass keine
Perfusion des Gehirns vorgenommen wurde und dadurch auch die blutversorgenden GefdRe der
Probenvorbereitung unterzogen wurden. Dadurch entsprechen die Glukosekonzentrationen im
Hirnhomogenat nicht den tatsachlichen Konzentrationen von perfundierten Hirnen. Die Daten
suggerieren eine ketogene Stoffwechsellage im Gehirn der Mause.

Die Glukosekonzentrationen zeigen im Leber- und Hirnhomogenat ein Absinken der Gesamtspiegel
bei Flitterung mit einer fettreichen Soja Didt. Die Plasmakonzentrationen von Glukose bleiben unter
basalen Bedingungen sehr konstant.

4.1.4 Citratspiegel in Abhangigikeit von unterschiedlichen Diaten und
zerebraler Ischamie

In diesem Kapitel werden die Citratspiegel in den biochemischen Kontext der Fettsdaure und
Glukosephysiologie gebracht, sowie die Veranderungen der gemessenen Daten diskutiert. Citrat als
Molekil im Citratzyklus soll an dieser Stelle nur nebensachlich behandelt werden. Vielmehr wird
Citrat in den gemessenen Kompartimenten Leber, Plasma und Hirnhomogenat als
Regulationsmolekiil fir die Acetyl - CoA  Carboxylase diskutiert. Citrat fungiert in der
Fettsduresynthese als Transporter fiir Acetyl - CoA aus der mitochondrialen Matrix ins Cytosol [36];
[83]. Sowohl die Verstoffwechslung von Glukose als auch von Ketonkorpern lasst Acetyl - CoA in der
mitochondrialen Matrix entstehen. Wenn die Konzentrationen von Acetyl - CoA und ATP in der Zelle
steigen, signalisieren diese Konzentrationsanderungen dem Organismus, dass er genligend Substrate
fir die Fettsduresynthese bereitgestellt hat [271], [272]. Die AMP-abhdngige Proteinkinase (AMPK)
phosphoryliert die Acetyl - CoA Carboxylase, wodurch sie in ihre inaktive Form Ulbergeht und die
Fettsduresynthese blockt [271]. Die Fettsduresynthese findet bekanntlich im Cytosol statt, was Citrat
als entscheidendes Transportmolekiil ins Spiel bringt. Citrat agiert in diesem Kontext als
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Transportmolekdl fiir Acetyl - CoA zwischen der mitochondrialen Matrix und dem Cytosol, indem die
Acetyl - CoA Gruppe auf Oxalacetat (ibertragen wird [36]. Das gebildete Citrat transloziert tiber den
den Acyl-Carnitin-Carrier ins Cytoplasma und wird dort von der ATP-Citrat-Lyase wieder zu Oxalacetat
und Acetyl - CoA hydrolysiert [83].

Wenn man diesen biochemischen Sachverhalt auf die gemessenen Daten bezieht, fillt sofort auf,
dass sich unter einer fettreichen Diat bereits in der basalen Fraktion (Schein - OP) die
Citratkonzentrationen statistisch signifikant zueinander unterscheiden (p < 0,01) (s. Abb. 73; Abb.
74). Die Citratspiegel korrelieren mit der vorhandenen Konzentration an Acetyl - CoA und ATP [271]-
[273]. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung sind die unter einer fettreichen Didt erhohten
Mengen an Ketonkorpern, die pro Molekil BHB zwei Molekiile Acetyl - CoA generieren und so das
gebildete Citrat in den Citratzyklus einschleuBen kénnen. Die generierte Menge an Citrat unter einer
normalen Kohlenhydratdiat scheint niedriger zu sein als die generierte Menge an Acetyl - CoA bei
einem ketotischen Stoffwechsel. Interessant an dieser Stelle wéaren vor allem die Mengen an
Palmitoyl - CoA, da dieses Endprodukt einen hemmenden Effekt auf die Acetyl - CoA Carboxylase
ausilibt und so dem Korper das Signal gibt, ausreichend Fettsduren generiert zu haben [253].

Unter einer fettreichen Diat steigen die Konzentrationen bereits in den basalen Fraktionen von
Citrat in allen Kompartimenten an. Hinweise aus der Literatur weisen auf eine Erh6hung durch BHB
hin.

4.1.5 BHB und Glukosespiegel bei Reperfusion

In diesem Kapitel werden die Konzentrationsanderungen von BHB und Glukose in den Leber- sowie in
den Gehirnhomogenaten in der Reperfusionsfraktion naher betrachtet und diskutiert. Grundsatzlich
ist in den Leberhomogenaten ein gegenlaufiges Verhalten von Glukose und BHB in den beiden
unterschiedlichen Diiten (Altromin, fettreiche Soja Ol Diit) beobachtbar. Innerhalb der Stroke -
fraktion sinken die BHB Spiegel bei Reperfusion ab, wobei die Glukose Spiegel nach 90 min. Okklusion
steigen (s. Abb. 71).

Bei Induktion eines Schlaganfalls steigen in der Altromingruppe die BHB Konzentrationen auf 1 mM
an. Bei einer fettreichen Diat auf Basis von Soja Ol erreichen die Konzentrationen bis zu 4 mM. In der
Altromingruppe ist eine leichte Erhohung der BHB Konzentrationen im Vergleich zu den basalen
Spiegeln erkennbar (s. Abb. 67).

4.1.5.1 Hypothesen fiir die Konzentrationsdanderungen von BHB nach Reperfusion

Eine Erklarung fir diesen Befund findet man in der Stoffwechselaktivitdt zwischen Mausen und
Menschen. Mause haben pro Gramm Gewebe bezogen auf das Kérpergewicht (gewebebezogener
Metabolismus) einen ca. 7 erhohten Stoffwechsel [274]. Die Korperoberfliche im Verhaltnis zur
vorhandenen Korpermasse ist um ein Vielfaches hoher (2,16 x 10 “m?/ g =Mensch; 2,18 x 10 *m?
/ g = Maus) [275]. Basierend auf diesen Ausfiihrungen kihlt die Maus pro Zeiteinheit schneller aus im
Vergleich zu einem Menschen. Die Operation dauert 90 min., in der die Maus keine Zufuhr an
Kalorien bekommt. Auf Basis des schnelleren Stoffwechsels pro Gramm Gewebe und der erhéhten
Oberflache, verbrennt die Maus sehr viel schneller ihre Glykogenvorrate. Wenn die Glykogenvorrate
zuneige gehen und somit der Glukagonspiegel weiter steigen musste, haben wir biochemisch
betrachtet eine Induktion der Ketogenese und schlussfolgernd einen erhdhten Gesamt
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Ketonkorpergehalt in der Leber. Der Unterschied in den beiden Didtgruppen misste in dem
Gesamtglykogengehalt der Leber begriindet liegen. Ein weiteres Argument fiir diese Hypothese liegt
in den wesentlich niedrigeren Glukosekonzentrationen in der Leber bei fettreich gefiitterten Tieren
im Vergleich zu Altromin gefiitterten Tieren (s. Abb. 71).

Die im vorherigen Abschnitt diskutierten Verdanderungen der BHB und Glukosespiegel in der Leber
finden sich so auch in den Hirnhomogenaten wieder und reflektieren so die Distribution der
Ketonkérper durch MCT — 1 (H"/ Monocarboxylat im Symport) im Organismus (s. Kap. 4.1.3
Hepatische Ketogenese in Abhdngigkeit von unterschiedlichen Diditen).

Wenn man die betrachteten Argumente nun auf die Reperfusionsfraktionen anwendet, sind die
Veranderungen auch hier erklarbar. Der Organismus hat bei einer fettreich gefiitterten Diat die volle
Umstellung zur Ketose bereits erreicht und kann somit die vorhandenen Ketonkorper effektiver
verstoffwechseln. Die Leber von fettreich gefiitterten Tieren kann liber MCT — 1 BHB ins Plasma
freisetzen und die extrahepatischen Gewebe auf dem in Kap. 4.1.3 beschriebenen Weg mit
Ketonkoérpern versorgen. Die Konzentrationen von BHB in der Leber sinken in beiden Gruppen (s.
Abb. 71).

4.1.5.2 Hypothesen fiir die Konzentrationsdanderungen von Glukose nach
Reperfusion

Die Glukosekonzentrationen in der Leber zeigen entgegengesetztes Verhalten zu den jeweiligen BHB
Konzentrationen. Die Leber selbst verarmt wahrend der 90 min. Schlaganfalldauer an Glykogen /
Glukose. Bei Reperfusion der zerebralen Ischamie kommt es zu einem massiven Anstieg der beiden
Energietrager im Leberhomogenat, was mit einem erhdhten Korticonsteronspiegel, Adrenalin und
Noradrenalinspiegel erklarbar wird [265]; [264]. Der Hungerstoffwechsel wird weiter vorangetrieben,
da die Maus wahrend der gesamten 90 min. Schlaganfalldauer nicht isst und trinkt. In Bezug auf die
Veranderungen der Hormone im Organismus ist davon auszugehen, dass die Maus initial ausreichend
Glykogen in der Leber besitzt, dieser Vorrat aber durch zweimalige Narkose und kompletter
Nahrungskarenz durch die massive Stressreaktion des Korpers aufgebraucht wird. Die Spiegel von
Insulin und Glukagon sollten initial physiologische Werte annehmen, nach der ersten Narkose steigt
der Spiegel an Korticosteron, Noradrenalin und Adrenalin stark an, was auch einen erhdhten
Glukagonspiegel zur Folge hat [263]; [252]. Durch die steigenden Glukagonspiegel wird verstarkt
Glukose aus Glykogen mobilisiert. Bei einer kurzen Rehabilitationsdauer zwischen erster und zweiter
Operation konnen die Glykogenspeicher im Rahmen des Glykogenaufbaus wieder regeneriert
werden (niedrigerer Verbrauch an Glukose) [263]. Im AnschluB erfolgt die erneute Narkose, bei der
der Faden aus der MCA entfernt wird. Die Glykogenreserven werden im Rahmen des zweiten
Eingriffs wieder mobilisiert und bedingen den reaktiven Anstieg der Glukose in der Leber. An dieser
Stelle soll auf die fettreich gefiitterten Tiere naher eingegangen werden. Durch die
kohlenhydratarme Erndhrung sind die Glykogenspeicher sehr viel haufiger erschopft und bedingen
bereits bei der ersten Phase der Narkose eine notwendige Umstellung hin zu einem ketogenen /
hungernden Stoffwechsel.

Im vorherigen Abschnitt wurde die Leberphysiologie in Abhdngigkeit der unterschiedlichen Diaten
und der zerebralen Ischdmie erklart. Die Leber versucht auf die wechselnden Anforderungen den
Stoffwechsel so konstant zu halten, dass die normale Zellphysiologie aufrechterhalten werden kann.

153



Betrachtet man sich nun die mit der Zeit zunehmende neuronale Apoptose in der linken Hemisphare,
erkennt man deutliche Unterschiede im Vergleich mit der Leberphysiologie (s. Abb. 72). Die von der
Hypoxie betroffene linke Hirnhemisphare zeigt bei fettreich gefiitterten Tieren eine deutliche
Einsparung von Glukose (bis zu 70 %) auf Basis der von La Manna und Puchowicz erbrachten Daten
(s. Abb. 72) [244]; [261]; [276]. Der Unterschied liegt in der verabreichten Didt. Wahrend die
genannten Forschungsgruppen rein ketogene Didten bei Ratten verwendet haben, wurde in unserer
Arbeitsgruppe eine fettreiche Diat verwendet (s. Kap. 2.1.1.3 Verwendete Diciten). Die Plasmaspiegel
bei rein ketogenen Tieren liegen im Bereich von 3 — 5 mM bei Ratten, wahrend fettreich gefiitterte
Mause Spiegel im Bereich von 1 — 1,5 mM erreichen. Das Gehirn eines fettreich gefiitterten Tieres
verhalt sich in dhnlicher Weise wie ein Tier, welches kohlenhydratfrei ernahrt wurde. Die
Glukosewerte bei fettreich geflitterten Tieren sind in den basalen Fraktionen weit unter den
Konzentrationen, die bei normaler Diat erreicht werden (s. Abb. 72). Die Konzentrationen der beiden
wichtigen Energietrager Glukose und BHB verdndern sich bei Altromin - gefiitterten Tieren nur
minimal, wobei die Glukosespiegel bei Reperfusion leicht sinken und die BHB Spiegel leicht
ansteigen. Beide Veranderungen sind statistisch nicht signifikant. Auf der Seite der fettreich
gefiitterten Tiere erkennt man einen klaren und scharfen Wechsel in der Reperfusionsfraktion hin zu
einer ketogenen Stoffwechsellage. Die vorhandenen Enzyme fiir die Umwandlung von BHB in Acetyl -
CoA wie zum Beispiel die 3 — Ketothiolase scheinen an dieser Stelle bereits voll translatiert und
funktionsbereit zu sein, da sonst das massive Absinken der BHB Spiegel nicht erklarbar ist [270]. Ein
weiterer Hinweis fir die ketogene Stoffwechsellage ist die Beobachtung, dass die Glukose als
priméares Energiesubstrat nach Reperfusion in der betroffenen linken Hemisphéare stark ansteigt (s.
Abb. 72).

Ein essentieller Punkt der an dieser Stelle Erwdahnung finden muss, betrifft die sehr niedrige
Zeitauflésung der etablierten GC - MS Analytik sowie die Notwendigkeit der terminalen Versuche.
Dadurch sind nur sehr starke Veranderungen detektierbar, die im Rahmen von 15 — 90 min.
stattfinden. Wenn man sich die Veranderungen auf Neurotransmitterebene verinnerlicht, wird die
grolRe Schwdche der verwendeten Analytik ersichtlich. Die ablaufenden neuronalen Prozesse
verandern sich im Sekundenbereich. Diese Verdanderungen sind mit der GC - MS Analytik nur bedingt
detektierbar.

AbschlieRend wird an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass in Folgeprojekten unbedingt die
Hormonspiegel von Glukagon, Insulin, Noradrenalin und Adrenalin zumindest im Plasma zu
bestimmen sind, da die Ausfiihrungen in den oberen Abschnitten an der geltenden Literatur
angelehnt sind, aber nicht selbst im experimentellen Design beriicksichtigt wurden. Die absoluten
Spiegel der genannten Hormone haben bei der mechanistischen Aufklarung der biochemisch
ablaufenden Prozesse wesentlichen Anteil.

Die Konzentrationen von BHB und Glukose verhalten sich in der Leber und im Gehirn umgekehrt
proportional zueinander. Wenn der Faden aus der mittleren Zerebralarterie entfernt wird, scheint
ein Verbrauch von BHB als Energiesubstrat wahrscheinlich. Bei fettreicher Diat zeigt sich im Gehirn
von Mausen bereits unter basalen Bedingungen eine Einsparung von Glukose im Hirnhomogenat.
Die Glukosekonzentrationen im Plasma bleiben konstant.
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4.1.6 Effekte einer Propranololgabe auf die Energietrager Glukose und BHB

Im Folgenden werden die Effekte einer Gabe eines unselektiven B - Blockers (Propranolol, 2 mg/kg
KG) auf die Konzentrationen der beiden Energietrager Glukose und BHB diskutiert. Dabei werden die
Kompartimente Leber- sowie Hirnhomogenate und Plasmaproben besprochen. Die Gabe von
Propranolol erfolgte unmittelbar im AnschluR an die Okklusion der mittleren Zerebralarterie. Die
Dekapitation erfolgte nach 90 min. Gesamtdauer.

Als problematisch bei der Auswertung der Daten hat sich die Dauer des Schlaganfalles Gber 90 min.
und die Gabe eines unselektiven B — Blockers in Kombination mit einer normalen bzw. fettreichen
Diat. Die gemessenen Werte sind bei drei Interventionen / Ereignissen nicht mehr klar voneinander
zu trennen. Die erhaltenen Werte konnen nur schwierig einer Intervention / eines Ereignisses
zugeordnet werden. Im Folgenden wird auf die Gabe des B — Blockers Propranolol und die
Diateffekte naher eingegangen.

Bei der Recherche der biochemischen Zusammenhdnge nach Propranololgabe haben sich zwei
Ansatze als plausibel gezeigt, welche im Folgenden erlautert werden. Der erste Ansatz betrifft den
Wirkungsmechanismus von Propranolol auf den Stoffwechsel, wobei der zweite Ansatz die
inhibitorische Wirkungsweise von Ketonkorpern auf den Symphatikustonus behandelt. In einem
etablierten Rattenmodell hat Rizza et al. 1980 die Gabe von Epinephrin in Kombination mit
Propranolol bzw. Phentolamin untersucht [277]. Wenn die Ratten eine 180 min. lange Dauerinfusion
bestehend aus Epinephrin erhielten, die mit einer anschlieRenden Gabe von Propranolol (4 mg/kg
KG) kombiniert wurde, stiegen die Insulinspiegel stark an, wobei die Glukagonspiegel unverandert
blieben. Die Glukosekonzentrationen im Plasma sanken nach der Gabe von Propranolol,
wahrscheinlich durch die Erhéhung des Insulinspiegels. Einen Insulinanstieg fand auch Krentz et al.
1990 bei einer Phaochromozytompatientin, die sowohl Propranolol als auch Phenoxybenzamin
erhielt [278]. Interessanterweise sank die Konzentration des Ketonkdrpers BHB im Plasma nach der
Gabe der beiden Arzneimittel ab. Es kann abschlieRend leider keine Aussage getroffen werden, ob
die a- oder B - Blockade hierfiir verantwortlich ist. Diese beiden Erkenntnisse gehen konform mit der
Senkung der beiden wichtigen Energietrager im Plasma sowie der Leber (s. Abb. 75, Abb. 76). Eine
Ausnahme bildet hier die Erhéhung der Glukosekonzentration im Leberhomogenat unter einer
fettreichen Soja-Didt. Wenn die Glukagonspiegel konstant bleiben und die Insulinspiegel steigen,
steigt automatisch der Glykogengehalt in der Leber, was eine Erhéhung plausibel erscheinen ldsst
[263]. Die Probenaufbereitung findet bei pH 9,50 + 0,01 statt. Wie bereits angemerkt ist eine
Differenzierung zwischen Glukose und Glykogen unmaoglich. Dies betrifft auch die Hirnhomogenate.
Da das Gehirn nur geringe Glykogenspeicher besitzt, ist auch hier eine Differenzierung nicht moglich
[279]. Allerdings zeigt sich ein vergleichbares Muster wie bei den Leberhomogenaten (Abb. 75, Abb.
77). Auch hier kann die Glukagon / Insulinhypothese eine mogliche Erklarung fur die
Konzentrationsanderungen sein.

Der zweite Ansatz betrifft die inhibtorische Wirkungsweise von BHB im Bereich des Locus coeruleus,
der wesentliche Efferenzen des symphatischen Nervensystems enthalt. Die Gruppe von Kimura et al.
2011 hat herausgefunden, dass ungeradzahlige kurzkettige Fettsduren wie Propionat stimulierend
auf die postgangliondren Neurone einwirken und so den Symphatikustonus erhéhen kénnen [280].
Interessanterweise bedingen kurzkettige Hydroxycarbonsdauren wie BHB eine inhibitorische Wirkung
auf den Symphatikustonus. Bei einer fettreichen Soja Didt kommt es in unseren Versuchen zu einer
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Ketose, die im Bereich von 3 — 4 mM liegt. Diese Konzentrationen reichen aus um das postulierte
Rezeptorsystem GPR 41 (FFA 3) zu inhibieren [281]. Im Falle des BHB’s wiirde der beschriebene
Mechanismus die postgangliondre Freisetzung von Noradrenalin unterdriicken. Zusatzlich kommt es
durch die Gabe von Propranolol zu einer kompetetiven Hemmung an B, und B, —-Rezeptoren, was
zusammengenommen eine permissive Hemmung von pra- als auch postganglionaren Neuronen des
Symphatikus zur Folge hat. Wenn man die Effekte aus Tab. 32 betrachtet, wiirde die Hemmung durch
BHB an symphatischen Ganglien und die Wirkungen von Propranolol sowohl eine Senkung der
Glukose als auch der Ketonkdrper im Plasma erklaren.

Organsystem Symphatikuswirkung Adrenerger Rezeptor
Glykogenolyse B,
Leber
Gluconeogenese B,
Adipozyten Lipolyse ™ B,
Skelettmuskel Glykogenolyse B,

Tab. 32 Symphatikuswirkungen an den wichtigen Stoffwechselorganen mit ihren jeweiligen
adrenergen Rezeptoren [265]; [281].

Die Antwort auf die Frage der Erhéhung der Glukosekonzentration bei einer fettreichen Soja Diat im
Leber- als auch im Hirnhomogenat bleiben offen.

Wie einleitend erklart, sind die unterschiedlichen Modalititen wie Schlaganfall, Diat,
Propranololgabe in einem Studienansatz zu ehrgeizig gewahlt, da die Effekte der einzelnen
Interventionen nicht mehr eindeutig auf eine Modalitat zurickzufihren sind. Zumindest kann mit der
beschriebenen Ausfiihrung ein Grundverstandnis lber die ablaufenden biochemischen Prozesse
vermittelt werden.
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4.1.7 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit ist die erste Untersuchung von fettreichen Didten im Vergleich zu
Standarddiaten, die sich mit der Kinetik in vier unterschiedlichen Kompartimenten bei Induktion
eines Schlaganfalls beschaftigt. Zur Induktion des Schlaganfalls wurde die Fadenmethode nach Longa
et al. 1989 verwendet [201]. Diese Methode wurde unabhangig von anderen Arbeitsgruppen als
geeignet validiert. Der Nachweis fiir die Eignung der Methode erfolgt auf der einen Seite Uber die
Inprozesskontrolle mithilfe der Laser - Flussmessung und auf der anderen Seite liber die
Veranderungen der Metabolitenkonzentration von Glukose (Absinken auf 10 % des Ausgangswertes)
und Laktat (Erhéhung in Abhadngigkeit mit der Zeit) im Mikrodialysat.

Bei fettreich gefiitterten Tieren lasst sich eine ,ketogene Prakonditierung” aufgrund der Verarmung
von Glykogenreserven in der Leber beobachten. Aufgrund der hepatischen und peripheren
Prakonditionierung kann im Falle eines Schlaganfalles das alternative Substrat BHB schneller in
essentielle Stoffwechselwege eingespeist werden. Ein bioenergetisches Defizit kann im Rahmen des
Schlaganfalles (Glykogenverarmung in der Leber) durch eine fettreiche Didt kompensiert werden. Die
induzierbaren Enzyme wie z. Bsp. die BHB Dehydrogenase (BDH) sind zu diesem Zeitpunkt bereits voll
exprimiert und translatiert worden, sodass keine zeitliche Liicke entsteht. Die Basis dieser Hypothese
wird durch das Absinken der BHB Spiegel bei Reperfusion weiter untermauert. Die beobachtete
hepatische Ketogenese wird durch Veranderungen der beiden wichtigen Hormone des Stoffwechsels
Insulin und Glukagon initiiert. Bei einem Absinken von Insulin und einem gleichzeitigen Anstieg von
Glukagon bekommt die Leber ein Signal zur vermehrten Ketogenese. In peripheren Zellen wird die
vermehrte Bildung von BHB durch eine Regulation der PDH (Aktivitat sinkt), die Exprimierung von
MCT — 1 und die Bildung wichtiger Enzyme (z.Bsp. BDH) zum Abbau von Ketonkérpern, beantwortet.
Um weitere Einblicke in die ablaufenden Prozesse zu erhalten, kdnnen weitere Studien mit Fokus auf
die Hormonspiegel durchgefiihrt werden. Ebenfalls wiirden sich weitere Studien, in denen die
Adipozyten als wichtige Regulationsgewebe betrachtet werden, als gewinnbringend erweisen.

Die vorhandenen Glykogenreserven werden durch verminderte Zufuhr von Kohlenhydraten
verringert und durch Stresshormone wie Adrenalin, Noradrenalin und Korticosteron weiter
aufgebraucht, sodass die Leber Signale fiir die Bildung von Ketonkorpern bekommt. Die Gabe eines
unselektiven B — Blockers wie Propranolol bedingt eine Verminderung der Konzentrationen von BHB
im Plasma und in der Leber. Diese Effekte werden wahrscheinlich Gber B, — Rezeptoren vermittelt.
Weitere Tierstudien mit selektiven Inhibitoren auf die adrenergen Rezeptoren konnen Klarheit tGber
den biochemischen Ablauf dieser Reaktion beitragen. Ein Vorschlag fiir dieses Studiendesign ware
eine Gruppe von Mdausen rein ketogen zu erndhren. Im Anschlu® werden die Adrenalin und
Noradrenalin Konzentrationen im Plasma bestimmt und in Abhangigkeit von selektiven Inhibitoren
flr das adrenerge System untersucht. Als problematisch hat sich bei Mausen die rein ketogene
Erndhrung herausgestellt, da diese Tiere sogar cellulosehaltiges Einstreu im Falle einer
kohlenhydratfreien Diat fressen. Aus diesem Grund kann auf Ratten als Versuchstiere umgestellt
werden, da hier die Toleranz gegentiber kohlenhydratfreien Didten bestatigt ist.
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4.2 Akutintervention mit dem Ketonkorper BHB bei Reperfusion

Im zweiten Projekt der vorliegenden Arbeit wurde die akute Intervention mit dem Ketonk&érper BHB
untersucht. Der Zeitpunkt der Injektion von BHB wurde unmittelbar nach dem Herausziehen des
Fadens gewahlt. Da BHB eine sehr kurze Plasmahalbwertszeit besitzt (2h), wurde die Injektion so
vollzogen, dass % i.v und % i.p. appliziert wurde [282]. Im ersten Teil wird der Nachweis erbracht,
dass BHB bei Injektion ins Gehirn gelangt. Hierfiir wurde die Mikrodialyse als Nachweismethode
gewahlt. Im Anschluss wird die Wirksamkeit einer Akutintervention mit BHB im Rahmen von
unterschiedlichen Verhaltenstests liberpriift. Zur Vollstandigkeit werden auch in diesem Projekt die
Metabolitenspiegel von Glukose und BHB vorgestellt. Um die Pharmakodynamik des Ketonkdrpers
BHB besser verstehen zu kbnnen werden am Ende des Projekts die Veranderungen durch BHB auf die
Atmungskettenkomplexe sowie die Effekte auf die Citratsynthase diskutiert. Bei allen Versuchen in
diesem Projekt wurde eine Dauer nach Schlaganfall von 24 h als zeitlicher Endpunkt fiir die Erhebung
der Daten definiert.

4.2.1 Glukose und BHB Konzentrationen im Mikrodialysat nach Injektion einer
Einzeldosis BHB

Im Rahmen des zweiten Projektes, bei dem BHB in der Akutintervention bei Reperfusion (10, 30 und
100 mg/kg KG) verabreicht wurde, erfolgte zu Beginn des Projektes der Nachweis, dass BHB
liberhaupt die Bluthirnschranke tGberwinden kann. In der Literatur wurde vielfach der
verantwortliche Transporter (Monocarboxylattransporter Typ — 1) beschrieben und charakterisiert
[256]-[260], [283]. Um die bereits vorhandene Erkenntnis der Distribution von BHB im
extrazellularen Raum (EZR) zu bestatigen, wurde nach einer Sondenimplantation 24 h vor
Verabreichung der BHB - Losung (s. Kap. 2.1.1.4.2 Bau der Mikrodialysesonde, 2.1.1.4.6
Sondenimplantation in das linke Striatum das Anstromungsverhalten von BHB (100 mg/kg KG) im
Mikrodialysat untersucht. Die Verabreichung der BHB Losung erfolgte intraperitoneal nach einer
Vorlaufzeit der Mikrodialysesonde von 30 min. (s. Abb. 79). Wie bereits im ersten Projekt, wurde
Glukose als Priméarsubstrat den Konzentrationen von BHB im EZR gegentibergestellt. Nach
Verabreichung einer BHB L&sung (100 mg/kg KG) steigen die Konzentrationen von BHB im EZR auf
das Doppelte des Initialwertes an, wobei das Primarsubstrat Glukose auf ein Drittel des
Ausgangswertes abfallt (s. Abb. 79). Die Publikationen von La Manna und Zhang kénnen fiir diese
Beobachtung eine Erklarung bereitstellen [244], [276]. Die Beobachtung der beiden Autoren ist, dass
das Gehirn auf die Verbrennung von Ketonkdrpern (bis zu 70 %) umschalten kann und zwar in
Abhéangigkeit von der Hohe der Konzentration von Ketonkdrpern im Plasma. Ein einfaches
Rechenbeispiel soll die Hohe der Konzentration an Ketonkérpern im Plasma verdeutlichen. Eine
normale Labormaus besitzt im Mittel 77 - 80 pl/g Blut das heisst eine Maus mit 32 g hat ein
Blutvolumen von 2,56 ml [284]. Wenn man einer Maus eine Dosierung von 100 mg/kg KG
verabreicht, ist die gesamte Menge an BHB 3,2 mg. Betrachtet man das gesamte Blutvolumen,
resultiert hieraus eine Blutkonzentration von 12,1 mM. Dieser Wert ist sehr hoch und bedingt
aufgrund der Kinetik des MCT — 1 eine Transportrichtung von BHB vom Plasma ins Gehirn. Die
Konzentrationen an Glukose korrelieren invers mit der Hohe der BHB Konzentrationen. Auf Basis von
statistischen Analysen (Gjedde Patlak Analyse) hat Zheng et al. 2013 postuliert, dass eine Zunahme
von 1 mM BHB im Plasma eine 9 % ige Reduzierung des zerebralen Glukoseverbrauchs bedingt [244].
In dem angesprochenen Rechenbeispiel wiirde eine Konzentration von 12,1 mM eine Reduzierung
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des zerebralen Glukoseverbrauichs um 109 % bedingen (Linearitat vorausgesetzt). Viele
Publikationen gehen davon aus, dass bis zu 70 % des normalen Glukoseverbrauchs im Gehirn durch
Ketonkorper ersetzt werden konnen [243], [284] — [287].

4.2.2 Auswirkungen einer Akutintervention mit BHB auf das Verhalten der
Mause nach 24 h

Verhaltenstests bieten in der experimentellen Pharmakologie die Méglichkeit der Uberpriifung der
pharmakodynamischen Wirksamkeit unterschiedlicher Substanzen. Von Vorteil dabei ist die Nicht-
Invasivitdt der Versuche, die somit pro Maus wesentlich mehr Datenmaterial zur Aufklarung von
verschiedenen Fragestellungen bieten als rein terminale Versuche. Der Grundsatz der 3R Regel von
Russell und Burch (Vermeidung, Verringerung, Verfeinerung) wird dabei beriicksichtigt, wobei der
Punkt der Vermeidung nicht ganzlich erfillt ist [289]. Damit nicht nur isolierte Verhaltenstests wie
der Corner-Test bzw. der Chimney-Test zum Einsatz kommen, wurde auf Basis der Publikationen von
Stahel und Chen und eigener Tests eine ganze Batterie von Verhaltenstests durchgefihrt [207], [209]
(s. Kap. 2.2.9 Verhaltenstests). Um die Verhaltenstests erfolgreich zu absolvieren, bedarf es
funktionierender Sensorik und Motorik, die durch den Verschluss der mittleren Zerebralarterie
beeintrachtigt ist [290]. Zusatzlich zu den sensomotorischen Tests wurden auch Reflexe getestet, wie
der Pinna - Reflex und den Schreckreflex. Bei der Bepunktung gibt es eine Spanne von 1 bis 14
Punkten. Der Schreckreflex wurde aus der Auswertung gestrichen, da die Haltungsbedingungen eine
Beurteilung nicht erlaubt haben. Manche gesunden Tiere zeigten auch bei mehrmaligem
Handeklatschen keinerlei Reaktion. Die endgiiltig durchgefiihrten Verhaltenstests zeigen ein hohes
Diskriminierungspotential, bei dem ein Tier mit Schlaganfall gemittelt 13 Punkte aufweisst und ein
gesundes Tier 0 — 1 Punkt erhalt (s. Abb. 80). Auf Basis der Untersuchungen von Suzuki et al. 2001
und Smith et al. 2005 wurden die Dosierungen fiir die akute Intervention mit 10, 30 und 100 mg/kg
KG ausgewahlt und im Rahmen der Verhaltenstests erneut liberprift [282], [291]. Das neurologische
Verhalten nach 24 h war bei einer Dosierung von 30 mg/kg KG deutlich besser als die Dosierungen
mit 10 und 100 mg/kg KG BHB bzw. 30 mg/kg KG Laktat. Bei einer Dosierung von 100 mg/kg KG BHB
zeigten sich negative Effekte auf die Blutgerinnung, was auch mit Untersuchungen von Suzuki et al.
2001 ubereinstimmt [291]. Wenn man Dosierungen von 10 mg/kg KG BHB betrachtet, scheint diese
keine ausreichende Ketose auszuldsen, zeigt aber positive Effekte bei den Verhaltenstests. Bei allen
Interventionsldsungen wurden immer die Osmolalitdt und der pH - Wert in einen schmerzfreien
Bereich titriert, sodass die Wahrscheinlichkeit fiir Hypervolamien, Alkalosen und Azidosen gering
gehalten wurde.

30 mg/kg KG BHB sind in Bezug auf die Verhaltenstests die Dosis, bei der ein maximaler Effekt
erreicht wurde (s. Abb. 80). Diese Beobachtung stimmt mit der Literatur Glberein [290] —[293]. In den
genannten Veroffentlichungen wurden die akuten Interventionen entweder mit einer Dauerinfusion
(konstantere Ketose) oder mit einer Einmalgabe von BHB vollzogen. Die Dauerinfusion von BHB wird
auf Basis der kurzen Halbwertszeit von ty;;= 32 min. vollzogen. Die gesamte Verweildauer im Blut
einer oral zugefiihrten 30 mg/kg KG Dosierung von reinem BHB liegt bei ca. 2 h [282]. Der Nachweis,
dass BHB die Bluthirnschranke Uberwindet, ist bereits in vorherigen Kapiteln erfolgt (s. Kap. 4.1.3
Hepatische Ketogenese in Abhdingigkeit von unterschiedlichen Diéiten und zerebraler Ischimie,
4.2.1 Glukose und BHB Konzentrationen im Mikrodialysat nach Injektion einer Einzeldosis BHB). Die
Metabolisierungsrate fir BHB im Gehirn wurde bei Menschen ermittelt und betrug 0,03
mmol/kg/min. [295]. Wenn man diese Metabolisierungsrate fur die Maus adaptiert, misste man den
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Faktor 7 einrechnen und erhalt eine Zeitdauer von ca. 3 h in der BHB als Energiesubstrat fir das
Gehirn bereitgestellt werden kann [274]. In dieser Zeit missen die endogenen Energiereserven wie
Glykogen bzw. Fettreserven nicht in Anspruch genommen werden. Bei einer Dauer von 90 min.
MCAO ist die Symptomatik des Schlaganfalles sehr profund, was die Regeneration der Maus
erschwert. Sowohl die Futterpellets als auch das Trinkwasser sind ad libitum verfiigbar. Allerdings ist
die Symptomatik so profund, dass von keinem eigenstandigen Essen bzw. Trinken auszugehen ist.
Aus diesem Grund muss eine reine Fliissigkeits- bzw. Kalorienzugabe, die das Verhalten der Mause
nach 24 h verbessert, bedingt durch die Gabe von BHB, in Betracht gezogen werden. Diese
Betrachtung ist rein bioenergetisch und umfasst noch nicht die biochemische Ausfiihrung anhand
von definierten Zielstrukturen.

Die Diskussion Uber die pharmakodynamischen Zielstrukturen, die eine akute Gabe von BHB bzw.
eine ketogene Diat adressiert, gestaltet sich ebenfalls sehr interessant. Um diese Diskussion
Ubersichtlicher zu gestalten wird im Folgenden eine Ubersichtstabelle (s. Tab. 33) Uber die
potentiellen Effekte und Mechanismen von Ketonkorpern vorgestellt.

Autor und Jahr Postulierte Effekte /

Amilpas et al. 2015

Hmiel-Perzynska et al. 2010

Maalouf et al. 2007

Mu et al. 2003

Rahman et al. 2014

Mechanismen

ROS im Hippocampus |,
ATP Spiegel T
Laktat |

Kynureninsaure Synthese
Proteinkinase A Expression

NAD*/NADH+H" Verhaltnis
Gluthation bleibt unverandert
Glutamat-Exzitotoxizitat |,

Expressionsteigerung von HIF
-la und VEGF

Neuroinflammation tiber
HCA, Rezeptoren supprimiert
Makrophagen/Monozyten die
HCA, Rezeptor haben
transferien
antineuroinflammatorisches
Signal ins Gehirn
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Bemerkung

Versuche an Wistar Ratten,
ATP und Laktat in vitro
gemessen

Kynureninsaure ist ein
endogener Agonist an
Glutamatrezeptoren und
Agonist an a7 - nikotinergen
Rezeptoren

Entspricht einem rein
neuroprotektiven Ansatz
Grund: mRNA von HIF - 1a
und VEGF bei 7,5-8 h

Versuche mit Hca2 '/ Mausen
und Nikotinsdure als BHB
Mimetikum



e Infarktvolumend,

e Schwellung

e Odembildung |
e Natriumgehalt |
o Llaktat |

Versuche mit ddY Mausen
und Wistar Ratten mit
Anoxie, Hypoxie und Ischdamie

Suzuki et al. 2001

e Lipid-Peroxidation nach
Reperfusion |,
) (Malondialdehyd) g
Suzuki et al. 2002 Versuche mit Wistar Ratten t-
e Infarktvolumen {, MCAO
e Odeme |

e Verhaltenstest T

e Sirtuin 3 —FoxO3a—-S0OD -2 Sirtuine sind Histon —
Kaskade wird beeinflusst Deacetylasen die
Yin et al. 2015 e Open-field Laufstrecke T neuroprotektive Effekte auf
e Infarktvolumen J, ischamische Diathesen haben
e Komplex | + Il Aktivitat D sollen

e Erhohung der
Citratzyklusintermediate
Zheng et al. 2013 durch BHB = durch
Anaplerose Erhéhung der
Konzentrationen von GABA

Inhibitorischer Effekt durch
GABA entscheidend laut
Autor bei Epilepsie

Tab. 33 In der Literatur postulierte Zielstrukturen von Ketonkérpern.

4.2.3 Metabolitenspiegel von Glukose und BHB im Leberhomogenat nach 24 h
bei akuter BHB Gabe zur Reperfusion

Das erste Projekt der vorliegenden Arbeit hat sich vor allem mit den pharmakokinetischen Aspekten
von fettreichen Diaten im Vergleich zu normalen Haltungsdidten beschéaftigt. Hierzu wurde fir die
Beurteilung der Kinetik die GC - MS Analytik etabliert. Um diesen Aspekt der Pharmakokinetik auch in
dem zweiten Projekt beizubehalten, wurden die Metabolitenspiegel nach 24 h Reperfusion ebenfalls
vermessen (s. Abb. 81, Abb. 82). Um ein besseres Verstandnis fur die zugrundeliegenden maoglichen
Mechanismen zu erhalten, wird im Folgenden eine Interpretation erfolgen, die zeitlich direkt nach
der Injektion der jeweiligen Interventionslésungen ansetzt.

Nach einem transienten als auch nach einem fulminanten Schlaganfall steigen die
Plasmakonzentrationen von Catecholaminen der Probanden gegeniiber der Kontrollgruppe massiv an
[252]. Wenn man die Effekte einer Injektion von BHB betrachtet, findet man in der Literatur, dass
Ketonkorper die Anzahl an Depolarisationen des Symphatikus im Locus coeuruleus ebenfalls
ansteigen lassen [296]. Beide Mechanismen steigern somit den Symphatikustonus additiv. Die
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Konzentrationen an Noradrenalin steigen beim Schlaganfall sehr stark an [252]. Diese additive
Erhéhung von Noradrenalin bedingt wiederum eine starke Lipolyse aus Adipozyten und eine
hepatische Ketogenese, die (iber a bzw. B — Rezeptoren vermittelt wird [297]. Parallel zu den
beschriebenen Mechanismen steigt auch die Konzentration an Adrenalin stark an [252]. Das im
Plasma zirkulierende Adrenalin stimuliert die Freisetzung von Glukagon aus a — Zellen des Pankreas
[263], [265]. Wie bereits in vorherigen Abschnitten erldautert, wird die Ketogenese bzw. die Erhéhung
der Ketonkoérper im Plasma durch eine Erhéhung des Verhaltnisses von Glukagon zu Insulin initiiert
[248], [251], [298]. Die genannten Mechanismen fiihren zu einer Ketogenese, die auch nach 24 h im
Leberhomogenat ersichtlich ist (s. Abb. 81). Fihrt man exogen BHB zu, sinken die
Gesamtkonzentrationen an BHB in der Leber nach 24 h ab. Vorstellbar ist ein dynamisches
Gleichgewicht, welches zwischen Leber, Plasma und Gehirn besteht. Bei einer exogenen Gabe von
BHB werden die Plasmakonzentrationen unmittelbar stark angehoben und die Leber produziert
direkt bei Absinken des BHB Spiegels im Plasma Ketonkdrper nach, wahrend das Gehirn BHB als
Energiesubstrat nutzt. Das beschriebene Gleichgewicht wird somit durch die Gabe initiiert und durch
den Korper aufrechterhalten. Der Organismus kann praktisch direkt die Energie des alternativen
Substrates zuganglich machen, ohne, dass er die wertvollen Glykogenreserven in der Leber
mobilisieren muss.

In Bezug auf die Glukosespiegel in den Leberhomogenaten kann keinerlei statistisch signifikante
Aussage Uber die Verdanderungen der Konzentrationen unter den verschiedenen Gruppen getroffen
werden. Der Gesamtgehalt an Glukose / Glykogen in der Leber scheint bei Mdusen in einem engen
Bereich kontrolliert zu werden und nur extreme Stimuli wie eine 90 min. Schlaganfalldauer bzw. eine
fettreiche Diat bedingen eine Verdnderung der Spiegel, die nach 24 h nicht mehr detektierbar ist (s.
Abb. 81).

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ausfiihrungen betreffen vor allem die hormonelle Regulation
der Energiesubstrate im Organismus unter physiologischen bzw. unter ketogenen Zustanden und die
Effekte, die ein transienter Schlaganfall auf diese Stoffwechselintermediate und Energiesubstrate
zeigen. Um auch einem biochemisch pharmakologischen Anspruch gerecht zu werden, werden die
Auswirkungen der akuten Gabe von BHB bzw. einer ketogenen Diat auf neuroinflammatorische und
neuroprotektive Parameter betrachtet.

In den letzten Jahren haben Sirtuine (silent information regulator two like protein) (Klasse — llI
Histondeacetylasen; HDAC) groRRes Interesse in der Schlaganfallforschung aber auch bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Huntington, Parkinson und der amyotropen
Lateralsklerose erlangt [299]. Es wurden bereits sieben unterschiedliche Sirtuine in
Saugerorganismen entdeckt [300]. An dieser Stelle wird vor allem auf die Rolle von Sirt — 3 als
Zielstruktur eingegangen, da dieses Protein eine potentielle Zielstruktur fir BHB darstellt [299],
[301]. BHB steigert das Verhéltnis von NAD*/ NADH + H* und bedingt so eine Expressionssteigerung
von Sirt — 3, die ebenfalls NAD" abhingig ist [301]. Sowohl der Transkriptionsfaktor FOXO3a als auch
die Superoxid Dismutase 2 (SOD-2) sind Substrate fur Sirt — 3 und werden Uber Acetylierungen
reguliert [299], [301], [302]. Sowohl die Zielstruktur FOX0O3a als auch die SOD — 2 steigern ihre
Aktivitat und bedingen so einen geringeren oxidativen Schaden an Proteinstrukturen [299]. Zusétzlich
konnte die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die durch die Atmungskettenkomplexe
produziert werden, durch die Gabe von BHB gesenkt werden, was laut den Autoren kausal mit einer
Erhéhung der Aktivitdt von Komplex - | in Zusammenhang zu bringen ist [301]. Der Komplex | und der
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Komplex Il der Atmungskette werden als einer der Hauptquellen fir ROS angesehen [303], [304].
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Systeme zur Beseitigung von ROS (SOD — 2; Katalase;
manganhaltige SOD) verstarkt werden und die Produktionsquellen (Komplex - | + 1) von ROS durch
die Gabe von BHB (30 mg/kg KG) optimiert werden.

Die Sirtuine, insbesondere Sirt - 3 haben in aktuellen Studienergebnissen auch negative Ergebnisse
auf die neurologischen Parameter generiert. Bei Sirt — 3 knockout Mausen wurde eine
Hyperacetylierung der Ceramid-Synthase 1, 2 und 6 festgestellt, die mit einem verbesserten
neurologischen Ergebnis nach einer Ischamie mit anschlieBender Reperfusion einhergeht [305]. Die
Akkumulation von Ceramiden in den Mitochondrien zeigt einen massiven Anstieg von ROS, der durch
eine Fehlfunktion von Komplex - Il begriindet liegt [299], [305]. Die drei Isotypen der
Ceramidsynthase 1, 2 und 6 sind alle in den Mitochondrien lokalisiert.

AbschlieBend bedarf es weitergehender Forschung, ob und wie BHB Infusionen im Rahmen von
zerebralen Ischdmien gewinnbringend fiir das neurologische Ergebnis angewendet werden kdnnen
bzw. ob es noch weitere Zielstrukturen gibt.

4.2.4 Effekte einer akuten Gabe von BHB auf Mitochondrien

Die Mitochondrien spielen in der Pathogenese der zerebralen Ischdmie eine entscheidende Rolle. Die
Atmungskettenkomplexe generieren ein mitochondriales Membranpotential (- 80 — 140 mV), was die
treibende Kraft fir die Phosphorylierung von ADP zu ATP darstellt und somit die energetische
Homoostase der Zellfunktion sicherstellt [306]. Demgegeniiber sind die Mitochondrien aber auch die
Hauptquelle fiir ROS, die im Schlaganfallgeschehen neben dem bioenergetischen Defizit einen
Hauptanteil an Funktionsstérungen bis hin zur Apoptose der Neuronen zeigen kénnen [307].
Innerhalb  einer  zerebralen Ischdmie durchlaufen die Mitochondrien verschiedene
Funktionsanderungen ihrer Komplexe, die bei persistierender Hypoxie in der Apoptose von Zellen,
die von der Hypoxie betroffen sind, enden [308]. Die erste Funktionsstérung der Mitochondrien wird
durch das Defizit an verfliigbarem Sauerstoff hervorgerufen, wodurch es zu Dephosphorylierungen
der Enzyme der oxidativen Phosphorylierung kommt (insbesondere die Cytochrom-C-Oxidase). Die
dephosphorylierten Enzyme kénnen im Falle einer Reperfusion ihre maximale Aktivitat bereitstellen,
was im Verhaltnis zu sehr hohen ROS Mengen zu moderaten ATP Ausbeuten fihrt [306], [308]. Die
Effekte, die zu einer mitochondrialen Dysfunktion und auch zum Absterben von Nervenzellen fihren,
reichen von Proteinoxidation, Lipidperoxidation bis hin zu oxidativen Schadigungen von
mitochondrialer DNA und Polysachariden [308] — [311]. Falls die Menge an produziertem ROS zu
hoch ist oder die Hypoxie weiter voranschreitet, entsteht die sogenannte mitochondriale Transition
Pore, die den Beginn der Apoptose der Mitochondrien einleitet und schlussendlich zur Apoptose der
betroffenen Nervenzellen fiihrt [313]. Im Folgenden werden die erhobenen Daten uber die
Atmungskettenkomplexe, die Citratsynthase und den Einfluss unterschiedlicher Substrate auf die
mitochondriale Atmung in den aktuellen Kontext der Literatur gesetzt.

4.2.4.1 Effekte einer akuten Gabe von BHB auf die Atmungskettenkomplexe

Ein transienter ischamischer Schlaganfall mit einer Dauer von 90 min. bedingt eine signifikante
Schadigung des Komplex Il der Atmungskette (s. Abb. 83). Auch der Komplex - | der Atmungskette ist
beeintrachtigt, zeigt aber bei einer Dauer von 90 min. keine signifikante AktivitdatseinbulRe. In
Abhéangigkeit der Schlaganfalldauer herrscht kein einheitliches Verstdandnis iber die Progression der
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Schadigung der einzelnen Atmungskettenkomplexe. Viele Publikationen beschreiben eine
Aktivitatsminderung insbesondere von Komplex - | der Atmungskette bei zerebraler Ischamie [303],
[306], [308]. Auch Zheng et al. 2015 beschreibt eine Minderung der Komplex - | Aktivitat, verweist
aber auch auf die Minderung der Komplex - Il Aktivitat [299]. Die Dauer der Ischamie korreliert
unmittelbar mit der Schadigung der Atmungskettenkomplexe.

Die Gabe von BHB (30 mg/kg KG) bei Reperfusion bedingt, dass die Aktivitdt insbesondere von
Komplex - Il nicht absinkt, wie im Falle der Okklusion der MCA ohne die Gabe von BHB (s. Abb. 83).
Ebenfalls konnte ein Absinken der Aktivitdt von Komplex - | verhindert werden, wobei die Schadigung
von Komplex - | sich nicht signifikant unterschieden hat im Vergleich mit den Kontrollgruppen (s. Abb.
83). Die erste Ausfiihrung zur Erklarung der erhobenen Daten betrifft die metabolische Komponente
der Gabe von BHB. Der Citratzyklus kann durch Glukose und Ketonkdrper mit Acetyl - CoA Einheiten
gespeist werden. Der Unterschied liegt aber darin, dass im Falle eines Glukosemangels die PDH
runterreguliert wird, auf Basis der erhohten Acetyl - CoA Spiegel durch die Gabe von BHB [249],
[314]; [36]. Im Gehirn ist postischamisch ein &dhnlicher metabolischer Zustand wie bei einer
ketogenen Didt vorherrschend, Glukose ist niedrig und durch die Gabe von BHB steigen die
Konzentrationen im Hirnhomogenat an (s. Abb. 68). In diesem ,Hungerzustand” wird Glukose
eingespart und BHB priorisiert als Substrat fiir den Citratzyklus verwendet [276]. Der Citratzyklus hat
somit ein alternatives Substrat, was die Regenerierung der wichtigen Reduktionsdaquivalente NADH +
H* und FADH, gewéhrleistet. Damit BHB {iberhaupt in die wichtigen Acetyl - CoA Einheiten
umgewandelt werden kann, bedarf es der mitochondrialen BHB Dehydrogenase, die bei
Hungerzustanden wie bei Diabetes mellitus, Fasten, aber auch dem Schlaganfallgeschehen auftreten,
hochreguliert wird [270]. Der Citratzyklus kann somit weiter Reduktionsdquivalente fir die
Regenerierung von ATP (iber die oxidative Phosphorylierung generieren. Sowohl anaplerotische als
kataplerotische Prozesse kénnen Intermediate des Citratzyklus als eigene Substrate verwenden, als
auch Substrate in den Citratzyklus einspeisen. Der protektive Effekt auf den Komplex - Il der
Atmungskette kann Uber einen Anstieg von Succinat erkldart werden, da der Succinat - Q -
Reduktasekomplex (Komplex - 1) die Succinat-Dehydrogenase als Komponente enthalt und so die
Aktivitat des Komplex - Il unmittelbar mit der oxidativen Phosphorylierung assoziert [36].
Zusammenfassend ist zu erwahnen, dass durch die Gabe von BHB Acetyl - CoA Einheiten in den
Citratzyklus eingeschleust werden koénnen und somit die Funktion der einzelnen Enzyme
aufrechterhalten bleibt. Dieser Funktionserhalt zeigt sich bei der Umsetzung von Succinat zu Fumarat
unmittelbar in der Funktion des Komplex - Il der Atmungskette (s. Abb. 84). Auch der Komplex - | der
Atmungskette wurde in den Messungen auf Ausgangsniveau angehoben (s. Abb. 83). Durch die Gabe
von BHB wird auch das Verhiltnis von NAD® / NADH + H' erhéht, was sich im erhdhten
Sauerstoffverbrauch des Komplexes | der Atmungskette wiederfindet (s. Abb. 83) [275]; [296]; [297].

4.2.4.2 Effekte einer akuten Gabe von BHB auf die Aktivitat der Citratsynthase

Im Rahmen des zweiten Projektes wurde die Aktivitat der Citratsynthase gemessen, um einen
genaueren Einblick in den Wirkmechanismus von BHB zu erhalten. AuRerdem wird die Citratsynthase
im Rahmen der Atmungskettenkomplexe mit vermessen, um eine Aussage Ulber die Funktion bzw. die
Anzahl von Mitochondrien zu erhalten. Der theoretische Hintergrund dieser Aussage ergibt sich
durch die Tatsache, dass nur intakte Mitochondrien auch eine intakte Citratsynthase haben [317]. Die
Aktivitat der Citratsynthase wurde unter optimalen Substratbedingungen (ex situ) gemessen und
weist eine Minderung der Enzymaktivitdt bei einem transienten Schlaganfall auf (s. Abb. 85). Durch
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die Gabe von BHB wird ein Absinken der Enzymaktivitdt verhindert (s. Abb. 85). Betrachtet man die
Aktivitat der Citratsynthase proteinnormiert, sieht man, dass ein ischdmischer Schlaganfall den
Gesamtproteinanteil im Gehirn verringert (s. Abb. 86). Durch die Gabe von BHB sinkt der
Gesamtanteil an Proteinen im Gehirn nicht ab. Aus diesem Grund kann man die Aussage treffen, dass
die Gabe von BHB protektiv auf die Mitochondrien im ischamischen Gebiet wirkt.

Eine mogliche Erklarung flr diesen Befund kann durch den Erhalt der Funktionen des Citratzyklus als
Schaltzentrale des Energiestoffwechsels gegeben werden. Wie bereits in Kap. 4.2.4.1 Effekte einer
akuten Gabe von BHB auf die Atmungskettenkomplexe besprochen, wird durch die BHB Gabe der
Quotient zwischen NAD"/ NADH + H* erhoht, was auf eine verbesserte Substratverfiigbarkeit der
einzelnen Intermediate des Citratzyklus hinweist. Die Funktion der oxidativen Phosphorylierung kann
somit aufrechterhalten werden [263]; [272]; [273]; [296]. Das bioenergetische Defizit was durch eine
zerebrale Hypoxie induziert wird, kann durch die Gabe von BHB verzdgert werden, was mit einem
verbesserten neurologischen Status nach 24 h einhergeht. Diese These wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass bei einem ischdamischen Schlaganfall die ATP Konzentrationen im Hirnhomogenat
nicht absinken, wie bei einer Intervention mit Kochsalzlésung [272]; [273]; [274].

4.2.4.3 Substrateinfliisse auf isolierte Mitochondrien

In diesem Kapitel wird der Substrateinfluss von verschiedenen fiir den Energiestoffwechsel
relevanten Substanzen auf die mitochondriale Atmung diskutiert. In der MeRkammer des OROBOROS
Gerates wurden nur Mitochondrien vermessen, die aus Hirnhomogenaten isoliert wurden und mit
einem etablierten Protokoll aufgereinigt wurden. Somit sind andere Organellen so gut wie nicht
mehr in der Zellsuspension vorhanden (s. Kap.2.2.5 Isolation von Mitochondrien). In Abb. 87 sind
die unterschiedlichen Substrateinfliisse auf die mitochondriale Atmung zusammengestellt.
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4.2.4.3.1 Einfluss von BHB auf isolierte Mitochondrien

Als erstes werden die beiden BHB Gaben betrachtet und diskutiert. Es gibt drei wesentliche
extrahepatische Enzyme, die die Umwandlung von BHB bzw. von Acetoacetat in zwei Acetyl - CoA
Molekiile katalysieren, die BHB Dehydrogenase, die 3-Ketosdure-CoA-Transferase (SCOT) und als
letztes die Acetyl - CoA Acetyltransferase (m-Thiolase) [36]. Zwar sind die Enzyme der
Verstoffwechslung von BHB zu Acetyl - CoA bekannt, aber wie BHB zu diesen Enzymen in die
Mitochondrien gelangt, bleibt in der Literatur bisher unbeantwortet. Wenn zwei Molekile Acetyl -
CoA aus BHB entstehen, kdnnen sie Gber die Citratsynthase in den Citratzyklus eintreten. Durch den
Eintritt in den Citratzyklus erhoht sich das Verhéltnis von NAD® zu NADH + H" und auch das
Verhiltnis von FAD" zu FADH,. Die regenerierten Reduktionsdquivalente NADH + H* und FADH,
kénnen ihre Elektronen bzw. Protonen Uber die Komplexe - | und - Il der Atmungskette einschleusen
und somit die Reduktion von Sauerstoff fordern. Durch diesen physiologischen Sachverhalt kénnen
die isolierten Mitochondrien den Citratzyklus und die Atmungskette weiterhin betreiben, um ATP aus
ADP zu regenerieren. Um die Effekte in der Kammer der Sauerstoffelektrode besser verstehen zu
kénnen, werden die resultierenden Konzentrationen nach Zugabe der jeweiligen Dosierungen an BHB
genannt. Bei einer Dosierung von 100 mg/kg KG BHB erhdlt man in der Kammer der
Sauerstoffelektrode eine resultierende Konzentrationen von 6,9 mM BHB, gegentiber 0,7 mM bei
einer Dosierung von 10 mg/kg KG. Die 100 mg/kg KG Dosierung entspricht somit einer relativ starken
Ketose gegeniber einer Ketose unter 1 mM. Anzumerken ist allerdings, dass die vorherrschende
Konzentration im Gesamtorganismus in den Mitochondrien nicht bekannt ist.

4.2.4.3.2 Einfluss von Glukose auf isolierte Mitochondrien

Das zweite Substrat, das zur ndheren Untersuchung an isolierten Mitochondrien verwendet wurde,
ist Glukose (s. Abb. 87). Die Enzyme, die im Rahmen der Glykolyse Glukose zu Pyruvat
verstoffwechseln, sind alle im Cytosol lokalisiert [36]; [83]. Es gibt Enzyme, wie zum Beispiel die
Hexokinase - I, die an der dueren Mitochondrienmembran lokalisiert sind und dort ebenfalls die
Phosphorylierung von Glukose zu Glukose - 6 - Phosphat katalysieren konnen [318]. Allerdings
missen alle zehn Enzyme der Glykolyse vorhanden sein, um Pyruvat zu generieren. Dieses wird
wiederum in die Mitochondrien transportiert, um entweder zu Oxalacetat , Laktat oder Acetyl - CoA
metabolisiert zu werden [36]; [83]; [319]. Die Reaktionen der Glykolyse beinhalten auch die
Umsetzung von Glycerinaldehyd - 3 — Phosphat zu 1, 3 - Bisphosphoglycerat durch das Enzym
Glycerinaldehyd — 3 — Phosphat — Dehydrogenase. Bei dieser Reaktion wird NADH + H* regeneriert,
was in diesem Experiment den Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien erhéhen sollte. Entgegen der
beschriebenen These sinkt der Sauerstoffverbrauch bei Zugabe von Glukose (s. Abb. 87).
Desweiteren befindet sich in dem Nihrmedium fiir Mitochondrien ein Uberschul® an Saccharose (s.

Kap. 2.2.4 MiRO (Mitochondrial Respiration Medium)l.
2.2.4 MiRO (Mitochondrial Respiration Medium)

Diese Saccharose stellt laut dem Hersteller eine physiologische Umgebung fir die isolierten
Mitochondrien dar [320]. Wenn die Enzymsysteme der Glykolyse also nicht durch die Aufarbeitung
denaturiert bzw. aus der Zellsuspension herauszentrifugiert werden, ist in der Zellsuspension bereits
ausreichend Substrat in Form von Glukose vorhanden, um einen erhohten Sauerstoffverbrauch zu
bedingen. Aus den genannten Griinden sowie den durchgefiihrten Experimenten ist es
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wahrscheinlich, dass die angebotene Glukose von den isolierten Mitochondrien nicht in
verstoffwechselbare Zwischenprodukte umgewandelt wird und die Mitochondrien keinen erhéhten
Sauerstoffverbrauch zeigen.

4.2.4.3.3 Einfluss von Propranolol auf isolierte Mitochondrien

Die Zugabe von Propranolol ins Reaktionsmedium der Sauerstoffelektrode Ilasst den
Sauerstoffverbrauch der isolierten Mitochondrien leicht sinken (s. Abb. 87). Propranolol selbst ist ein
unselektiver B — Blocker [321]. Alle adrenergen Rezeptoren sind an der AulRenseite der Zellmembran
lokalisiert [93]. Somit kann Propranolol nicht an seine Zielstruktur binden, da durch die Aufreinigung
der Mitochondrien die Rezeptoren nicht mehr in der Zellsuspension vorhanden sind (s. Kap. 2.2.5
Isolation von Mitochondrien). Propranolol selbst kann in  hohen Konzentrationen
membranstabilisierend wirken und somit eventuell auch einen Effekt auf isolierte Mitochondrien
zeigen [322]. In einer Kasuistik, in der eine Frau in Selbstmordabsicht 3,12 g Propranolol oral
aufgenommen hat, wurde nach 12 h eine maximale Plasmakonzentration von 1475 ng/ml gemessen
[323]. Wenn man 10 pl einer Propranolollésung (10 mg/kg KG) in die Kammer der
Sauerstoffelektrode gibt, resultiert daraus eine Konzentration von 50 uM. Aus den oben genannten
Daten kann man von einer imagindren Konzentration (Plasmakonzentration des Patientenfalls) in der
Kammer von 2,4 uM ausgehen. Die Konzentration in der Kammer weisst somit eine zu hohe
Konzentration auf, als das von keiner membranstabilisierenden Wirkung von Propranolol
ausgegangen werden kann. Diese Rechnung geht davon aus, dass die Konzentration intrazellular
genauso hoch ist wie im Plasma. Propranolol selbst ist sehr lipophil und kann durch passive Diffusion
leicht Membranen lberwinden. Somit misste eine erneute Versuchsreihe konzipiert werden, die
eine geringere Konzentration von Propranolol in der Kammer der Sauerstoffelektrode enthalt.

4.2.4.3.4 Einfluss von Acetat auf isolierte Mitochondrien

Bei einer Zugabe von Laktat (10 mg/kg KG) in die Kammer der Sauerstoffelektrode verdndert sich der
Sauerstoffverbrauch der isolierten Mitochondrien nicht. Im Rahmen dieser Studie wurden alle
Lésungen in einem pH — Bereich zwischen 7,35 — 7,45 und die Osmolalitdt auf 288 mosmol/kg
eingestellt. Aus diesem Grund kann man davon ausgehen, dass die resultierende Zellsuspension in
der Kammer der Sauerstoffelektrode keiner Azidose bzw. Alkalose ausgesetzt war. Eine wesentliche
Arbeit zum Verstandnis fiir Laktat als mitochondriales Substrat hat Rasmussen et al. 2002
beigetragen [324]. In dieser Arbeit wurden Muskelzellen von Menschen und Mausen entnommen
und die jeweiligen Mitochondrien isoliert. Danach wurde auf die Anwesenheit des Enzyms
Laktatdehydrogenase (LDH) getestet und es wurde ein negativer Befund festgestellt. Nach Zugabe
von Laktat in die Zellsuspension, wurde, wie auch in unserer Arbeit keine Respiration der
Mitochondrien festgestellt. Unter hypoxischen Zustdnden in der Muskulatur (v.a. Herzmuskulatur)
kann die LDH aus Laktat auch Pyruvat generieren, da diese Reaktion umkehrbar ist und bei der
Riickfihrung von Laktat in Pyruvat ein Aquivalent NADH + H" entsteht. Dieses kann wiederum schnell
ATP regenerieren [325]. Die LDH wird aus diesem Grund auch gerne als diagnostischer Marker fir
Herzinfarkte und fir die Leistungsbestimmung von Sportlern oder anderen hypoxischen Zustdanden
benutzt [326]. Physiologisch begriindbar fiir die fehlende Respiration bei Zugabe von Laktat kann die
Lokalisation der LDH herangezogen werden, da es ein cytosolisches Enzym ist und sehr
wahrscheinlich durch das Aufreinigungsprotokoll verloren geht [36].
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4.2.4.3.5 Einfluss von Acetat auf isolierte Mitochondrien

Wenn man anstatt Laktat Acetat in die Zellsuspension gibt, sinkt der Sauerstoffverbrauch der
isolierten Mitochondrien leicht ab (s. Abb. 87). Auf Basis der Physiologie der Mitochondrien ist es
wahrscheinlich, dass Acetat durch die Acetyl - CoA — Synthetase in Acetyl - CoA umgewandelt wird
und so den Citratzyklus speisen kann [36]. Im Gegensatz zur LDH befindet sich die Acetyl - CoA —
Synthetase in der mitochondrialen Matrix und wiirde dadurch nicht bei dem Aufreinigungsprotokoll
verloren gehen (s. Kap. 2.2.5 Isolation von Mitochondrien) [327]. Auf Basis der transkriptionellen
Regualtion der Acetyl — CoA — Synthetase ist bekannt, dass dieses Enzym nur transkriptiert und
translatiert wird, wenn Acetyl - CoA fiir die Fettsdauresynthese oder fiir den Citratzyklus bendtigt wird
[328]. Das Medium MirO hat aber alle notwendigen Substrate enthalten und die Tiere wurden keiner
Intervention unterzogen. Vor allem die bereits angesprochenen Sirtuine 1 und 3 sind potentielle
Transkriptionsfaktoren die die Regualtion der Acetyl - CoA — Synthetase positiv beeinflussen kénnen
[327], [328]. Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich, dass dieses Enzym zum Messzeitpunkt (normale
Kontrolltiere ohne Hypoxie) nicht in der mitochondrialen Matrix vorhanden war und aus diesem
Grund keine Zunahme der Respiration beobachtbar war.

4.2.4.3.6 Einfluss von Oxalacetat und Acetat auf isolierte Mitochondrien

Wenn man die Kombination aus Oxalacetat und Acetat zu der Zellsuspension hinzugibt, erkennt man
eine Zunahme der Respiration (s. Abb. 87). Aus diesem Ansatz kann geschlossen werden, dass die
Erhohung der Respiration auf Oxalacetat zurlickzufiihren ist, da bei alleiniger Gabe von Acetat die
Respiration sinkt. In Kap. 1.7.3 Malat - Aspartat - Shuttle) wurde die mogliche Erklarung fur die
Erhdhung der Respiration angeboten. Die in der Glykolyse (Cytosol) generierten NADH + H*
Aquivalente kénnen nicht durch die Mitochondrienmembran diffundieren. Aus diesem Grund
benutzen Eukaryonten das Malat - Aspartat — Shuttle (s. Abb. 14). Bedingung fir den Anstieg der
Respiration durch Oxalacetat ist die Umwandlung von Oxalacetat in Malat, was wiederum durch
einen Transporter in die Mitochondrien gelangen kann. Das Enzym was diese Reaktion katalysiert ist
die cytosolische Malatdehydrogenase (c - MDH) (s. Kap. 1.7.3 Malat - Aspartat - Shuttle). Die
cytosolische Form dieses Enzyms sollte wie alle anderen cytosolischen Enzyme nach Aufreinigung
nicht mehr in der Zellsuspension vorhanden sein. Eine mogliche Erklarung fiir die ansteigende
Respiration nach Zugabe von Oxalacetat und Acetat liegt in einem Transporter an der duferen
Mitochondrienmembran [329], [330]. Dieser Transporter hat einen K,, — Wert von 80 — 140 uM fir
Oxalacetat, was in dem vorliegenden Versuch auch im Bereich der resultierenden Konzentration von
Oxalacetat in der Kammer der Sauerstoffelektrode lag. Somit ist ein Transport in die Mitochondrien
vorstellbar. Der weitere Weg des Oxalacetats liegt in der Einschleusung in den Cltratzyklus, wo die
Reduktionsiquivalente NADH + H" FADH, fiir die Atmungskette regeneriert werden. Durch ein Mehr
an Oxalacetat ergibt sich somit ein Mehr an Respiration in isolierten Mitochondrien.

4.2.4.3.7 Einfluss von Citrat auf isolierte Mitochondrien

Als letztes Substrat in dieser Versuchsreihe wurde Citrat verwendet, was die Respiration der

isolierten Mitochondrien leicht gesteigert hat (s. Abb. 87). Citrat kann bis in die mitochondriale

Matrix aufgenommen werden, sogar ausgehend vom Plasma [331]. Citrat gelangt durch die duRere

Mitochondrienmembran durch freie Diffusion in das Mitochondrium, lber sogenannte Anionen

selektive Kanéle [332]. Um die mitochondriale Matrix zu erreichen bedarf es eines selektiven Citrat

Transporters (CTP = citrate transport protein), der in Abhangigkeit der bendétigten Energie einer Zelle
168



in beide Richtungen arbeiten kann [331]. Somit kann das zugegebene Citrat als Substrat im
Citratzyklus verstoffwechselt werden und somit auch Reduktionsdquivalente generieren, die lber die
Atmungskette zur Regenerierung von ATP aus ADP benutzt werden kdnnen [331], [332]. Die einzige
Aussage die aus der Versuchsreihe getroffen werden kann ist, dass das Protokoll zur Aufreinigung
von Mitochondrien so konzipiert wurde, dass die Mitochondrien keinen wesentlichen Energiemangel
bis zum Ende der Vermessung in der Kammer der Sauerstoffelektrode unterliegen.

4.2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Bei einer exogenen Gabe einer BHB Losung kann eine suffiziente Ketose induziert werden. Die
Ketose, die durch eine Dosierung von 30 mg/kg KG BHB induziert wird, entspricht einer
Plasmakonzentration von ungefdhr 3 — 4 mM. Die hochste gewédhlte Dosierung von 100 mg/kg KG
bedingt eine weitaus hohere Ketose mit ca. 11 — 12 mM. Mithilfe der Mikrodialyse konnte der
Nachweis erbracht werden, dass die Gabe von BHB eine Erhohung im Mikrodialysat bedingt. Aus
physiologischer Sicht sind die MCT - 1 verantwortlich fir den Transport von BHB Uber die
Bluthirnschranke. Die Aufnahme von BHB korreliert dabei mit der vorherrschenden Konzentration im
Plasma. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von BHB kann eine Dauerinfusion bzw. eine
Mehrfachgabe in Betracht gezogen werden. Die Dauerinfusion bzw. die Mehrfachgabe besitzen den
Vorteil, langanhaltende und konstantere Ketosen zu induzieren.

Die Tiere, die im Rahmen des Schlaganfalls eine BHB Losung verabreicht bekommen haben, konnten
nach 24 h die Verhaltenstests besser bewailtigen. Die Kontrollgruppen haben eine Kochsalzlésung
erhalten. Von den drei moglichen Dosierungen hat die Gabe von 30 mg/kg KG einen signifikanten
Unterschied zu der Kontrollgruppe erbracht. Die aufgefiihrten Ergebnisse spiegeln die Erholung der
Tiere nach 24 h wieder. Die STAIR Richtlinien sowie mehrere Studien zum Ausgang eines
Schlaganfalls weisen daraufhin, dass sich die positiven Effekte einer Intervention innerhalb einer
Woche nahezu nivellieren kénnen [301]; [314]. Aus diesem Grund sollten weitere Untersuchungen
mit Zeitpunkten zwischen 48 bis 168 h nach dem Schlaganfall durchgefiihrt werden. Nur mithilfe
dieser Mallnahme kann eine Aussage Ulber die Wirksamkeit von BHB Losungen auf die Regeneration
nach Schlaganfdllen getroffen werden.

Die positiven Effekte, die BHB auf das Verhalten der Mause gezeigt hat, kénnen durch hormonelle,
metabolische oder biochemische Effekte pharmakodynamisch beschrieben werden. Auf
metabolischer Ebene generiert ein Molekil BHB zwei Molekiile Acetyl — CoA, die den Citratzyklus
weiter betreiben kdnnen. Die Citratsynthase unterliegt im Schlaganfallgeschehen einer Schadigung,
die durch eine Gabe von BHB vermieden werden kann. Die Substratverfligbarkeit scheint ein
wichtiger Aspekt fir die Funktion der Citratsynthase zu sein. Auf hormoneller Ebene ist
nachgewiesen, dass BHB die Anzahl an Depolarisationen im Locus coeruleus erhoht [296]. Wahrend
des Schlaganfalls steigen die Konzentrationen an Catecholaminen und Korticosteron an [252]. Dieser
permissive Effekt auf den Symphatikustonus bedingt eine erhdhte Lipolyse und eine Steigerung der
hepatischen Ketogenese [263], [265]. AuRerdem steigert der erhdhte Symphatikustonus auch die
Freisetzung von Glukagon aus den a — Zellen des Pankreas [263]. Durch den Anstieg an Glukagon
verandert sich das Verhéltnis von Insulin zu Glukagon, was zu einer erhdéhten Ketogenese flihren
kann [248]. Die beschriebenen Effekte kdnnen erhéhte Konzentrationen von Ketonkdrpern 24 h nach
dem Schlaganfall erklaren. Die Sirtuine beschreiben eine Klasse von Histondeacetylasen, die durch
ein erhdhtes Verhiltnis von NAD" zu NADH + H" aktiviert werden kénnen. Vor allem Sirtuin 3 scheint
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eine Histondeactelylase zu sein, die beim Schlaganfall involviert ist und der sowohl positive als auch
negative Eigenschaften zugeschrieben werden [280]; [282]. Im Rahmen der positiven Effekte werden
zwei Ursachen fir verringerte Schadigung von Proteinstrukturen durch ROS postuliert. Die erste
Zielstruktur ist die Superoxid — Dismutase Il, die freie Sauerstoffradikale zu Wasserstoffperoxid
umsetzt. Als zweite Zielstruktur wird der Transkriptionsfaktor FOX03a genannt. Die
Widerstandsfahigkeit gegenliber oxidativem Stress wird durch eine vermehrte Expression FOXO3a
gesteigert. Alle drei beschriebenen Mechanismen, Uber die BHB wirken kann, sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit parallel ablaufende Prozesse, die die erhdhte Widerstandsfahigkeit von
Neuronen gegeniber hypoxischen Perioden erklaren kénnen.
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Die Substrateinfliisse auf die mitochondriale Respiration werden in Tab. 34 zusammengefasst.

Substrat / Agens

BHB

Glukose

Propranolol

Laktat

Acetat

Oxalacetat + Acetat

Citrat

Effekt auf die mitochondriale
Respiration

Bemerkung

Enzyme zur Umwandlung in
Mitochondrien vorhanden 2>
Acetyl — CoA kann in den
Citratzyklus eingeschleust
werden

Saccharose im Uberschuf im
Medium fir isolierte
Mitochondrien enthalten

Membranstabilsierung durch
erhohte Konzentrationen
moglich

Das Enzym LDH ist cytosolisch

Mitochondrien haben durch
Medium kein Hungersignal ->
Acetyl —CoA Carboxylase wird

nicht induziert

Transfer von Oxalacetat ins
Mitochondrium durch Malat
— Aspartat Shuttle moglich

Transporter bis in die
mitochondriale Matrix
vorhanden (CPT) =
Metabolisierung moglich

Tab. 34 Substrateinfliisse auf die mitochondriale Respiration
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4.3 Etablierung und Validierung der Gaschromatographie gekoppelt
mit einem Massenspektrometer (GC - MS)

In der pharmazeutischen Analytik werden hohe Anforderungen an die zugrundeliegende Analytik
gestellt. Das an dieser Stelle beschriebene Analyseverfahren hat zur Aufgabe, einzelne Organsysteme
systematisch auf metabolische Veranderungen zu untersuchen. Es wurden Protokolle zur
Vermessung etabliert, die es erlauben, Leber- und Hirnhomogenate, Plasma und Mikrodialysate als
Probenmaterial zu vermessen. Mithilfe dieser Methodik kdnnen Aussagen tber die Pharmakokinetik
von Arzneistoffen, von verabreichten Didaten aber auch Nachweise lber Arzneimittelkonzentrationen
in bestimmten Kompartimenten getroffen werden. Das Messverfahren kann zu jeder Zeit auch auf
andere Organsysteme ausgeweitet werden, solange die zu vermessenden Konzentrationen lber der
Bestimmungsgrenze liegen.

Der Begriff der Validierung ist laut Defintion von Kromidas der Nachweis und die Dokumentation der
Zuverlassigkeit einer Methode [334]. Im Folgenden wird die Validierung der GC - MS Analytik
angelehnt an die geltenden Standards in der pharmazeutischen Industrie ndher ausgefiihrt. Vor allem
die GMP - konforme (good manufacturing practice) Etablierung und Validierung nach ICH Q2 (R1)
Richtlinien, die aide memoire der Regierungsprasidien, der EMA (European Medicines Agency) sowie
die DIN ISO 8402 und 32645 werden als Hilfestellung benutzt [334] — [336]. Die genannten
Regelwerke stellen die verbindliche Grundlage fiir die Etablierung und Validerung von analytischen
Messverfahren nach GMP Richtlinien dar. Die wichtigsten sechs Sdulen der Validierung von
analytischen Messverfahren sind im Folgenden tabellarisch aufgefihrt.

Richtigkeit und Selektivitat

Prazision

Linearitat

Nachweis — und Bestimmungsgrenze
Robustheit

Wiederfindungsrate

ok wnN R

Anhand dieser sechs Punkte wird die Validierung der GC - MS Analytik diskutiert.
4.3.1 Richtigkeit und Selektivitat

Um die Richtigkeit eines analytischen Messverfahrens nachzuweisen, gibt es unterschiedliche
Verfahren, die im Folgenden aufgefiihrt sind [176], [334], [336], [337]:

e Vergleich mit einer Referenzsubstanz

o Vergleich mit bestehender validierter Methode
e Aufstocken einer Probe (,Spiken”)

e Nachweise der Richtigkeit Gber die Selektivitat

Alle Analyte, die in Tab. 16 aufgefiihrt sind, wurden im chemischen GroRRhandel als Reinsubstanz
bestellt, wobei der Reinheitsanspruch bei > 99,5 % gelegen hat. Die bestellten Referenzsubstanzen
wurden zuerst einem qualitativen Nachweis mithilfe der N.I.S.T. (National Institute for Standard and
Technology) Datenbank fiir Massenspektren unterzogen [180]. Hierzu wurden sehr hohe
Massenkonzentrationen (500 - 1000 ng/ul) der Substanzen einzeln vermessen (Spektren nicht
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gezeigt) und das entstandene Massenspektrum mithilfe der N.I.S.T. Datenbank verglichen. Das
verwendete Computerprogramm (ChemStation) beinhaltet die Datenbank und besitzt hinterlegte
Algorithmen, mit denen der Grad der Ubereinstimmung (Quality-Index) des hinterlegten Spektrums
und des vermessenen Spektrums bestimmt werden kann (s. Abb. 53). Nur wenn der Quality - Index
bei > 95 % liegt, wurde die Substanz als qualitativ nachgewiesen deklariert. Uber
Mehrfachbestimmungen (3 - 5 Wiederholungen) wurde eine falsche Interpretation nahezu
ausgeschlossen. Die Retentionszeiten der vermessenen Substanzen lag immer im vorgesehenen
Bereich (Retentionszeit + 0,02 s.) (s. Abb. 54 Total-lonen-Chromatogramm (TIC)). Ein weiterer
aussagekraftiger Parameter ist die relative Retentionszeit, die das Verhaltnis zwischen internem
Standard und zu vermessender Referenzsubstanz wiedergibt [180]. Da die Retentionszeiten der
unterschiedlichen Referenzsubstanzen eine sehr kleine zeitliche Abweichung besitzen, liegen auch
die relativen Retentionszeiten nahe beieinander (Daten nicht gezeigt). Das beschriebene Vorgehen
wurde fir jede Substanz angewendet. AnschlieBend wurde die Auflosung der einzelnen Peaks im
Gesamtkontext bestimmt (s. Abb. 54). Dieses Verfahren wird auch als aufstockende Methode
beschrieben (,Spiken”) [334].

Die Richtigkeit eines Analyseverfahrens kann auch liber die Selektivitat nachgewiesen werden [336].
Die GC - MS Analytik in der vorliegenden Arbeit ist dann selektiv, wenn alle Substanzen aus Abb. 54
nebeneinander ohne Verfalschung des Ergebnisses (Basislinientrennung aller Substanzen) in einem
Lauf nachgewiesen werden kdnnen. Mit diesen zwei Methoden kann die Richtigkeit des qualitativen
Nachweises als erbracht angesehen werden.

Ein wesentlicher Punkt der Richtigkeit beschreibt die quantitative Analyse, die in dem beschriebenen
Verfahren nur Gber einschlagige Literatur bzw. mithilfe des CMA 600 fiir ausgewahlte Substanzen
erbracht werden kann. Die Substanzen Laktat, Pyruvat, Glukose und Glutamat kdnnen mit dem CMA
600 verglichen werden. Die absoluten Konzentrationen von Laktat und Glukose liegen im unteren uM
Bereich, sowohl Ergebnisse die mit dem CMA 600 vermessen wurden als auch Ergebnisse die mit der
GC - MS Analytik vermessen wurden, zeigen Ubereinstimmung in den erhaltenen Konzentrationen
[211], [338]. Wahrend Horn et al. 2010 fiir Laktat absolute Konzentrationen (CMA 600) im Bereich
zwischen 0,1 - 0,4 mM im Mikrodialysat erhalten hat, wurden mit der GC - MS Methodik absolute
Werte im Bereich zwischen 0,1 - 0,5 mM gemessen (s. Abb. 64). Die absoluten Konzentrationen von
Glukose im Mikrodialysat wurden von Berressem et al. 2016 im Bereich zwischen 0,05 - 0,15 mM
gemessen, wahrend die GC - MS Methodik Messwerte zwischen 0,1 - 0,2 mM aufwies [211]. Um die
Richtigkeit der Messmethode weiter zu starken, werden an dieser Stelle die absoluten Plasmawerte
fiir Glukose und Laktat mit den Werten aktueller Literatur bzw. Referenzwerten aus Datenbanken
verglichen [323]; [324]. Die absoluten Plasmawerte fiir Glukose bei Mausen liegen zwischen 3,5 - 9,8
mM (£ 62 - 175 mg/dl). Die mit der GC - MS Analytik gemessenen Werte liegen bei 2 - 12 mM. Diese
gemessenen Werte weichen von den Werten in der Literatur ab. Allerdings soll an dieser Stelle auf
die unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Referenzwerte und deren Variation verwiesen
werden [341]. In Bezug auf die absoluten Laktatwerte liegen die Literaturwerte zwischen 0,8 - 2,0
mM [339] - [341]. Im Vergleich erhdlt man Werte zwischen 0,5 - 3 mM mit der etablierten GC - MS
Analytik (Daten nicht gezeigt). AbschlieRend kann in Bezug auf die absoluten Werte von Glukose und
Laktat im Mikrodialysat bzw. im Plasma festgehalten werden, dass die erhaltenen Werte und die
abschlieRende Berechnung als richtig definiert werden diirfen.
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Die zentrale chemische Struktur in dieser Arbeit ist BHB. Der qualitative Nachweis erfolgte wie im
oberen Absatz beschrieben Uber die N.I.S.T Datenbank sowohl in einem Einzellauf, als auch im
Gesamtkontext aller Substanzen (s. Abb. 53). Um auch einen Nachweis der quantitativen Richtigkeit
der Bestimmung mithilfe der GC - MS Analytik zu erbringen wird ein Vergleich mit bestehender
Literatur herangezogen. Dazu werden vor allem Plasmakonzentrationen von BHB als Vergleich
herangezogen. Vor allem die Arbeiten von Puchowicz und Zheng sind aufgrund der Aquivalenz der
verwendeten Methodik geeignet, um diesen Nachweis zu erbringen [223]; [256]; [296]. Die Literatur
gibt die Konzentrationen von BHB im Plasma bei Kontrolltieren zwischen 0,1 — 0,5 mM an, wahrend
bei fastenden Tieren Konzentrationen von bis zu 5 mM erreicht werden. Mit der hier verwendeten
GC - MS Analytik wurden sowohl in Kontrolltieren, als auch fettreich gefiitterten Tieren vergleichbare
Konzentrationen festgestellt (s. Abb. 68). Die Maximalkonzentration von BHB in der vorliegenden
Arbeit liegt im Plasma bei bis zu 1,2 mM, wahrend die niedrigen Konzentrationen von BHB mit der
Literatur Gbereinstimmen. Ursachlich ist hier die gewéhlte fettreiche Diat, die noch einen geringen
Anteil an Kohlenhydraten enthélt, im Vergleich zu rein ketogenen Diat bei den Arbeiten von
Puchowicz und Zheng. Somit kann die Quantifizierung von BHB mit der hier beschriebenen Methodik
vollzogen werden.

Die Messwerte von Pyruvat und Glutamat werden an dieser Stelle als Beispiele genannt, wo die GC -
MS Analytik nicht geeignet ist, um eine adaquate Quantifizierung (ohne deuterierte interne
Standards) in unterschiedlichen Kompartimenten zu ermoglichen. Sowohl Pyruvat als auch Glutamat
haben aufgrund ihrer chemischen Struktur die Eigenschaft, relativ leicht zu decarboxylieren. Pyruvat
ist eine a — Ketosdure und Glutamat eine oo — Aminosaure, die durch ihre Funktionalitdten in beiden
Fallen mit geringer Aktivierungsenergie decarboxylieren [225]. Bei einer Inlet Temperatur von 270 °C
und einer lonisationsenergie von 70 eV wird den beiden Strukturen soviel Energie zugefiigt, dass man
im Vergleich zu thermostabilen Substanzen wie BHB eine deutliche Abnahme der Abundance
beobachten kann (s. Abb. 54). Eine Moglichkeit, um beide Analyte trotzdem mit der GC - MS Analytik
zuganglich zu machen, ist der Einsatz von deuterierten Standards. Bei diesen deuterierten Standards
kann aufgrund vergleichbarer physikochemischer Eigenschaften von einer vergleichbaren
Decarboxylierung ausgegangen werden. Allerdings erhoht sich aufgrund der Decarboxylierung auch
die Nachweisgrenze um den Faktor 10 - 100, was einer absoluten Konzentration von 10 — 20 uM
entspricht (s. Abb. 89, Abb. 91). Diese Nachweisgrenzen sind im pharmakologischen Kontext so hoch,
dass besser mit spektrometrischen Methoden gearbeitet werden sollte. Allgemein sind Substanzen,
die chemisch oder thermisch nicht stabil sind, grundséatzlich zuganglich mit der GC - MS Analytik
[342]. Diese Substanzen miissen mit einem deuterierten Standard vermessen werden, da die
Instabilitdat nur mit einer vergleichbaren physiko - chemischen Substanz gewahrleistet und somit
quantifizierbar ist.

4.3.2 Linearitat

Eine Methode ist dann linear, wenn das vom Detektor erhaltene Messsignal direkt proportional zur
Analytkonzentration ist [334]. Der lineare Bereich der vorliegenden Methode wurde im Bereich
zwischen 0,01 — 100 ng/ul fir alle zu bestimmenden Substanzen gezeigt (s. Abb. 89, Abb. 90, Abb.
91, Abb. 92). Aufgrund des Grundrauschens des Detektors verlduft die Abundance der Analyte nicht
durch den Nullpunkt. Aus diesem Grund wurde eine Kalibrierung mit 5 bzw. 6 unterschiedlichen
Konzentrationen gewahlt, die sich jeweils um eine Zehnerpotenz unterschieden haben. Es wurden
Konzentrationen im Bereich zwischen 100 — 10000 ng/ul vermessen (Daten nicht gezeigt), die ab
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einer Massenkonzentration zwischen 5000 — 10000 ng/ul keine Linearitdt mehr aufwiesen. Somit
|asst sich ein Arbeitsbereich fur die meisten Analyte im Bereich zwischen 0,1 — 1000 ng/pul definieren.
Die Analyte Pyruvat und Glutamat weichen von diesem Arbeitsbereich ab. Sie liegen zwischen 1 —
1000 ng/ul. Moéchte man einen genaueren Arbeitsbereich definieren, missen die oberen bzw.
unteren Bereiche der linearen Regression mit kleineren Konzentrationsschritten (0,1 — 0,25 - 0,5 —
0,75 — 1) vermessen werden. Hierzu sollten Konzentrationen im unteren (0,01 — 0,1 ng/ul) bzw. im
oberen Konzentrationsbereich (1000 — 5000 ng/ul) verwendet werden. Als anderer Nachweis der
Methode kann eine Einpunktkalibrierung durchgefiihrt werden. Dabei muss ein Referenzspektrum
(nur Matrix) aufgenommen werden und dieses anschlieBend von den erhaltenen Spektren
subtrahiert wird. Mit dieser MalBnahme verlauft das Detektorsignal durch den Nullpunkt und
ermoglicht so eine Einpunktkalibrierung [315]; [317]. Der Detektor selbst wird mit einer
Kalibrierlésung, bestehend aus PFTBA (Per - flour - tetra - butyl - amin) jede Woche neu kalibriert. Die
Substanz PFTBA besitzt typische Zerfallsfragmente, mit denen die detektierten Massen 69, 131, 219,
414 und 502 kalibriert werden. Nur bei regelméaRiger Kalibrierung des Detektors kann eine addquate
Messgenauigkeit Gber den linearen Bereich gewahrleistet werden.

4.3.3 Nachweis — und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze beschreibt die kleinste noch qualitativ nachzuweisende Konzentration eines
Analyten [334]. In der vorliegenden Arbeit werden zwei Moéglichkeiten zur Bestimmung der Nachweis
— bzw. Bestimmungsgrenze vorgestellt. Die erste Methode beschreibt ein Verfahren, was basierend
auf der DIN 32645 entstanden ist [343]. Bei diesem Verfahren wird die Nachweisgrenze als unterste
noch zu detektierende Konzentration angegeben und die Bestimmungsgrenze als der Bereich der
Kurve, der noch einen adadquaten Korrelationskoeffizienten besitzt. Es gibt keine Angabe wie Werte
von einem Korrelationskoeffizienten von 1 abweichen diirfen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
Korrelationskoeffizient von < 0,998 als nicht mehr quantifizierbar definiert. Fir eine bessere
Darstellbarkeit der Daten, wurden die erhaltenen Konzentrationen doppellogarithmisch aufgetragen
und anschlieBend linear angepasst (s. Abb. 89, Abb. 90, Abb. 91). Gezeigt sind nur Konzentrationen,
die noch einen Regressionskoeffizienten (R?) von mindestens 0,998 aufgewiesen haben. Die
Ausnahme stellt Pyruvat, Glutamat und GABA dar, die hohere Nachweisgrenzen besitzen. Um den
eigentlichen Arbeitsbereich der Methode darzustellen, wurde auf die unteren Konzentrationen
(0,001 - 0,0001 ng/ul) verzichtet. Stattdessen wurde ein Bereich definiert, indem die Methode mit
hoher Wahrscheinlichkeit linear arbeitet. Abschliefend kénnen die Nachweisgrenzen aus den Tab.
28, Tab. 29, Tab. 30 Tab. 31 als Massen — bzw. Stoffmengenkonzentrationen abgelesen werden. Die
Bestimmungsgrenzen konnen vereinfacht als doppelte Nachweisgrenzen definiert werden [334]. In
der Praxis ist es oftmals so, dass man den 5 — 10 fachen Wert des Grundrauschens als
Bestimmungsgrenze definiert [334]. Die Bestimmungsgrenzen kénnen so vereinfacht aus den oben
genannten Werten bestimmt werden und liegen im Bereich zwischen 1 — 20 uM (s. Tab. 28, Tab. 29,
Tab. 30, Tab. 31). Wenn man das Grundrauschen als BezugsgréRe zur Bestimmung der Nachweis —
bzw. Bestimmungsgrenze benutzt, erhalt man niedrigere Werte, die im Bereich zwischen 0,1 — 5 uM
liegen (Daten nicht gezeigt) [334].
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4.3.4 Robustheit

Die Robustheit eines Systems beschreibt die Konstanz in einem Messsystem bei Veranderungen der
Testbedingungen. Die Ergebnisse dirfen bei einer Veranderung der Testbedingungen nur
unwesentlich von den urspriinglichen Ergebnissen abweichen. Im Ergebnisteil der vorliegenden
Arbeit wurden alle Veranderungen der einzelnen Schritte der Etablierung dargestellt. Die Etablierung
beinhaltete die Temperatur - und Zeitabhangigkeit der Silylierung, die Extraktionseffektivitat, die
Losungsmittelabhangigkeit und der Zusatz von Hiinig - Base.

Die Robustheit der GC - MS Analytik wurde (iber die Messergebnisse am Anfang und am Ende einer
Analysenserie erhoben. Hierzu wurde ein festgelegter Mix mit allen Substanzen inkl. der internen
Standardverbindungen (alle 100 ng/ul) vermessen. Dieser Mix wurde nach jeder dritten Probe
vermessen. Diese MaRBnahme wurde aufgrund der sehr umfassenden Probenvorbereitungen als
sinnvoll erachtet. Die in dieser Arbeit gezeigten Messergebnisse verhalten sich Uber den
Messzeitraum konstant. Im Falle von Pyruvat, Glutamat und GABA verhielten sich diese
Standardsubstanzen unterschiedlich. Wahrend die Abundance von Pyruvat und Glutamat Gber die
Zeit abgenommen haben, verhielt sich die Abundance von GABA konstant. Allerdings gibt es bei der
Silylierung von GABA zwei potentielle Produkte, namlich einmal das di-TMS GABA und das tri-TMS
GABA. Verantwortlich hierfiir ist die Aminogruppe in der chemischen Struktur von GABA, die in
Abhangigkeit mit der Zeit einmal einfach und mit der Zeit zweifach silyliert wird. Das zweifach
silylierte Produkt wandelt sich spater in das scheinbar stabilere dreifach silylierte Produkt um. Wenn
man die Abundance des zweifach und des dreifach silylierten Derivates von GABA addiert, erhdlt man
einen konstanten Wert Uber die Zeit. Der interne Standard 6 — Aminocaproat zeigt im Vergleich mit
GABA das gleiche Verhalten in Bezug auf die Umwandlung. Aus dem beschriebenen Sachverhalt Iasst
sich ableiten, dass interne Standardverbindungen (am besten deuterierte Substanzen) fiir die
gesamte GC - MS Analytik dringend erforderlich sind.

Die Temperatur und Zeitabhangigkeit der Silylierung wurde auf Basis der Publikation von Saraiva et
al. 2011 vorgenommen und fir das bestehende Protokoll Uberprift [213]. Die vorgeschlagene
Temperatur zur Derivatisierung mit BSTFA/TMCS wurde mit 60 °C und 30 min. Dauer vorgeschlagen.
In der Publikation wurden Sterolgrundgeriiste vermessen, wobei die hier verwendete Temperatur
und Zeit fur die Silylierung vor allem fir Hydroxycarbonsduren und einfache aliphatische
Carbonsduren angepasst wurden. In Abb. 60 ist die Temperatur und die Dauer der Silylierung grafisch
dargestellt. Aus diesen Ergebnissen wurde eine Temperatur von 70 °C bei einer Dauer von 50 min.
abgeleitet. Bei diesem Protokoll ist immer der Gesamtkontext an Analyten in einem Lauf zu
bericksichtigen. Die Substanzen miissen in jedem Lauf Basislinientrennung aufweisen.

Die Effektivitat der Extraktion wird in Kap. 4.3.5 Wiederfindungsrate detailliert beschrieben und
diskutiert. Neben der Extraktion spielt auch die Wahl des Lésungsmittels eine entscheidende Rolle
fir die Leistungsfahigkeit der GC - MS Analytik. Die Extraktionen wurden nach einer klassischen
Folch Extraktion vollzogen [217]. Die waRrigen Phasen wurden nach drei Extraktionsschritten (s. Abb.
59) vereint. Diese vereinte Phase wurde bis zur Trockne eingedampft. Der feste Riickstand hat eine
hohe Masse, die nicht, wie von Brunengraber postuliert, alleine mithilfe der Silylierungsreagenzien in
Losung zu bringen ist [214]. Aus diesem Grund bendtigt man ein potentes Losungsmittel, was im
optimalen Fall auch weitere Funktionen bei der Silylierung Gbernimmt. Das optimale Losungsmittel
fir das bestehende Protokoll ist Pyridin (s. Kap. 2.3.2.5.1 Pyridin) Pyridin hat sowohl eine
ausserordentlich gute Loslichkeit flr die meisten polaren Substanzen als auch eine Hilfsfunktion bei
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der Silylierung [342]. Es bildet mit TMCS ein elektrophiles Zwischenprodukt, was die Ausbeute an
silylierten Produkten erhoht und die Umsetzungsgeschwindigkeit steigert [226]. Zusatzlich dient es
als Protonenfanger und bedingt so nach dem Le - Chatelier Prinzip eine hdhere Ausbeute. Aullerdem
sind saure Hydrolysereaktionen irreversibel, was im Rahmen der Probenvorbereitung
hydrolyseempfindliche Substanzen zerstéren kann [225]. Die Wahl des Losungsmittels wie auch die
Wahl des Silylierungsmittels stellt im pharmakologischen Kontext immer ein Kompromiss dar. Die
Metaboliten variieren chemisch stark, sodass unterschiedliche funktionelle Gruppen nebeneinander
vorliegen und silyliert werden miissen.

Der Zusatz von Hunig - Base erfolgt ebenfalls auf dem Prinzip der hoheren Ausbeute. Im Unterschied
zu Pyridin gibt die Hiinig - Base das gebundene Proton aus sterischen Griinden nicht ab und bedingt
somit eine konstantere Ausbeute an Derivaten. Im Rahmen von Testreihen wurde das optimale
Verhéltnis zu Pyridin untersucht (s. Abb. 93, Abb. 94, Abb. 95). Ein Verhaltnis von 70 / 30 Pyridin zu
Hiinig — Base hat sich gemittelt Gber alle Analyte als forderlich in Bezug auf die Steigerung der
Abundance gezeigt.

4.3.5 Wiederfindungsrate

Die Extraktionseffektivitat wurde fir die beiden internen Standardverbindungen Salicylat und Phtalat
untersucht (s. Abb. 99). Mithilfe dieser Versuchsreihe wird untersucht, ob bzw. mit welchem
Prozentanteil die Substanzen mit dem bestehenden Extraktionsverfahren am Ende der Extraktion in
den ReaktionsgefdaRen vorzufinden sind. Aufgrund der Komplexitat der verwendeten Gewebe wurde
Salicylat und Phtalat als Surrogat fiir die zu extrahierenden Substanzen ausgewahlt. Diese Annahme
wiirde einer industriellen Validierung nicht standhalten. Normalerweise miisste man ein Medium
entwickeln, in dem alle Komponenten der jeweiligen Gewebe enthalten sind, jedoch nicht die zu
guantifizierenden Analyte. In dieses Medium miisste man eine bekannte Konzentration der zu
quantifizierenden Analyte zusetzen und die Versuchsreihe wiederholen. Diese Aufgabe wiirde jeden
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit Uberschreiten. Aus diesem Grund wurden die beiden internen
Standardverbindungen unter der Annahme untersucht, dass die Analyte sich bei der Extraktion gleich
den internen Standardverbindungen verhalten. Optimalerweise muss man fiir diese Annahme
deuterierte Verbindungen verwenden, da diese Verbindungen sich gleich bei dem etablierten
Verfahren verhalten wirden. Allerdings Ubersteigt dieser Anspruch den finanziellen Rahmen.
AbschlieBend kann man die Empfehlung geben, in den folgenden Projekten, in Abhangigkeit der
Fragestellung, fur die zu analysierenden Substanzen vorher deuterierte Standards zu etablieren und
die Projekte auf Basis dieser Ergebnisse durchzufiihren.

Auch die Mikrodialyse weist eine Wiederfindungsrate auf. Die verwendeten Dialysemembranen
weisen eine selektive Durchlassigkeit flir polare Substanzen auf. Damit man die absoluten
Konzentrationen eines Analyten im Gehirn, auf Basis der Konzentrationen im Mikrodialysat,
zurickrechnen kann, bendtigt man die Wiederfindung der Substanz im Mikrodialysat. Die
verwendeten Mikrodialysesonden wurden wie in Kap 2.1.1.4.2 Bau der Mikrodialysesonde
beschrieben, in Eigenbau angefertigt. Aufgrund der selbst gefertigten Sonden gibt es im Vergleich zu
industriell gefertigten Sonden mehrere Problemstellungen. Insbesondere die Festlegung der
Austauschflache mit Silikonkleber stellt eine besondere Herausforderung dar. Die Austauschflache
kann selbst bei einheitlicher Bauweise von Sonde zu Sonde unterschiedlich sein. Um diese Variabilitat
so gering wie moglich zu halten, wurden fiir die Mikrodialysestudien in der vorliegenden Arbeit die
Wiederfindungsraten fir jede Sonde separat bestimmt. Durch die Bestimmung der
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Wiederfindungsrate fiir jedes einzelne Tier, kann der Fehler am Ende der Analysenserie verringert
werden. Die verwendeten CD - 1 Mause sind Auszuchtstdmme und haben genetisch begriindet
unterschiedliche Konzentrationen der verschiedenen Metabolite im Gehirn. Die ermittelten Werte
fiir die Wiederfindungsrate liegen im Bereich zwischen 4 — 14 % (s. Abb. 100). Kiewert et al. 2010 hat
im Rahmen einer Schlaganfallstudie die Wiederfindungsraten fir Glukose, Laktat, und Glutamat mit
den gleichen Sonden erhoben [344]. Die Messwerte wurden mit einem CMA 600 bestimmt und
liegen fiur Glukose bei 6,3 %, fiir Laktat bei 9,2 % und fir Glutamat bei 22 %. Mit der etablierten GC —
MS Analytik liegen diese Werte fiir Glukose zwischen 4 - 6 %, fiir Laktat bei 5 — 7 % und flir Glutamat
bei 4 — 5 %. Fir die beiden Intermediate des Stoffwechsels Glukose und Laktat erscheinen die
Wiederfindungsraten plausibel. Im Falle des Glutamats, unterschreiten die Werte deutlich den von
Kiewert et al. 2010 gemessenen Wert. Glutamat als chemische Struktur kann unter den
Analysenbedingungen der GC - MS decarboxylieren, was die niedrigere Wiederfindung erklaren kann.
Ein weiterer Punkt betrifft die Bestandigkeit der verwendeten Membran. Die Produktion des
Sondenmaterials wurde von Seiten des Herstellers eingestellt. Der Arbeitskreis hat im Rahmen der
Einstellung ein Vorratslager an Membranen angelegt. Dieser Vorrat wird unter Schutzatmosphare
gelagert. Allerdings kann eine Abnahme der Wiederfindung nicht ausgeschlossen werden. Im
Vergleich zu den Wiederfindungsraten von GABA kann dieses Ergebnis nicht endgtltig erklart
werden.

4.3.6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Messverfahren auf Basis der GC — MS entwickelt und in
Anlehnung der gangigen Richtlinien fiir die pharmazeutische Industrie validiert. Mit diesem System
ist es moglich, vier unterschiedliche Kompartimente (Mikrodialysate, Plasma, Leber — und
Hirnhomogenate) mit theoretisch 15 unterschiedlichen Metaboliten zu untersuchen. Aufgrund der
enormen Fille an Metaboliten in den einzelnen Kompartimenten, kénnen ohne Probleme weitere
Metaboliten bzw. Kompartimente erschlossen werden (Bsp. Urin oder Aminosauren). Die Anspriiche
der industriellen Validierung von Messverfahren konnten in der vorliegenden Arbeit nicht alle
umgesetzt werden. Allerdings wurde die Etablierung und Validierung der GC — MS Analytik so
umgesetzt, dass die Messergebnisse in einem akzeptablen Vetrauensbereich liegen. In Zukunft sollte
der Anspruch erhoben werden, isotopenmarkierte Verbindungen als interne Standardverbindungen
zu etablieren. Begriindet liegt diese Aussage in dem sehr dhnlichen Verhalten dieser Verbindungen
zu ihren nicht isotopenmarkierten Verwandten. Alleine diese MaBnahme wiirde die Fehleranfalligkeit
des Messverfahrens drastisch senken.
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Im Folgenden werden die sechs Hauptsdulen der Validierung der GC — MS in tabellarischer Form

zusammengefasst.

Hauptpunkt

Richtigkeit und
Selektivitat

Linearitat °

Nachweis — und
Bestimmungsgrenze

MaRnahme

Quality -  index  fir
qualitativen Nachweis > 95
%

»Spiken” der Probe um
Gesamtkontext zu erhalten
Nachweis der Richtigkeit
Uber die Selektivitat
Vergleich mit absoluten
Werten in der Literatur

Massengenauigkeit des
Detektors mithilfe eines
Kalibrierstandards
Konzentrationsbereich
angeben
Mehrpunktkalibrierung tiber
Messbereich definieren

Nachweis - und
Bestimmungsgrenze anhand
von Grundrauschen oder
Korrelationskoeffizient
definieren
Silylierungsmuster
bedenken (2x - 3x
Silylierungen je nach
chemischer Struktur)
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Bemerkung

Alle etablierten
Substanzen haben Quality
—Index >95 %

Die Substanzen kdénnen
mit Basislinientrennung im
Gesamtkontext
nachgewiesen werden

Die absoluten und
relativen Retentionszeiten
bleiben konstant

Vergleich der absoluten
Werte anhand Glukose,
Laktat ergab
Ubereinstimmung mit dem
CMA 600

Der Vergleich von
absoluten Konzentrationen
mit bestehender Literatur
ergab Ubereinstimmung

Wochentliche Kalibrierung
des Detektors mit PFTBA
Konzentrationsbereich
Bereich zwischen 0,01 -
1000 ng/ul linear
Mehrpunktkalibrierung mit
Korrelationskoeffizient >
0,998

Bei Pyruvat, Glutamat ist
isotopenmarkierter
interner Standard
zwingend notwendig
Subtraktionsmethode
moglich

Nachweisgrenze definiert
Bestimmungsgrenze
definiert

Bei Pyruvat, Glutamat,
GABA hohere Nachweis
und Bestimmunsgsgrenze



o Alle neu etablierten
MalBnahmen wurden mit
unterschiedlichen
Modalitdten untersucht

. . Losungsmittel,
e Alle Einzelschritte auf ( g .
. Temperatur und Zeit der
Robustheit untersuchen

Robustheit . . . Silylierung,
* RObUSthelt uper die Extraktionseffektivitat,
Messzeit kontrollieren .
Hiinig — Base)
e Mix aller Substanzen plus
internem Standard alle
drei Proben wiederholend

vermessen
o Wiederfindung mit
Salicylat und Phtalat als
i .
e Extraktionseffektivitit der Surroga?t “.r - die
. Extraktionseffektivitat
. einzelnen Substanzen . . .
Wiederholungsrate . ) . . o Wiederfindungsrate bei
e Mikrodialyse Wiederfindung ) .
der Mikrodialyse konstant
konstant?

und  vergleichbar mit
bestehenden
Publikationen

Tab. 35 Zusammenfassung der Anforderungen und MafSnahmen innerhalb der Validierung der GC -
MS

Die GC - MS Analytik bietet die Moglichkeit eine Fille an parallel bestimmbaren Metaboliten aus
unterschiedlichsten Geweben zu bestimmen und zu quantifizieren. Mithilfe der beschriebenen
Anleitung zur Messung und neuen Etablierung von unbekannten Substanzen kann die GC — MS
Analytik auf nahezu alle pharmakokinetischen Fragestellungen angewendet werden. Die vorliegende
Arbeit soll eine Anleitung geben, wie man mithilfe der GC - MS valide und vertrauenswiirdige Daten
generieren kann. Um diesen Anspruch in Zukunft noch besser gerecht zu werden, missen
Anderungen im Ablauf des Protokolls wissenschaftlich untersucht werden und anschlieRend auf
Durchfiihrbarkeit beurteilt werden. Fir die Quantifizierung sollte immer die Anwendung von
isotopenmarkierten Verbindungen in Betracht gezogen werden. Die Giite der erhobenen Messwerte
korreliert mit dem technischen Verstandnis fir das Messverfahren.
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6 Zusammenfassung

Im ersten Projekt der vorliegenden Arbeit wurden CD - 1 Mause mit drei unterschiedlichen Diaten fir
zwei Wochen ad libitum gefiittert. Die Didten bestanden aus zwei kohlenhydratarmen, fettreichen
Didten und einer Standard Haltungsdiat. Die kohlenhydratarmen, fettreichen Didten enthielten
entweder Triheptanoin (dreifach mit Heptanoat verestertes Glycerol) oder Soja - Ol als
Fettkomponente (jeweils 35 % der Gesamtkalorien). Nach zwei Wochen wurde ein ischdmischer
Schlaganfall fir 90 min. mithilfe eines Silikonfadens induziert. Die Leber, das Blut und das Gehirn
wurden nach dem Schlaganfall entnommen und die Konzentrationen der Metabolite B -
Hydroxybutyrat, Glukose, Laktat und Citrat wurden mit der zuvor etablierten GC - MS-Methode
ermittelt. Unter gleichen Bedingungen wurde eine Mikrodialysestudie durchgefihrt.

Bei den Tieren, die die kohlenhydratarmen, fettreichen Didten erhielten, konnte in den Leber - und
Hirnhomogenaten, im Plasma sowie im Mikrodialysat eine Ketose festgestellt werden. Die BHB
Konzentrationen durch eine Soja Diat erreichten im Leberhomogenat bis zu 4 mM, im Plasma bis zu
1,5 mM, im Hirnhomogenat bis zu 1,5 mM und im Mikrodialysat bis zu 30 uM. Um eine Aussage
treffen zu kénnen, ob das Gehirn die von der Leber produzierten Ketonkorper als Energiesubstrate
nutzen kann, wurde eine Folgestudie (unter gleichen Bedingungen) durchgefiihrt. Bei dieser Studie
wurde der Zeitpunkt der Gewebeentnahme 60 min. nach Entfernen des Fadens (Reperfusion)
gewdhlt. In den Leber — und Hirnhomogenaten konnten erniedrigte Konzentrationen des
Ketonkorpers BHB nachgewiesen werden. Die nicht operierten Tiere, die eine fettreiche Diat
erhielten, hatten erhéhte Konzentrationen an Citrat in den genannten Geweben. Durch den Abbau
des Ketonkorpers BHB konnen bei Verstoffwechslung in Geweben auRerhalb der Leber, zwei
Molekiile Acetyl - CoA gebildet werden. Diese gebildeten Acetyl - CoA Molekiile kénnen in den
Citratzyklus eingespeist werden.

Um diesen Befund mechanistisch besser verstehen zu kénnen, wurde den Mausen Propranolol (ein
unselektiver B - Blocker) verabreicht, und zwar kurz nachdem der Faden die mittlere Zerebralarterie
verschlossen hatte. Als Folge blieb bei den fettreich gefiitterten Tieren die zuvor beobachtete Ketose,
aus. Daraus wurde geschlossen, dass die auftretende Ketose bei den fettreich gefiitterten Tieren
durch adrenerge B - Rezeptoren vermittelt wurde. Zusammengefasst kann eine fettreiche bzw.
ketogene Erndhrung im Falle einer Ischamie die Versorgung des Gehirns durch die Bildung von
Ketonkorper gewahrleisten.

Die zu beobachtende hepatische Ketogenese aus dem ersten Projekt hat die Frage entstehen lassen,
ob eine akute Gabe von B - Hydroxybutyrat (BHB) bei Entfernen des Fadens schiitzende Effekte auf
das Verhalten bzw. die Mitochondrien als Kraftwerke der Zelle hat. Hierzu wurde BHB bei
Reperfusion gegeben und die Wirkungen dieser Einmalgabe nach 24 h untersucht. Als erster Schritt
wurde der Nachweis erbracht, dass eine exogene Gabe von BHB das Gehirn erreicht. Im zweiten
Schritt wurde das Verhalten der Mause nach 24 h untersucht. Hierbei erbrachte die Gabe von BHB
eine signifikante Verbesserung der sensorischen und motorischen Fahigkeiten der Mause. Die
metabolischen Verdanderungen nach 24 h wurden erneut in Leberhomogenaten und Plasma
vermessen. Eine Einzelgabe von BHB bewirkte eine milde Ketose auch 24 h nach Reperfusion der
mittleren Zerebralarterie. Um eine detailliertere Erkenntnis tber die Wirkung von BHB zu erlangen,
wurden die Mitochondrien als potentielles Ziel fiir BHB in den Fokus genommen. Die Einmalgabe von
BHB verhinderte ein Absinken der Komplex — Il Aktivitdt. AuRerdem kann die Aktivitdt der
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Citratsynthase unter der Gabe von BHB erhalten werden, sodass die Mitochondrien vor allem im
wichtigen Zeitraum nach der Reperfusion geschiitzt werden. Im Rahmen der Untersuchungen der
Mitochondrien wurden unterschiedliche Substrateinfliisse auf die Respiration der isolierten
Mitochondrien getestet. Bei Zugabe von BHB, Oxalacetat + Acetat oder Citrat zu dem
Respirationsmedium stieg die Respiration der Mitochondrien an. Im Falle von Glukose, Propranolol
oder Acetat wird die Respiration verringert. Bei Zugabe von Laktat, verbleibt die Respiration auf
Ausgangsniveau. AbschlieRend ist festzustellen, dass die Einzelgabe von BHB nach 24 h das Verhalten
der Mause verbessert, eine milde Ketose induziert, sowie Mitochondrien und die Citratsynthase
gegen ischamische Ereignisse schiitzt.

Um die in dieser Arbeit gezeigten Daten Gber metabolische Veranderungen zeigen zu kdnnen, musste
eine vorherige Etablierung der GC — MS Analytik vollzogen werden. Auf der einen Seite musste die
Probenvorbereitung, aber auch die gesamte Vermessung der Proben aufgebaut werden. Es wurden
insgesamt 11 Analyte in vier unterschiedlichen Kompartimenten quantifiziert. Die Nachweisgrenze
lag bei diesen 11 Analyten bei 0,01 - 1 ng/ul, was einer umgerechneten Stoffmengenkonzentration
von 0,5 - 10 uM entspricht. Mithilfe dieser Methode konnen optional weitere Substanzen aus
verschiedenen Geweben zuganglich gemacht werden. Diese Arbeit bietet hierzu eine Anleitung, wie
die Etablierung erfolgen kann. Im Rahmen der Probenvorbereitung wurden alle Schritte systematisch
verbessert. Dazu wurden Wiederholungsmessungen fiir unterschiedliche Modalitaten vollzogen. Die
Abundance und die Zeitbestandigkeit waren die wesentlichen Beurteilungskriterien. So wurden die
Daten fiur die Extraktionseffektivitdt, die Losungsmittelabhangigkeit der Silylierung, der Zusatz von
Hilnig - Base sowie die Temperatur und Zeitabhangigkeit der Silylierung in dieser Arbeit erarbeitet.
Die Quantifizierung wurde anhand von internen Standardverbindungen durchgefiihrt. Die jeweiligen
Response — Faktoren blieben iber die gesamte Zeit nach der Etablierung konstant und erlaubten die
Quantifizierung mit geringen Fehlern. Die Beurteilung der ermittelten Daten Uber die Validierung
wurden anhand von geltenden Regelwerken der pharmazeutischen Industrie entschieden. Es wurde
ein Protokoll entwickelt, das im Rahmen der universitdren Forschung eine vertrauenswiirdige
Aussage Uber Verdnderungen von Metabolitenspiegeln in vielen Geweben der Maus und der Ratte
geben kann.
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100 In vitro Wiederfindungsrate fiir die wichtigsten Analyte.

101 Responsefaktoren (Ry- Werte) fiir die wichtigsten Analyte.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

ACC Arteria communis

ACE Arteria carotis externa

AcAc Acetoacetat

Acetyl — CoA Acetyl - Coenzym A

ACI Arteria communis interna

aCSF artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit

AMPA o - Amino - 3 - hydroxyl - 5-methyl - 4 - isoxazol - Propionsdure
AMPK AMP abhéangige Proteinkinase

ANLS Astrozyten - Neuronen - Laktat - Shuttle
ASIC - 1a Kanale Acid - Sensing - lon - Channels-1a

Asp Aspartat

ASS Acetylsalicylsdure

AST Aspartat - Amino - Transferase

ATGL Adipozyten - Triglycerid - Lipase

ATP Adenosintriphosphat

BDH B - Hydroxybutyrat - Dehydrogenase

BHB (%) - Sodium 3 - Hydroxybutyrat

BHS Blut - Hirn - Schranke

BOLD-Effekt Blood - Oxygenation - Level Dependent Effekt
BSA Bovine - Serum - Albumin

BSTFA Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
c-AAT cytosolische - Aspartat - Aminotransferase
c¢—MDH cytosolische Malatdehydrogenase
CPT-1/1l Carnitin - Palmitoyltransferase - 1 / Il

CRP C - reaktives Protein

CS Citratsynthase
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Cytc

cz

DGN
DGNR
DHAP

DSG

DTNB
ECASS - Il

ESCAPE

ESI
ETF

EXTEND - 1A

EZR

FAD
Fe-S
FMN
FOX03a
FSRP
GABA
GABA-T
GAD
GC-MS
GDH

Glc

Gln

Glu

GLUT-1/3

Cytochrom c

Citratzyklus

Deutsche Gesellschaft fir Neurologie
Deutsche Gesellschaft fir Neuroradiologie
Di - Hydroxy - Aceton - Phosphat

Deutsche Schlaganfall - Gesellschaft
Dinatrium 5,5’ - Dithiobis (2 - nitrobenzoat)
European Cooperative Acute Stroke Study Il

Evaluation Study of Congestive Heart Failure and Pulmonary Artery
Catheterization Effectiveness

ElektronenstofRionisation
Elektronentransferierendes Flavoprotein

Extending the Time for Thrombolysis in Emergency Neurological Deficits -
Intra - arterial

Extrazellularraum

Flavin - Adenin - Dinukleotid
Eisen - Schwefel - Verbindungen
Flavinhaltige Nukleotide
Forkhead - Box - Protein O3
Framingham Stroke Risk Profile
Gamma - Amino - Buttersdure
GABA - Transaminase

Glutamat - Decarboxylase
Gaschromatopgraphie gekoppelt mit Massenspektrometrie
Glutamat - Dehydrogenase

Glukose

Glutamin

Glutamat

Glukosetranspoter Typ 1/ 3
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GPR41/FFA-3

GS

HCAR
HDAC

HIF - 1o
HMGCS -1
HSI

K

LDH

MDH -1
m - MDH
MDH - 2
MAS
MCAO
MCA

MGL
MCT1-4
M / Z Verhdltnis
NADH + H*
NAD*
NADPH
NALS

NCX
N.I.S.T
NMDA
NOAK

NSS

G - Protein gekoppelter Rezeptor der durch Hydroxysauren aktiviert werden
kann

Glutamin - Synthetase

Hydroxycarboxylic acid receptor

Histondeacetylasen

Hypoxie induzierter Faktor - 1a

3 - Hydroxymethylglutaryl - CoA - Synthase

Hormon - sensitive - Lipase

Michaelis - Menten Konstante

Laktatdehydrogenase

Malatdehydrogenase - 1

mitochondriale Malatdehydrogenase
Malatdehydrogenase - 2

Malat - Aspartat - Shuttle

Mittlere Zerebralarterienokklusion

Mittlere Zerebralaterie

Monoglyceridlipase

Monocarboxylattransporter

Masse zu Ladungsverhaltnis im lonenchromatogramm gangige Einheit
Nicotinamidadenindinukleotid in der reduzierten Form
Nicotinamidadenindinukleotid in der oxidierten Form
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Neuronen - Astrozyten - Laktat - Shuttle

Natrium - Calcium - Austauschers

Nationales Institut flr Standards und Technologie

N - Methyl - D — Aspartat

Nicht - Vitamin - K - antagonistische - orale - Antikoagulanzien

Neurological Severity Score
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oP

OAA

PDH

PDH — Phosphatase
PDH - Kinase
Pyr

PDHK

PMCA

PPI

Q

ROS

rt - Pa

Sn2t Mechanismus
SCAN — Modus
SscoT

SIM — Modus
Sirtuine

SOD -2
SSADH

ti,

TG

TIC

TMCS

TNB

TRPM

VEGF

oxidative Phosphorylierung

Oxalacetat

Pyruvatdehydrogenase

Pyruvatdehydrogenase - Phosphatase spaltet von PDH Phosphatgruppen ab

Pyruvatdehydrogenase - Kinase phosphoryliert die PDH

Pyruvat

Pyruvat - Dehydrogenase - Kinase

Plasma Membran Ca** ATPase
Protonenpumpeninhibitoren

Ubichinon

Reaktive Sauerstoffspezies

Rekombinante - Gewebe - Plasminogen - Aktivatoren
nukleophile Substitutionsreaktion mit tetraedrischer Zwischenstufe
Detektor rastert Massen zwischen 50 — 400 Da ab
Support Coated Open Tubular Column
Single-lon-Mode

Silent information regulator two like protein
Superoxiddismutase - 2

Succinat - Semi - Aldehyd - Dehydrogenase
Halbwertszeit

Triacylglyceride

Total — lonen - Chromatogramm

Trimethylchlorsilan

Natrium 5 - thio - 2 - nitrobenzoat

Transient - Receptor - Potential - Channels

Vascular Endothelial Growth Factor

2 - Oxo - Glutarat
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