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Abstrakt

Abstrakt (Deutsch)

Einleitung: Seit Jahrzehnten wird nach einer Vesbasg der Schlaganfalltherapie gesucht. Aus
neuen Erkenntnissen Uber die Astrozyten-Neurontrdktion haben sich hierbei neue
Ansatzpunkte ergeben. Astrozyten kénnen Glutamat 8pezifische Transporter (GLT-1) aus
dem Extrazellularraum aufnehmen, verstoffwechseid dadurch vermutlich Neuronen vor
einer Exposition mit hohen Konzentrationen desdcixen Glutamats schitzen. Sie spielen somit
eine Schlisselrolle im Rahmen der mit einem Schifalfaassoziierten Exzitotoxizitat. Aus der
Literatur ist bekannt, dass das R-Laktam-Antibiatik Ceftriaxon in verschiedenen Modellen
neurologischer Erkrankungen durch eine SteigerwergEckpression oder Aktivitat von GLT-1
neuroprotektiv wirkt. Unsere Arbeitsgruppe konmteSchlaganfallmodell der Ratte zeigen, dass
die Behandlung mit Ceftriaxon zu einer Reduktiorr @4-Stunden-Mortalitat durch eine
Verkleinerung der Infarktgrof3e und eine ErhéhungAtezahl Gberlebender Neuronen innerhalb
der Penumbra fuhrt. Die vorgelegte Dissertationtehatum Ziel, die neuroprotektiven
Mechanismen, die durch eine Vorbehandlung mit @eddn im Rahmen einer Ischamie in den

Astrozyten hervorgerufen werden, zu analysieren.

Methoden: Primére Astrozyten wurden aus den Gehimeugeborener Ratten isoliert. Die
Zellen wurden fur 24, 12 und 6 Stunden mit Cefiaxorbehandelt. Anschliel3end erfolgte eine
Applikation von Glutamat und Ceftriaxon fur weitet@ Stunden. Mit Hilfe der Quantitativen
Real-time PCR (gRT-PCR) wurde die Genexpression von inflatonschen Zytokinen,
Neurotrophinen und Apoptose-Markern analysiert. mBaroprotektive Wirkung von Ceftriaxon
wurde durch direkte Zugabe an Neuronen der ZadlliNiG-108-15 untersucht. Des Weiteren
wurden NG-108-15 Neuronenkulturen fur 24 Stundenh Astrozyten-konditioniertem-Medium
(AKM) kultiviert, welches von Glutamat/Vehikel- odeGlutamat/Ceftriaxon-behandelten
Astrozyten stammte. Mittels Messung der Caspas&/@laktivitat oder durch Farbung mit
Acridinorange / Ethidiumbromid wurde die Apoptoserder neuronalen Zellen analysiert. Die
Glutamat-Konzentration in primaren Astrozyten dextt® und im AKM wurde fluorometrisch

bestimmt.

Ergebnisse: Durch eine 6- bis 24-stiindige Vorbehaugdmit Ceftriaxon konnte im Vergleich
zur Vehikelbehandlung eine signifikante Reduzierwtgy Bax-mRNA- und IL-6-mRNA-

Expression in den Glutamat-behandelten Astrozytimian nachgewiesen werden. Glutamat
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steigerte signifikant die NGFMRNA-Expression in Astrozyten, was durch eine fafton

Vorbehandlung noch verstarkt wurde. Die Apoptoserauronaler Zellen war bei Kultur in
AKM von Ceftriaxon/Glutamat-behandelten Astrozyteesentlich geringer als bei Kultur in
AKM von Vehikel/Glutamat-behandelten Astrozyten.ft@axon allein hatte keinen direkten
neuroprotektiven Effekt auf Glutamat-behandelte ideankulturen. Durch Ceftriaxon konnte
jedoch die Glutamat-Aufnahme in Astrozyten gesteigmd die Glutamat-Konzentration im

Kulturmedium reduziert werden.

Schlussfolgerung: Durch Ceftriaxon wird in Glutarbahandelten Astrozytenkulturen die
Apoptose und Entziindung reduziert und die Expraesgan neurotrophen Faktoren induziert.
Ceftriaxon hat keinen direkten Effekt auf Glutarhahandelte Neuronen aber AKM von
Glutamat/Ceftriaxon-behandelten Astrozyten wirktimogrotektiv. Die protektive Wirkung der

Ceftriaxon-behandelten Astrozyten auf die neurandellkulturen scheint einerseits durch eine
Ceftriaxon-vermittelte Steigerung der Glutamat-Aalime in die Astrozyten, andererseits durch

deren vermehrte Expression von Neurotrophinen lgeédin sein.
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Abstract (English)

Introduction: For decades, there has been a séaramproved therapy for patients after stroke.
Novel insights into the function of astrocytes withthe neural network have stimulated new
approaches. Astrocytes are able to absorb and olselextracellular glutamate, a key mediator
of excitotoxicity, via a specific transporter, GLT-Previous studies found that the [3-lactam
antibiotic ceftriaxone acted neuroprotective inimas disease models by increasing the
expression and activity of GLT-1. It was hypothesizhat increased GLT-1 expression/activity
leads to reduction of glutamate levels and theddgpens excitotoxicity. Our group could show
that in rats undergoing transient middle cerebrtdrg occlusion ceftriaxone reduced the 24-
hour mortality rate by reducing the infarct sizedany increasing the number of surviving

neurons within the penumbra. This dissertation dina¢ analysing the neuroprotective

mechanism by which ceftriaxone reinforces the agtes’ protective effect on neurons in

glutamate-induced excitotoxicity.

Methods: Primary astrocytes were isolated from misd rats. Cells were pre-treated with
ceftriaxone for 6, 12 or 24 hours before applicatad glutamate followed by another 12 hour
incubation with ceftriaxone. Gene expression ofipftammatory cytokines, neurotrophins and

markers for apoptosis was analysed by Real-timéPRR (QRT-PCR). The putative protective

effect of ceftriaxone on neurons was tested by adt@ring ceftriaxone directly to cells of the

neuronal cell line NG-108-15, which were challengeith glutamate. In another approach,
which focused on the astrocyte-neuronal interphd§-108-15 neuronal cells were cultured in
astrocyte-conditioned medium (ACM), obtained froeftcaxone/glutamate-treated astrocytes.
After 24 hours of incubation, glutamate-induced @psis of neuronal cells was estimated by
staining with acridine orange / ethidium bromideler measurement of the enzymatic activity of

caspases 3 and 7. Furthermore, glutamate contestriocytes and the ACM was determined.

Results: Pre-treatment with ceftriaxone over 64d8urs significantly reduced the expression of
IL-6 mRNA and pro-apoptotic Bax in primary astraeytchallenged with glutamate when
compared to vehicle. Glutamate induced the expyass the neurotrophin NGFin astrocytes,
and this effect was further enhanced by pre-treatmath ceftriaxone Apoptosis of neuronal
cells in culture was significantly less when celi®re incubation in ACM derived from
glutamate/ceftriaxone-treated astrocytes when cosdpto ACM of glutamate/vehicle-treated
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astrocytes. However, ceftriaxone had no direct qutdte effect on glutamate-challenged
neuronal cells. We could further show that cefiia increased glutamate uptake by astrocytes

and thereby lowered glutamate levels in the culioegium.

Conclusion: Ceftriaxone reduces inflammation andpépsis and induces neurotrophin
expression in astrocytes challenged with glutamé&eftriaxone has no direct effect on
glutamate-challenged neuronal cells, but ACM defiieom glutamate/ceftriaxone-treated
astrocytes acts neuroprotective. The mechanismHghwceftriaxone-treated astrocytes protect
neuronal cells seems to be based on the enhangeangte uptake and increased synthesis of
neurotrophins by astrocytes.
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1. Einleitung

1.1. Schlaganfall

Der Schlaganfall ist eine der haufigsten Erkrankemg der Bundesrepublik Deutschland und
steht an dritter Stelle der Todesursachenstatistdh Herzinfarkt und Krebsleiden (Statistisches
Bundesamt, 2010). Er ist die Hauptursache fir Islamige Invaliditdt im Erwachsenalter und

volkswirtschatftlich eine der teuersten Krankheiggren in den Industrienationen (Wolf, 1992).

In Deutschland erleiden jahrlich ca. 196 000 Meesckrstmalig einen Schlaganfall, wobei

innerhalb eines Monats 20-30% der Patienten véxestefFeigin et al., 2009; Heuschmann 2010
et al.). Die Uberlebenden behalten zum gréRten|@eénslange Behinderungen bei und kdnnen
zu 10% im ersten Jahr ein Rezidiv erleiden (Madtlal., 2003).

Ein Schlaganfall wird zu 80 bis 85% ischamisch aadl5 bis 20% durch intrazerebrale und
Subarachnoidalblutungen sowie Sinusvenenthrombasegeldst (Mattle et al., 2003).

Der ischamische Insult ist die Folge einer ploteic Perfusionsstorung in einem
gefal3versorgenden Teil des Gehirns (Dirnagl et 099). Durch den verminderten oder
sistierenden Blutfluss werden Neuronen und Gliarelunzureichend mit Sauerstoff und
energiereichen Nahrstoffen versorgt. Da das Geleimes der empfindlichsten Gewebe
gegeniber einer Minderversorgung mit Blut ist uast fkeine Sauerstoff- und Glukosevorréte
besitzt, hat dies ein schnelles Erldschen der @Gtimktion in den betroffenen Arealen zur
Folge. Bei Hypoxie kdnnen energiereiche Substrathtrmehr ausreichend zur Verfigung
gestellt werden und es setzt die anaerobe Glykobise welche zur Azidose fuhrt. Die

lonenpumpen versagen und durch den ZusammenbrushMsnbranpotentials gelangen

Kaliumionen in den Extrazellularraum, wahrend Natri und Calciumionen sowie Wasser ins
Zellinnere stromen. Gleichzeitig werden unphysi@olge Konzentrationen des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat freigesetzt und durck @&roduktion von freien Radikalen,

Leukotrienen und NO kommt es zu zusatzlichen Zield@ggungen. Letztendlich resultiert aus
der Akkumulation von Wasser ein Hirnddem, das demazerebralen Druck erhoht und den

lokalen Blutfluss weiter einschrankt (Mattle et 2003; Mergenthaler et al., 2004).

Die Ursachen fir einen ischamischen Schlaganfadl sieist auf arteriosklerotische Mikro- und
Makroangiopathien zurickzufihren. Makroangiopathiginnen thromboembolisch oder
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hamodynamisch bedingt sein. Die Embolien konnendans Herzen, der Aorta, der Karotis und
den hirnversorgenden Arterien stammen. Dagegen idemn Mikroangiopathien

arteriosklerotische Veranderungen Kleiner intrazeder Gefal3e, wobei das Gefal3lumen
eingeengt wird. Seltenere Ursachen ischamischearki®@ konnen Karotisdissektionen,

Koagulopathien und Vaskulitiden sein (Grau et2001).

Aus dieser Atiologie der Ursachen lassen sich d&tisikofaktoren wie Hypertonus, Diabetes
Mellitus, Hypercholesterinamie, Adipositas, Rauched vermehrter Alkoholgenuss ableiten. In
Bezug auf die Entstehung von kardialen Emboliend simter anderem Vorhofflimmern,
Herzklappenfehler, ein offené®ramen ovalginfektiése Endokarditis oder der Myokardinfarkt
als Ausloser bekannt (Arnold et al., 2003; Mattlale 2003).

Die Symptome bei einem Schlaganfall richten sickhnder Lokalisation im Gehirn. Diese
konnen neuropsychologische Stérungen, Artikulasohwierigkeiten, Gesichtsfelddefekte und
Lahmungen beinhalten. Wie ausgepréagt die Symptamae lsangt aber vor allem von der GroR3e
des minderversorgten Hirngewebes und der Einleigingr schnellen Therapie ab (Masuhr und
Neumann, 2007).

Das Ziel der Schlaganfall-Behandlung ist es, in éesten Stunden nach eintreten des Insults die
Sauerstoffversorgung der betroffenen Hirnregionderberzustellen und ein fortschreitendes
Absterben von Neuronen zu verhindern. Dabei istRdisumbra von besonderem Interesse. Die
Penumbra ist das Randgebiet des Infarktes, in demoeh nicht zu irreversiblen strukturellen
Schaden, wie sie im Infarktkern bereits nach wemilgenuten vorhanden sind, gekommen ist.
So wird z.B. durch Rekanalisation verschlossendéf@eversucht, das Infarktgebiet klein und
die daraus moglicherweise resultierende klinisalirelegische Stérung gering zu halten (Mattle
et al.,, 2003). Je groRRer das Zeitintervall zwiscl8ymptombeginn und einer spezifischen
Therapie ist, desto mehr Zellen sterben ab und &dmlurch Wiederherstellung des Blutflusses
nicht mehr gerettet werden. Daher wird umgangssficiicauch gern der Begriff ,time is brain®
benutzt (Saver, 2006).

Das Zeitfenster fir eine Thrombolyse-Therapie mit-PA, dem rekombinanten
Gewebsplasminogen-Aktivatorecombinant tissue-plasminogen activatest mit 3 Stunden
nach Symptombeginn sehr eng. Diese Therapie gdtth zurzeit die glnstigste Option fur ein
besseres neurologisches Resultat dar (Adams €204l7). Allerdings kdnnen nur ca. 4% der

Patienten davon profitieren. Dies ist einerseitsclklwas kurze Zeitfenster bedingt, andererseits
2
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aber auch durch Ausschlusskriterien wie hamorrichgidnsulte oder schwere neurologische
Defizite. Abgesehen von der Akutbehandlung wird Elem Patienten eine individuelle,
symptomatische Therapie durchgefuhrt, wobei lastifyi die Rehabilitation darauf abzielt,

neurologische Defizite zu verbessern (Georgiadas.e2003).

Schon seit Jahren arbeitet die medizinische Forggldaran, Therapiemethoden zu entwickeln,
mit denen im Falle einer zerebralen Ischamie deaekgang von Zellen insbesondere im Bereich
der Penumbra verhindert werden kann. Bei dieser h&umach neuroprotektiven
pharmakologischen Substanzen werden verschiedensétzZen verfolgt wie z.B. ein
Abschwachen der Exzitotoxizitat, anti-apoptotisdaer anti-inflammatorische Wirkprinzipien.
In Tiermodellen zeigten diverse Substanzen wie [Rdidinger, Glutamatantagonisten,
lonenkanalblocker, Antagonisten gegen Serotoninr odeurotrophe Faktoren positive,
therapeutische Effekte. Jedoch konnten diese Erfoigher nicht in klinischen Studien bestatigt
werden. Viele Studien wurden aufgrund von unerwiitest Arzneimittelwirkungen oder
Wirkungslosigkeit beendet (Adams et al., 2007).

Aktuelle Studien weisen jedoch auf einen gewisskerapeutischen Erfolg durch einige
ausgewahlte Antibiotika hin. Da es im Rahmen deblgganfalls im Tiermodell und bei
Patienten nach der akuten Phase zu einer Immuresgdpn kommt, durch die vermehrt
Infektionen auftreten die letztendlich die Mortatiterhhen und den klinischen Zustand
verschlechtert (Meisel et al., 2005; Prass e28I03), wurde zunachst im Tiermodell der Effekt
einer antibiotischen Pravention dieser Infektioaahdie Gesamtmortalitat analysiert (Chamarro
et al., 2005; Meisel et al., 2004). Dabei wurdezhthinur ein Rickgang der Infektionen, sondern
auch neuroprotektive Effekte beobachtet (Meisedlgt2004; Elewa et al., 2006). In klinischen
Studien konnten Minocyclin und Dapson in der Ta deurologischen Stérungen nach einem
Schlaganfall verbessern (Lampl et al.,, 2007; N&terachi et al.,, 2007). Weiterhin zeigten
mehrere Tiermodell-Studien, dass dag-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon ebenfalls
neuroprotektive Effekte aufweist, wobei vor allemr distrozytare Glutamattransporter GLT-1
eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Rothstéialge 2005; Chu et al., 2007; Théne-Reineke et
al., 2008, Verma et al., 2010, Beller et al., 2011)

In-vitro Zellkulturuntersuchungen sind ein maoglicher, mdikcher Ansatz, um potentielle,
neuroprotektive Mechanismen zu untersuchen. Ingmem Zelllinien, die direkt aus dem Gehirn

prapariert werden, oder in immortalisierten Zeilfim kdnnen beispielsweise Bedingungen
3
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simuliert werden, wie sie nach einem Schlaganf#liraten. Diesén-vitro Modelle kbnnen dann
dazu dienen, die pharmakologische Wirkung bestimm$&offe auf die simulierten
Pathomechanismen zu untersuchen.

So wurden z.B. neuronale Zelllinien untersucht, Zddlen neuronalen Ursprungs eine hohe
Empfindlichkeit gegenlber einer Ischdmie aufweiddesonders verwundbar scheinen sie zu
sein, wenn keine Astrozyten in unmittelbarer N&atzsv.bin Ko-Kultur vorhanden sind, da
Astrozyten normalerweise Uber den Glutamattranepd®&LT-1 das neurotoxische Glutamat
aufnehmen und so die Glutamat-Konzentration inwenittelbaren Umgebung der Neuronen

senken (Rosenberg und Aizenman, 1989).

1.2. Astrozyten

Astrozyten sind der haufigste Zelltyp unter dena@illen des zentralen Nervensystems (ZNS)
(Newman, 2003). Zusammen mit den Oligodendrozytenden sie als Makroglia bezeichnet.
Gliazellen beanspruchen mehr als die Halfte deswdlumens und das Neuronen-Glia-
Verhéltnis kann bis zu 1:10 betragen. Sie kdnneinekéktionspotentiale entwickeln, sind
jedoch erregbar und bleiben zeitlebens teilunggfgbirenkhahn, 2008). Astrozyten besitzen
einen relativ kleinen Zellkdrper und zahlreiche, albe Richtungen entspringende Fortsétze,
woher auch ihr Name als sternférmige Zellen staniach ihrem Filamentreichtum kann man
fibrillare Astrozyten mit schlanken und wenig veeigten Fortsatzen von protoplasmatischen
Astrozyten mit dickeren und reich verzweigten FRaiden unterscheiden (Trepel, 2004).
Fibrillare Astrozyten befinden sich in der weilBembStanz und protoplasmatische Astrozyten
sind in der grauen Substanz lokalisiert (Chen un@rSon, 2003). Astrozyten sind Ulgap
junctions miteinander gekoppelt, und diese erlauben unterandelen Austausch von €a
lonen. Connexine sind die molekularen Bausteine dgp junctions Dies sind
Transmembranproteine, die sich zu sechst unteruBgdeines halben Kanals (Connexon)
verbinden. Ein vollstandiger Kanal entsteht durclveiz benachbarte Connexone der

gegenuberliegenden Zellen durch Aneinanderlagef@rapume und McCarthy, 1996).

Eine weitere wichtige Funktion besteht in der Aldilong von Stutzelementen im ZNS, welche
bereits von Virchow als ,Nervenkitt® beschriebenrden (Trendelenburg und Dirnagl, 2005).
Die Fortséatze der Astrozyten befinden sich zwiscthem zellularen Bestandteilen des ZNS und
dichten so den extrazellularen Raum ab. Die Asteodgprisdtze umschlieRen Synapsen und

stehen in Kontakt mit BlutgefaRen (Abbildung 1.(Bgnarroch, 2005). Durch ihre Verbindung
4
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mit Blutgefallen sind sie am Austausch von Nahmstofind Stoffwechselprodukten zwischen
Neuronen und Blut beteiligt. An der Oberflache Wapillaren bilden sie Grenzmembranen
(Membrana limitans gliae vasculajjswelche auch an der ZNS-Oberflache an die Banai
grenzend Membrana limitans gliae superficiajigu finden sind (Schiebler und Schmidt, 2002).
Mit ihren Fortsatzen tragen sie auch zur Bildung Bleit-Hirn-Schranke bei (Janzer und Raff,
1987). Eine Fruhform der Astroglia bildet die Ragha. Sie dient Neuronen als Leitschiene bei
der Differenzierung aus embryonalen Stammzellerstradal kommen sie als Bergmann-Glia
(Kleinhirn) und Muller-Zellen (Retina) vor.

Astrozyten tragen zum Elektrolytgleichgewicht ungt %’olumen-Regulation im ZNS bei. So
werden Kaliumionen, die bei der Erregung von Nearofteigesetzt werden, tber das Netzwerk
der Astrozytenfortsatze aus dem Extrazellular-Raumtfernt (Walz und Hertz, 1983). Weiterhin
sind sie auch an der Informationsibermittlung imSZbketeiligt. Sie besitzen unterschiedliche
Rezeptoren fir eine Vielzahl an Neurotransmittand Wodulatoren wie Noradrenalin, GABA,
Histamin, ATP, Acetylcholin und Glutamat (Verkhrdagset al., 1998). So kann die Aufnahme
von synaptisch freigesetzten Transmittern Uber Smatter-Transporter induziert werden,
wodurch die Astrozyten zur Beendigung des Transmsigjnals beitragen und auch Neuronen
vor einer toxischen Uberaktivierung mit Glutamahigzen. Auf der anderen Seite kénnen
Astrozyten Neurotransmitter auch wieder freisetzBre in ihren Vesikeln abgespeicherten
Substanzen werden wie bei Synapsen durch Calcilméirglige Exozytose ausgeschiittet
(Montana et al., 2006). Wird das ZNS-Gewebe zetrs#B. durch einen Gefal3verschluss bei
einem Schlaganfall, reagieren Astrozyten mit Hyfsesie und Hypertrophie, ein Prozess der
auch als Astrogliose bezeichnet wird. Anschlie3dmiden Astrozyten Glianarben in den

Gebieten von geschadigtem Nervengewebe (Ridet, éi%87; da Cunha et al., 1993).

Abbildung 1.1. Schematische Zeichnung von Astrozyten und Ihretsktzen an Endothelzellen

«— Astrozyt

Endothelzelle

Astrozyt

(aus Abbott, 2002).
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1.3. Glutamat

Die Informations- bzw. Signalibermittlung zwischieuronen im ZNS kann Uber elektrische
oder chemische Synapsen erfolgen. Bei den haufdemischen Synapsen vermittelt ein
Ubertragerstoff (Neurotransmitter) die Signalwééiung. Der Aminosauretransmitter Glutamat
ist der wichtigste exzitatorische NeurotransmitterZNS (Erecinska und Silver, 1990). Durch
Exozytose wird es bei Depolarisation von prasysapgn Nerven aus den Vesikeln in den
synaptischen Spalt freigesetzt und bindet an Remmptin der postsynaptischen Membran,
wodurch die Erregung fortgeleitet wird. Glutamat &1 den Mechanismen der normalen
neuronalen Funktion, speziell dem Prozess des herndzw. der Bildung des
Langzeitgedachtnisses durch Langzeit-Potenzierwatgiligt (Danbolt, 2001). Glutamat spielt
auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung desSZNnd der Migration von Neuronen
(Komuro und Rakic, 1993), sowie beim Auswachserromaler Fortsatze (Pearce et al., 1987).
Glutamat wirkt jedoch in hoheren extrazellularemKentrationen neurotoxisch (Choi, 1988).

Im ZNS wird durch verschiedene protektive Mechamismersucht, die extrazellulare Glutamat-
Konzentration gering zu halten. Da es anscheinemih kextrazellulares Enzym zur
Verstoffwechselung von Glutamat gibt, ist wohl @&tamat-Aufnahme durch Astrozyten der
wichtigste protektive Mechanismus. Die Glutamat+#alime erfolgt durch Glutamattransporter,
die sowohl von Neuronen als auch von Astrozytenriexprt werden. In den terminalen
Endigungen der Neuronen wird Glutamat Uber prasysee Transporter wieder aufgenommen
und in synaptischen Vesikeln gespeichert. Der gr@Siteil wird jedoch Uber die Astrozyten
aufgenommen (Lehre und Danbolt, 1998). In den Astem kann Glutamat im sogenannten
Glutamat-Glutamin-Zyklus verstoffwechselt werdenabigi katalysiert die ATP-abhéngige
Glutamin-Synthetase die Synthese von Glutamin duta@at und Ammoniak. Die Glutamin-
Synthetase befindet sich in Astrozyten und Oligadernyten, jedoch nicht in Neuronen.
Glutamin ist nicht als Neurotransmitter wirksam s&ihe extrazellulare Konzentration liegt bei
0,25mM (Hertz et al., 1999). Glutamin kann nachrazéllularer Ausschittung von den
Neuronen aufgenommen werden und durch die Phogghisierte Glutaminase wieder zu
Glutamat umgewandelt werden (Danbolt, 2001). Demut&hat-Glutamin-Zyklus stellt
gleichzeitig einen wichtigen Weg zur Entgiftung vdmmoniak im Gehirn dar.

Eine andere Mdglichkeit der Metabolisierung von t@at kann der Umbau zuKetoglutarat
sein. Dies kann in Form einer oxidativen Desamimgrdurch die Glutamat-Dehydrogenase

oder durch Transaminierung, katalysiert durch dspaktat-Aminotransferase stattfinden (Hertz
6
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und Dienel, 2002). Ebenso konnte gezeigt werderss da kultivierten Astrozyten und
Rattengehirnen-Ketoglutarat zu Kohlenstoff und Wasser abgebautiare kann (Sonnewald et
al., 1993, 1997). AuRerdem wurde beobachtet, dasBegMengen von Glutamat oxidativ
abgebaut werden, wenn die extrazellular erhohtaa@lat-Konzentration Ischamie-bedingt ist
(Pascual et al., 1998).

Da Glutamat die Blut-Hirn-Schranke nur sehr schiedtarchdringen kann (Hawkins et al.,
1995), kann der Glutamat-Abbau durch eine sogepadet novo Synthesaus Glukose
kompensiert werden. Glukose ist die einzige Glutavftastufe, die in der Lage ist, die Blut-
Hirn-Schranke in grof3en Mengen zu passieren (HertzZielke, 2004). Einde novo Synthese
von Glutamat findet in Neuronen nicht statt, daeiirdas Enzym Pyruvat-Carboxylase fehlt
(Hertz und Dienel, 2002; Yu et al., 1983). In Agiyten und Neuronen entstehen aus einem
Molekul Glukose zwei Molekile Pyruvat. Unter andmmo Bedingungen wird aus Pyruvat
Laktat gebildet, das an Neuronen abgegeben wirdrzandliesen zur aeroben Energiegewinnung
genutzt werden kann. Pyruvat wird aber hauptsdchic Citrat-Zyklus verstoffwechselt. Dabei
wird Pyruvat vor der Einschleusung in den Citrakddg in aktivierte Essigsaure (Acetyl-CoA)
umgewandelt. Dies erfolgt in den Mitochondrien durdie Pyruvat-Dehydrogenase. In den
Astrozyten wird Pyruvat zusatzlich durch die Pyts@arboxylase zu Oxalacetat carboxiliert.
Oxalacetat kondensiert mit Acetyl-CoA zu Citrat, reuss o-Ketoglutarat, eine Vorstufe von
Glutamat und auch GABA gebildet wird (Hertz undikes 2004).

1.3.1. Glutamat-Konzentrationen

Die extra- und intrazellularen Glutamat-Konzentraéin sind sehr unterschiedlich. Im Zytosol
der synaptischen Terminalen erreicht die Glutan@tz€ntration 10-15mM (Atwell et al.,

1993), wobei durch vesikulare Glutamat-Transpof#&luTs) in synaptischen Vesikeln bis zu
60 mM gespeichert werden kénnen (Burger et al.9198/enn Glutamat durch Exozytose in
den synaptischen Spalt gelangt, herrscht dortkeamzentration von ca. 1,1mM (Clements et al.,
1992). Durch die Glutamat-Transporter nehmen Agteor extrazellulares Glutamat auf und
bewahren so konstante Glutamat-Konzentrationen rod 2 pM im synaptischen Spalt
(Anderson und Swanson, 2000). Die Glutamat-Konagiotn im Zytoplasma von Astrozyten ist
mit 0,1-5 mM wesentlich niedriger als in den Teratem (Attwell et al., 1993). Dies ist

wahrscheinlich bedingt durch den oxidativen Abbdaralie Glutamin-Synthetase.
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1.3.2. Glutamatrezeptoren

Die exzitatorische Wirkung von Glutamat an der Bgsapse wird hauptséchlich durch
ionotrope und metabotrope Rezeptoren vermittelhotimpe Rezeptoren gehéren zu den
ligandenregulierten lonenkanélen, die durch Erhghwon Calcium- und Natriumionen erregend
wirken und durch die Bindung ihres Liganden, wiB.Zlutamat, aktiviert werden. Sie werden
aufgrund ihrer Wechselwirkung mit selektiven Agders die nicht physiologisch vorkommen
und die lonenporen 6ffnen, in NMDA (N-Methyl-D-Aspat), AMPA (@-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-1soxazolpropionat) und Kainat-Rezeptoreteuteilt. AMPA- und Kainat-Rezeptoren
besitzen schnelle, postsynaptische Stromkomponamensind fir Natrium, Kalium und in
geringem Malf3e Calcium permeabel (Hollmann et &91). NMDA-Rezeptoren 6ffnen und
schlieBen langsamer als AMPA-Rezeptoren, besithen&ine vielfach héhere Permeabilitat fur
Calcium. Sie sind nur bei gleichzeitiger Bindungnv&lutamat und einer bestehenden
Depolarisation der postsynaptischen Membran lagfgiDanbolt, 2001). Der Einstrom von
Calciumionen in Neuronen durch die NMDA-Rezeptosgmelt wahrscheinlich eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung von Exzitotoxizitat. Sted konnten zeigen, dass eine intrazellulare
Calcium-Erhéhung tber die NMDA-Rezeptoren eher zutellschaden fuhrt als Uber

spannungsabhangige Calcium-Kanale (Tymianski £1893).

Die Metabotropen Glutamatrezeptoren sind G-Progeikoppelt, und es werden zur Zeit acht
Subtypen beschrieben (mGIuR 1-8). Sie werden igefadle Untergruppen eingeteilt: Gruppe -
Rezeptoren (MGluR1 und mGIuR5); Gruppe ll-Rezept¢reGIuR2 und mGIuR3) und Gruppe
llI-Rezeptoren (MGIuR4 und mGLuUR6, 7, 8) (Swansdnak, 2005). Astrozyten bilden
bevorzugt mGIuR3 und mGLuUR5 aus (Matute et al.,620D0ie Gruppe |-Rezeptoren sind an
Phospholipase C und die intrazellulare IP3-Calciaskiade gekoppelt, wahrend die Gruppen II
und 11l negativ an die Adenylatzyklase gekoppetdsiDanbolt, 2001).

1.3.3. Glutamattransporter

Die Glutamattransporter gehdren aalute carrier family 1(SLC1) zu der auch die neutralen
Aminosauretransporter ASC (Alanin, Serin, Cystatédplen. Bisher konnten funf hochaffine
Glutamattransporter identifiziert werden. Sie simd 50-60% in ihrer Aminosauresequenz
identisch (Danbolt, 2001). Die an Astrozyten bélictten Glutamattransporter wurden

ursprunglich von Rattengehirnen geklont und als GTA(glutamate-aspartate-transporfer
8
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(Storck, 1992) und GLT-1g(utamate-transporter )1(Pines, 1992) bezeichnet. Beim Menschen
werden diese analog als EAAT1 und EAATEx¢itatory amino acid transporteibezeichnet.
GLT-1 (EAAT2) und GLAST (EAAT1) besitzen zusammeie drof3te Aufnahmekapazitat fur
Glutamat und sind an der Plasmamembran der Zéd&isoert (Danbolt, 2001). EAAT1 befindet
sich hauptsachlich im Kleinhirn und EAAT2 im Grofthund Vorderhirn (Furuta et al., 1997).
An der neuronalen Membran ist der Glutamattranspd&®AT3 gelegen (Kanai et al., 1995),
wobei sich EAAT4 groR3tenteils an den Purkinje-Zeltees Kleinhirns befindet (Fairman et al.,
1995). EAATS5 konnte in der Retina lokalisiert wend@rizza et al., 1997).

Entlang der Zellmembran herrscht ein starker egthal&Ar gerichteter Konzentrationsgradient
fur Glutamat aufgrund seiner héheren intrazellul@®nzentration. Um diesen Gradienten zu
uberwinden und somit ein Glutamat-lon aufzunehmaissen drei Natriumionen und ein Proton
in die Zelle transportiert werden, wobei gleichzeiein Austausch von diesen mit einem
Kaliumion stattfindet (Abbildung 1.2.). Da dieserasport sehr viel Energie verbraucht,
Uberrascht es nicht, dass es im Falle einer kotepldschamie mit Energieverlust zu einer
Stérung der Glutamat-Aufnahme und zu einem massivarstieg der extrazellularen

Konzentration kommt (Choi, 1988; Swanson et al94)9Dass die Glutamat-Aufnahme einen
limitierenden Faktor in Bezug zur Glutamat verntiétle Neurotoxizitat darstellt, zeigt sich auch
in einer 100-fach erhéhten neuronalen VulnerabiiitéAstrozyten-armen Kulturen im Vergleich

zu neuronalen Kulturen mit reichlich Astrozyten §enberg und Aizenman, 1989).

Die wichtige Funktion der astrozytaren Glutamasgorterin-vivo wird auch durch Studien
unterstitzt, die die Ausschaltung von Genen flur Tiansporter-Subtypen untersuchten. Die
Inaktivierung von GLAST und GLT-1 bei Ratten durdle Gabe von antisense-Nukleotiden
hatte einen Anstieg der extrazellularen Glutamatz€mtration und als Konsequenz daraus den
exzitotoxischen Untergang von Neuronen sowie negisthe Storungen zur Folge (Rothstein et
al., 1996). Mause mit einem fehlenden GLT-1 neigéefferdem zu todlichen epileptischen
Anfallen (Tanaka et al., 1997). Weiterhin werdemeeiastrozytare Glutamattransporter-
assoziierte Stérung bei der amyotrophen Lateraisgée(ALS) (Rothstein et al., 1995; Trotti et
al., 1998), der Epilepsie (Rothstein et al., 19Bd&naka et al., 1997) und bei neuronaler Ischamie
diskutiert (Rossi et al., 2000).

Unter Bericksichtigung dieser Glutamattransportamidion lag es nahe, zu untersuchen

inwieweit GLT-1-modulierende Substanzen neuroprbtelwirken kdonnen. Rothsteiret al.
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konnten 2005 das [3-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxofs &elektiven Induktor des GLT-1
identifizieren und so Uber die erh6hte Glutamatrfalime in Astrozyten die Exzitotoxizitat in
verschiedenenin-vitro und in-vivo Modellen verringern (Rothstein et al., 2005). Der
neuroprotektive Effekt von Ceftriaxon Uber eine @rhing der Transporteraktivitat von GLT-1

konnte wenig spater von unserer Arbeitsgruppe bgstéerden (Théne-Reineke et al., 2008).

1.4. Exzitotoxizitat

Als Exzitotoxizitat wird eine Glutamat-induzierte ebrotoxizitat bezeichnet, die in einer

Uberaktivierung von Glutamatrezeptoren durch patisch erhohte, extrazellulare Glutamat-
Konzentrationen begrindet ist (Sattler und Tymignsk001). Ein Ischamie-bedingter

Energiemangel fuhrt zum Verlust des Membranpotentiad es kommt zur Depolarisation von
Neuronen. Dies fuhrt zu einer pathologischen Ausgohg des exzitatorischen

Aminosauretransmitters Glutamat in den synaptiscBpalt. Durch die massive Stimulierung
von Glutamatrezeptoren, besonders der NMDA-Rezepiokommt es zu einem gesteigerten
Einstrom von Natrium-, Chlorid- und Calciumionen die neuronale Zelle und einem

extrazellularen Anstieg von Kalium (Dirnagl et all999). Die erhohte intrazellulare

Natriumionen-Konzentration bedingt einen osmotisclnstrom von Wasser und fihrt zum
Anschwellen von Neuronen (Sonnewald et al., 200¢. intrazellulare Calcium-Uberladung

aktiviert Phospholipasen, Proteinkinase C, Proteasel Endonukleasen. Dadurch kommt es
zum Protein-und DNA-Abbau sowie zur Akkumulatiomvioeien Fettsauren, Stickstoffmonoxid

und freien Radikalen. Dies fiihrt schliel3lich zueeiMembranschadigung, einer Fehlfunktion
der Mitochondrien und letztlich zur Apoptose odazkkbse der betreffenden Zellen (Fisher und
Schaebitz, 2000; Arundine und Tymianski, 2004).

1.5. Astrozyten und die Ischamie

Bei ischdmischen Prozessen im ZNS nehmen Astroajtenzentrale Stellung ein. Im Rahmen
eines Schlaganfalles kann es zu einer Reduzieresgzdntralen Blutflusses kommen. Diese
Ischamie fuhrt zu einer Stérung des Sauerstoff- Nabdrstoffangebots im betreffenden Gebiet.
Dadurch werden auch der Energiestoffwechsel un&gnthese von ATP beeintrachtigt, so dass
es zu einer Schadigung von Astrozyten und Neurdoemmt. Astrozyten sind jedoch langer in
der Lage unter hypoxischen Bedingungen zu uUberleddsnNeuronen, was auf eine ATP-

Produktion durch Glykolyse zurtickzufiihren ist (Ss@m 1992). Im Rahmen der anaeroben
10
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Glykolyse wird Pyruvat zu Laktat reduziert, das déguronen zur Verfigung gestellt werden
kann (Hertz und Dienel, 2002; Brown et al., 2005).

Wie bereits oben beschrieben wird der transmembgaitgnengradient durch die NK'-
ATPase konstant gehalten, so dass ein ATP-Mangelirem Verlust des Membranpotentials
fuhrt. Daraus folgen eine Depolarisation der Zelled ein anschlieRender Anstieg der
extrazellularen Glutamat-Konzentration (Durukan020 Der ATP-Mangel kann auch eine
entgegengesetzte Funktion der Glutamattranspoeweirken (Anderson und Swanson, 2000).
Normalerweise wird Glutamat durch den GLT-1 entlaleg Konzentrationsgradienten in die
Astrozyten transportiert. Bei einer Ischamie oderamderten lonengradienten kann Glutamat
nach extrazellular gelangen. So wurde der entgegpeirte Transport als erstes an Mdllerzellen
aus der Retina von Salamandern nach Anstieg deazetularen Kalium-Konzentration
beschrieben (Szatowski et al., 1990). Jedoch raiater physiologischen Bedingungen eine
erhohte, extrazellulare Kalium-Konzentrationen allginiger Trigger eines entgegengesetzten
Transports nicht aus (Longuemare und Swanson, 199&j)noch ist wahrend eines ATP-
Mangels der Glutamat-Ausstrom, bedingt durch erdgggsetzte Transporter, aus den Neuronen

wesentlich grol3er als aus den Astrozyten (Rosai,e2000).

Der Verlust des Membrangradienten fuhrt auch zerifinstrom von Natrium in Astrozyten,
wodurch diese anschwellen. Durch Offnung sogenanumtdume-sensitive organic anion
channels(VSOAC) (Abbildung 1.2.) wird versucht, dieses Malen zu reduzieren (Chen und
Swanson, 2003). Dabei gelangt gleichzeitig Glutamat den Zellen ins Interstitium, was zu
einem Anstieg der extrazellularen Glutamat-Konzian fuhrt (Kimmelberg, 2005).

Eine Ischamie kann auch eine Freisetzung von AT® iatrazellularen Speichern bewirken
(Melani et al., 2005). Die Bindung von ATP an PuRazeptoren, z.B. den P2X%edingt eine
Calcium-unabhéngige Glutamat-Ausschittung (AbbigdtrR.) (Duan et al., 2003). Es gibt auch
Hinweise, dass die Purin-Rezeptoren in Verbindurgemer Astrogliose verstarkt exprimiert
werden (Franke et al., 2001).

Bei einer Ischamie kann es ebenfalls zu einer viertee Freisetzung von Glutamat aus
vesikularen Speichern in den Extrazellularraum k@mmwvas auf eine erhohte intrazellulare
Calcium-Konzentration zurtickzufihren ist (Montahale 2006).

Weiterhin stellen auch die oben beschriebegap-junctionseine Mdglichkeit der Glutamat-

Freisetzung in Folge einer Ischamie dar (Ye e28i03).
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der Glutamat-AufnahmeRueisetzung
(aus Chen und Swanson, 2003).

Wie oben bereits erwahnt geht man in der Literatlerzeit davon aus, dass die

Glutamat-Freisetzung aus Neuronen wahrend einbams@ immer noch die quantitativ grof3te
Menge im Vergleich zur Ausschittung aus Astrozydarstellt. Diese Auffassung wurde durch
quantitative, immunzytochemische UntersuchungeadbgOttersen et al., 1996). Dabei spielen
einerseits die im Vergleich zu Astrozyten hohemtnazellularen Glutamat-Konzentrationen in
Neuronen eine Rolle (Atwell et al., 1993), andezitsssind die Astrozyten bemuht, Uber ihre
Transporter extrazellulares Glutamat wieder aufporen. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass Neuronen grundsatzlich anfallgggentber einer Ischamie sind und auch
durch ihre hohen intrazellularen Glutamat-Konzdrdreen entscheidend zum neurotoxischen
Anstieg von Glutamat beitragen. Im Gegensatz zu deruronen besitzen Astrozyten

verschiedenste Mechanismen, lonengradienten agfregherhalten oder unter anaeroben
Bedingungen Energie bereit zu stellen, so dassskahmen einer Ischamie weniger vulnerabel
zu sein scheinen. Daher ist es ihnen offenbar aundblich eine wichtige neuroprotektive

Aufgabe, die Aufnahme von Glutamat, durch ihre h&rezahl von Glutamat-Transportern

auszufuhren. Die Bedeutung dieser Funktion konmteerschiedenen Studien gezeigt werden.
Einerseits fuhrt eine Blockade des GLT-1 zu einemehrten Odembildung und neuronalen
Schaden nach einer IschAmie (Namura et al., 2002)ererseits zeigten Studien mit dem

12
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3-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon bedeutende neuotpktive Effekte, die mit einer
Expressionssteigerung (Rothstein et al., 2005; dteal., 2008; Lipski et al., 2007) oder einer
Aktivierung des GLT-1 (Thone-Reineke et al., 20@8)hergehen. Wie die Astrozyten auf das
vermehrte Glutamat unter Ceftriaxon-Behandlung raofekularer Ebene reagieren, ist jedoch
noch unklar. Bei dieser Reaktion scheint die Reguader Apoptose und Entziindung eine
wichtige Rolle zu spielen (Chu et al., 2007).

1.6. Zytokine und Interleukin-6

Eine Verletzung des ZNS |0st eine Entziindungsreaktit reaktiver Astrogliose aus, wodurch
Mikroglia und Makrophagen aus peripheren Monozytedas Gewebe einwandern (Streit et al.,
1999) und Leukozyten akkumulieren (Hickey, 2001;ivikh et al.,, 1999). Eine
Gewebeschadigung innerhalb des ZNS fuhrt weiteduin Ausschittung von Zytokinen aus
Leukozyten und residenten Zellen (Dong und BenvenD01).

Zytokine spielen eine wichtige Rolle beim Zellwaiths und der Differenzierung von Zellen
(Rothwell, 1999). Ebenso leisten Sie einen entsig@melen Beitrag im Rahmen von Immun- und
Entziindungsreaktionen unter physiologischen sowtagbogischen Bedingungen. Im intakten
ZNS sind sie nur gering ausgebildet und werden ender ischamischen und infektiosen
Bedingungen stimuliert (Rothwell und Hopkins, 1996F konnte gezeigt werden, dass eine
Reihe von Interleukinen (Interleukin 1,2,3,4,6,8dub0) sowie Chemokine, Tumor Nekrose
Faktor alpha (TNE&) und Interferone unter experimentellen sowie klthien Schadigungen des
ZNS induziert werden. Dazu gehoren z.B. Infektign&chlaganfall, Hirntrauma, Multiple
Sklerose, Morbus Alzheimer und Morbus Parkinsorns Béeiteren sind sie als Mediatoren der
Kachexie gelaufig. Eines der ersten identifizieriokine wurdecachectingenannt, welches

nun als TNle bezeichnet wird (Beutler und Cerami, 1989).

Das Zytokin Interleukin-6 vermittelt wichtige Effekbei der Entziindungsreaktion (Benveniste,
1998). Fruher wurde es auch als Interfep@neder B-Zell-stimulierender Faktor bezeichnet. So
lasst auch schon der urspriingliche Name auf eimerseichtigsten Funktionen schliel3en, die
Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen. Whihite spielt IL-6 eine Rolle bei der
Differenzierung und Proliferation von T-Lymphozytend ist als Aktivator der Akute-Phase-
Proteine bekannt (Dong und Benveniste, 2001). Esn kdaher auch als diagnostischer
Entzindungsparameter im Rahmen einer Sepsis veetvaratden. Die Konzentration von IL-6

im Plasma kann bei schweren systemischen Infektidme auf das 1000fache ansteigen.
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Aufgrund der phasenabhéngigen Aktivierung der Zytekunterliegt IL-6 bei Sepsispatienten
individuellen Schwankungen und dient eher der \d#slaeobachtung. Aufgrund seiner
schnellen Induktionszeit (Minuten) kann es jedolshSepsismarker bei einer neonatologischen
Sepsis von diagnostischem Vorteil sein (Brunkh@®€8). IL-6 ist ebenfalls an der Regulierung
der Korpertemperatur (Chai et al., 1996), des Kigpeichts (Wallenius et al.,, 2002), des
emotionalem Verhaltens (Armario et al., 1998) uret Hamatopoese (Swartz et al., 2001)
beteiligt. Es konnte auch gezeigt werden, dass bér die Freisetzung von Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) Fieber induziert und im emh Sinne Uber die Beeinflussung der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse auf das Schlaf- usgl&halten Einfluss nimmt (Rothwell
und Hopkins, 1995).

IL-6 kann in verschiedenen Zelltypen wie Monozyteakrophagen, Osteoblasten,
Keratinozyten, Fibroblasten, Chondrozyten und MimKken gebildet werden (Suzuki et al.,
2009). Im Gehirn wird IL-6 in Astrozyten, Makroplerg Mikroglia, Neuronen und
Endothelzellen produziert (Swartz et al., 2001) beioAstrozyten eine Hauptquelle fur IL-1,
IL-6 und TNFu darstellen (Rothwell et al., 1996). Bakteriellpapolysaccharide und Zytokine
wie IL-1 oder TNFe fihren zur Bildung und Freisetzung von IL-6 audrédayten (Sawada et
al., 1992; Norris et al., 1994).

Bei einem ischamischen Insult wird IL-6 vermehrigesetzt und vermittelt zellschadigende
Entziindungsprozesse (Mergenthaler et al., 2004zefgppe sich in Mausen mit ausgeschaltetem
IL-6 Gen eine signifikante Reduzierung der Entzingdweaktion unter pathologischen
Bedingungen im ZNS (Penkowa et al., 2000). Auf dederen Seite fuhrte eine transgene
Uberexpression von IL-6 zu Neurodegeneration unitb@eaden (Campbell, 1998). Neben der
bekannten, pro-entziindlichen Wirkung gibt es jedasbh Hinweise, dass IL-6 neuroprotekiv
wirken kann (Benveniste, 1998; Rothwell und Hopkit®95). So gehort es auch zur Gruppe der
Neurokine, die das Uberleben und die Differenzigruon Nervenzellen und Gliazellen fordern.
Es teilt sich mit anderen Neurokinen, wie deeukamie-Inhibitor-Fakto(LIF) und demCiliary
neurotrophic factofCNTF) die Rezeptoruntereinheit Glykoprotein gp130zuki et al., 2009).
Im experimentellen traumatischen ZNS-Modell fuhreghOhte IL-6 Konzentrationen zu einer
schnelleren Wundheilung und Senkung des Zellto®saltz et al., 2001). Ferner soll es
Neuronen vor NMDA-Rezeptor-vermittelter Toxizit@hsitzen (Ali et al., 2000).

So scheint IL-6 sowohl eine negative als auch p@siRolle bei einer zerebralen Ischamie zu

spielen. Auf der einen Seite fungiert es in dertakuschamischen Phase vermutlich als ein
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entzuindliches Zytokin und kann zum Zellschadenrbgén. Auf der anderen Seite wirkt es in
der subakuten ischamischen Phase eher neuropwotikith LIF und CNTF (Suzuki et al.,
2009).

1.7. Zelltod

Grundsatzlich kann man zwei Arten des Zelltodeenscheiden. Zellen kénnen durch Nekrose
oder Apoptose zugrunde gehen. Eine Nekrose, chhurétoordinierter Zelltod, wird durch die
Einwirkung exogener Noxen wie Strahlung, HyperthernHypoxie, Ischamie, mechanische
Krafte oder Bakteriengifte ausgeltst. Dies geht mber Ruptur der Plasmamembran,
Zellschwellung und Karyolyse einher. Dabei sind sheiehrere Zellen betroffen und es kommt
zu einer Entziindungsreaktion (Lipton, 1999; Lov@)3.

1972 beschrieb John Kerr erstmals den Begriff Apsgt(griechapo= ab,ptosis= Fallen) (Kerr

et al., 1972). Anstelle des Begriffs ,Apoptose” evinaufig auch der Terminus ,programmierter
Zelltod" verwendet (Lipton, 1999; Love, 2003). Daesgenetisch gesteuerte, ATP-abhangige
Prozess wird unter anderem durch entartete Zaileech Akkumulation von Zellschaden, Fehlen
von Wachstumsfaktoren und Uberlebenssignalen aktivBei diesem Vorgang werden meist
nur einzelne Zellen ohne Entwicklung einer Entzingtueaktion entfernt; gesunde
Nachbarzellen werden nicht geschadigt. Die Bildemger Entziindungsreaktion wird durch so
genannte ,apoptotische Korperchen“ (engpsptotic bodies verhindert, in denen das
apoptotische Material abgekapselt und durch Phagseyschnell entfernt wird (Love, 2003).
Weitere morphologische Veradnderungen sind Zellsopfung und Kondensierung des

Chromatins bei intakter Plasmamembran (Zipfel e28100; Bredesen, 2000).

Im Rahmen eines Schlaganfalls kann es gleichzaitigNekrose und Apoptose kommen. Dabei
ist die Nekrose ein Mechanismus, der nach schwedengerhaften Verschlissen eher im
Kerngebiet der Schadigung vorkommt. Die Apoptoge é¢her nach milden fokalen zerebralen
Ischamien in der ischamischen Randzone, der sog@wraenumbra auf (Dirnagl et al., 1999;
Fisher und Schaebitz, 2000; Zipfel et al., 2000).

Die Apoptose kann Uber extrinsische und intringscbignaltransduktionswege ausgelost
werden. Der extrinsische Signalweg erfolgt Gber ddsrezeptoren“ wie TNE- Rezeptor 1
(TNFR1) oder Fas-Rezeptoren (CD95 oder Apo-1), idmsische Uber das Mitochondrium
(Love, 2003; Earnshaw et al., 1999). Beide Signgénigihren letztendlich zur Aktivierung von
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Caspasen. Diese katalysieren die Zerstorung déerzehd ihrer Kompartimente (Mergenthaler
et al., 2004).

1.7.1. Caspasen

Caspasen, Cystein-abhangige Aspartat-spezifischiedden, sind intrazellulare Proteasen, von
denen bisher 14 verschiedene Subtypen identifizientden sind (Li und Yuan, 2008). Sie
werden als inaktive Proenzyme synthetisiert und seisn apoptotischen Zellen erst durch
Eigenproteolyse oder andere Proteine gespaltenewdBredesen, 2000; Love, 2003). Caspasen
konnen in zwei grol3e Gruppen eingeteilt werden. IAterleukin-B-Converting-Enzym (ICE)-
Familie gehéren die Caspasen 1, 4, 5, 11, 12 unddie! eine Rolle bei der Zytokin-
Ausschittung und Induktion von Entziindung spiefar3erdem gibt es Caspasen, die direkt an
der Apoptose beteiligt sind (2, 3, 6, 7, 8, 9 und).llLetztere kdnnen wiederum in
Initiatorcaspasen (2, 8, 9, und 10) und Effektqreaen (3, 6 und 7) gegliedert werden
(Bredesen, 2000; Strasser et al., 2000).

Beim bereits erwdhnten extrinsischen Signalweg diedinitiatorcaspasen 8 oder 10 beteiligt.
Diese aktivieren die Exekutionscaspasen 3 und &, ddinn letztlich zur Apoptose flhren
(Stennicke et al., 1998; Lamkanfi und Kanneganfl®. Im Verlauf des intrinsischen
Signalweges wird nach Aktivierung von Caspase & dfle das pro-apoptotische Protein Bid
aktiviert. Dadurch kommt es zur Zerstérung der &mfeMitochondrienmembran, was zur
Freisetzung von Cytochrom c ins Zytoplasma undtdetdlich Gber die Initiatorcaspase 9 zur
Aktivierung der Effektorcaspase-Kaskade fuhrt. (Blzgt al., 1998; Eldadah und Faden, 2000).
Die Caspase 3 nimmt auch eine zentrale Stellungapeptotischen Signalkaskaden unter
zerebraler Ischamie ein. So wird Caspase 3 nadmefiokalen zerebralen Schaden vermehrt

exprimiert (Chen et al., 1998; Namura et al., 1998)

1.7.2. BCL-2-Proteinfamilie

Das regulatorische Protein BCL-2 und dessen glaichge Proteinfamilie sind an der
Regulation der Apoptose beteiligt. Das Protein wusdstmals aus einem B-Zell-Lymphom
(BCL) isoliert (Bredesen, 2000). Die Mitglieder d&CL-2-Proteinfamilie lassen sich in pro-und

anti-apoptotische Proteine einteilen. Zu den Apsgttirdernden Proteinen gehdren Bax, Bad,
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Bak, Bid, Bik, und BCL-xS, wéhrend beispielsweisglB2, BCL-x|, BCL-w und Mcl-1 zu den
Apoptoseinhibitoren gezahlt werden (Adams und Cb9@8).

Wie bereits erwahnt regulieren BCL-2-Proteine dreigetzung von Cytochrom ¢ aus dem
Mitochondrium im intrinsischen Weg, was den Zelltadr Folge hat. Anti-apoptotische
Mitglieder der BCL-2-Familie wirken dabei blockiack auf die Freisetzung (Yang et al., 1997,
Kluck et al., 1997), wahrend pro-apoptotische BCRBfBteine wie Bax die Freisetzung von

Cytochrom c fordern (Jirgensmeier et al., 1998).

Das anti-apoptotische BCL-2-Gen kodiert ein 26kiBhweres Membran-assoziiertes Protein,
das sich unter anderem an der Zellmembran, denchbtdrien und dem Endoplasmatischen
Retikulum befindet (Lithgow et al., 1994). Eine Wepression des BCL-2-Proteins konnte den
Tod von sympathischen Neuronen und Phaochromozgitenz (PC12 Zellen) verhindern
(Garcia et al., 1992; Mah et al., 1993). Weitemurde auch in geschadigten bzw. Giberlebenden
Neuronen nach einer fokalen oder globalen zerabrlehamie eine Steigerung des BCL-2-
Proteins beobachtet. So scheint das BCL-2-Protarh &ine entscheidende Rolle bei der
Regulation des Zelltodes nach einer zerebralendfa@h zu spielen (Shimazaki et al., 1994;
Chen et al., 1995, 1997). Die potentielle klinisdRelevanz der Apoptose-supprimierenden
Effekte zeigte sich auch im experimentellen, zaldor Ischdmie-Modell an transgenen Méausen,
wobei eine Uberexpression von BCL-2 zu einer Resturig des Infarktvolumens fiihrte
(Martinou et al., 1994; Wiessner et al., 1999).

Bax ist ein 21kDa schweres, potentes, pro-apoptws Protein, das Homodimere und
Heterodimere mit BCL-2 bilden kann. Bax Homodimé&ibren zur Apoptose. In Form von
Heterodimeren mit BCL-2 bestimmt jedoch die BCL-&HBERatio die Empfanglichkeit
gegenuber dem Zelltod. Wahrend ein Uberwiegen vOh-B die pro-apoptotischen Effekte von
Bax neutralisieren kann, fihrt eine Dominanz vorx Bam Zelltod (Oltvai et al., 1993). Eine
hohe p53-Aktivitat stimuliert die Expression vonogapoptotischer Faktoren. So wird die
Transkription von Bax durch p53 reguliert (Miyashitind Reed, 1995). Nach einer globalen,
zerebralen Ischamie steigt die Bax-Expression stigédigten hippocampalen CA1 Neuronen an
(Krajewski et al., 1995).
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1.8. Neurotrophine

Neurotrophine tfophisch griech. fir Ernéhrung férdernd) gehdren zur Femilder
Wachstumsfaktoren, die das Uberleben und die Riffgerung von Nervenzellen sichern. Die
Mitglieder schliel3en unter anderem dearve growth facto{NGF), brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4(5IT-4/5) ein. Sie binden an
spezifische Rezeptoren, den p75-Neurotrophin Rez€p?5NTR) aus der TNF Familie und an
Rezeptoren aus der Tyrosinkinase-Rezeptor-Familik @, Trk B und Trk C), wodurch
unterschiedliche, intrazellulare Signalkaskadergeldst werden (Barbacid, 1995; Huang und
Reichardt, 2001). Nach einer zerebralen Ischamian&d Neurotrophine eine massive
Neurodegeneration verhindern und vielleicht sogas dzerstorte neuronale Netzwerk
wiederherstellen, indem sie das Auswachsen newoiartsatze stimulieren (Mocchetti und
Wrathall, 1995).

1.8.1. Nerve growth factor

Der Nervenwachstumsfaktor wird in verschiedenen i@edgionen synthetisiert und kommt
zum gro3ten Teil in Neuronen des Kortex und Hippgwas vor (Mocchetti und Wrathall,
1995). Ebenso kénnen Astrozyten, Mikroglia und Mglkragen NGF produzieren (Furukawa et
al., 1986; Mallat et al., 1988). NGF setzt sich adsp- und y-Untereinheiten zusammen
(Fahnestock, 1991). Unter pathophysiologischen mpdigen spielt NGF eine wichtige
neuroprotektive Rolle. Wahrend einer Ischdmie konestzu einer Steigerung der NGF-
Konzentration in Gehirnen adulter Ratten, wodureliroprotektive Prozesse in Gang gesetzt
werden, die zu einer Regeneration von Neuronen, deB Aussprossen neuronaler Fortsatze
fuhren (Lorez et al., 1989). Des Weiteren zeigtenmitro Studien einen protektiven Effekt von
NGF im Rahmen einer Hypoglykdmie (Cheng und Mattsd®91). Intraventrikulare
Behandlungen mit NGF fuhrtem-vivo zu einer Reduzierung des verzdgerten, neuronalen

Zelltodes (lelayed neuronal deatl§higeno et al., 1991).

1.8.2. Brain derived neurotrophic factor

BDNF weist zu 50% eine Homologie mit NGF auf untd eébenso am Wachstum und der
Differenzierung von Neuronen, sowie der Regulatitam synaptischen Plastizitat im adulten

Gehirn beteiligt (Binder und Scharfman, 2004). \idiin spielt es eine wichtige Rolle beim
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Langzeitgedachtnis (Bekinschtein et al., 2008) dedNeurogenese (Zigova et al., 1998; Pencea
et al., 2001). Knock-out-Mause, denen das Gen fDNB fehlt, entwickelten sensorische
Defizite (Ernfors et al., 1994). Verschiedene IsulgModelle zeigten einen Anstieg der
BDNF-Expression, die mit einem neuroprotektivenekffzu korrelieren schien (Lindvall et al.,
1992; Kokaia et al., 1995;Tsukahara et al., 198#)e post-ischamische Behandlung mit BDNF
verhinderte den Tod von Neuronen in der CAl-Regies Hippocampus, die Aktivierung von
Astrozyten und die Infiltration von Makrophagen Kanova et al., 1999). Weiterhin waren
Neuronen durch eine Vorbehandlung mit BDNF reststergegentber einer Glutamat-
vermittelten Neurotoxizitdt (Cheng und Mattson, 4P9Ebenso konnte das Infarktvolumen
durch Applikation von BDNF reduziert werden (Schizbet al., 1997). Wird jedoch ein zur
Funktion wichtiges BDNF-Allel entfernt, hat diesnei VergréRerung der Infarkt-Areales zur
Folge (Endres et al.,, 2000). Diese Studien veramgidinen eindeutig die neuroprotektiven
Effekte von BDNF im Rahmen einer Ischamie. In eiardie unserer Arbeitsgruppe fihrte die
Behandlung mit denfi-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon in einerm-vivo Schlaganfall-Modell
zu einer Expressionssteigerung von BDNF, was vdithutzu dem beobachteten,
neuroprotektiven Effekt des Antibiotikums beitrdghne-Reineke et al., 2008).

1.9. Ceftriaxon

Ceftriaxon ist einB-Laktam-Antibiotikum und gehdrt zu den Cephalospen. Diep-Laktam-
Antibiotika besitzen eine-Laktam-Ring als antibakteriell wirksames Zentrubas erstep-
Laktam-Antibiotikum wurde 1928 von Alexander Flenmgientdeckt. Er beobachtete auf einer
Agar-Platte mitStaphylococcus aureusine Schimmelpilzkolonie Renicillium notatury in
deren Umkreis es zu keinem Bakterienwachstum k&89 Isolierte er den Pilz und gewann
daraus da®enicillium (Penicillin), welches sich als ungiftig heraudstelind schon in geringen
Konzentrationen human pathogene Bakterien abzutétmochte. Aufgrund des grof3en
therapeutischen Erfolges versuchte man weitere rétert der B-Laktam-Antibiotika zu
entwickeln, und so wurde 1953 aus dem Rigphalosporium acremoniunias Cephalosporin
isoliert. Dies hatte die Vorteile, dass es widerdsidhiger gegeniber Staphylokokken-
Penicillinase war und eine héhere Saurestabilifwias (Friedrich, 2006).

Ihre bakterizide Wirkung auf proliferierende Erreggen die-Laktam-Antibiotika durch eine
Reaktion mit bakteriellen Mureinsynthetasen, audhBR“ (Penicillin-bindende-Proteine)

genannt, aus. Diese PBPs fungieren im bakteriéaffwechsel als Transpeptidasen, die fur
19



1. Einleitung

den Aufbau und die Stabilitst des Peptidoglykangtesi essentiell sind. Da-Laktam-
Grundgerist ist mit dem D-Alanyl-D-Alanin-Rest d€ranspeptidasen strukturverwandt und
kann dieses daher unter Spaltung dekaktam-Ringes acytelieren. Die PBPs sind im
menschlichen Organismus nicht vorhanden, und sonkoes nur innerhalb der pathogenen
Erreger zu Zellwanddefekten und zur osmotisch lgtdim Bakterizidie (Stahlmann und Lohde,
2009; Drawz und Bonomo, 2010).

Jedoch gibt es heutzutage im Bereich der antilsiodis Therapie immer mehr Probleme mit der
Entwicklung von Resistenzen. So werden von einig@akterienstdmmen sogenannte
B-Laktamasen gebildet, die durch hydrolytische Spagjtdes3-Laktamringes die Wirkung von
B-Laktam-Antibiotika aufheben. Weiterhin fuhren Vied&rungen der PBPs oder Aktivierung
von Effluxmechanismen, die das Antibiotikum aus delle transportieren, zu vermehrten

Resistenzen (Heisig, 2006; Drawz und Bonomo, 2010).

Das Grundgerust der Cephalosporine bildet die 7ndrtiephalosporansdure. Im Rahmen ihres
Wirkspektrums auf pathogene Keime wurden stetigen@&enerationen entwickelt. So zahlt
Ceftriaxon (Abbildung 1.3.) zur 3. Generation dargnteralen Cephalosporine. Ceftriaxon weist
gegenuber der 1. und 2. Generation eine besseresa¥keit im gramnegativen Bereich und
eine hohere Stabilitat gegenulfgiaktamasen auf. Sie sind jedoch weniger wirksamege
Staphylokokken. Das Wirkspektrum erstreckt sich gnamnegativen Bereich alNeisseria
meningitidis Neisseria gonorrhoeaeEnterobacteriaceaeund Haemophilus influenzaelm
grampositiven Bereich ist es hochaktiv gegeniUbkeeptococcus pyogenesid Streptococcus
pneumoniae Ceftriaxon hat sogenannte Wirkungslicken Bseudomonas aeruginosand
Enterococcus sp(Lamb et al., 2002). Es besitzt ebenfalls, wiée anderenp-Laktam-
Antibiotika, keine Wirkung bei obligat intrazelluldpathogenen Erregern wiRickettsiasp.
Chlamydia spund Legionella sp.(Perry und Schentag, 2001), zellwandlosen Bakteven
Mycoplasma sp. langsam wachsenden Bakterien whdycobacterium sp und obligat
intrazellular parasitaren Bakterien viBeucella sp (Stahlmann und Lohde, 2009).
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Abbildung 1.3. Strukturformel von Ceftriaxon (aus Hinkle und Bod&980).

Aufgrund seines breiten Wirkungsspektrums ist @eftm bei schweren akuten und chronischen
bakteriellen Infektionen im Hals-, Nasen- und Olweneich, im Bauchraum, der Atemwege, der
Haut und Weichteilgewebe, der Geschlechtsorgane,Kadechen und Gelenke und Lyme-
Borrelliose im Stadium Il und Il sowie bei Sepsisd Meningitis indiziert (Angaben Firma
Roche).

Haufige Nebenwirkungen sind allergische Reaktionent Ausschlag und Juckreiz,
Venenentziindung (Thrombophlebitis) an der Applikasstelle, Candidiasis (oral, vaginal),
Anstieg der Leberenzyme im Serum und gastrointaigtilBeschwerden wie Ubelkeit oder
Diarrhoe. Sehr selten kann es auch zu einer psexmbnandsen Enterokolitis kommen.
Weiterhin  kdnnen unerwinschte Arzneimittelwirkungedtorungen des Blutbildes mit
Leukopenie, Thrombozytopenie, Andmie oder Verlanggr der Prothrombinzeit auslésen
(Lamp et al., 2002). Bei Kindern werden sehr hawuigsfallungen eines Calciumsalzes von
Ceftriaxon in der Gallenblase oder den Gallengangsrbachtet, das in der Sonographie als
Verschattung zu erkennen ist, aber nach AbsetzenGaftriaxon Reversibilitdt aufweist. So

wurde ebenso eine Haufung von Cholelithiasis fessédje (Riccabona et al., 1993).

Ceftriaxon besitzt mit sechs bis neun Stunden dmgdte Plasmahalbwertszeit unter den
Cephalosporinen. Nach Applikation von 1 g Ceftriaxotravends betragt der Serumspiegel
nach 12 Stunden noch 30mg/l, wahrend dieser bei aederen Cephalosporinen der
3. Generation unterhalb der Nachweisgrenze liegt.

Auch im Hinblick auf die Proteinbindung ist Ceftt@ gegeniiber den anderen Vertretern der
3. Generation hervorzuheben. Bei einer normalendbasy betragt die Proteinbindung bis zu
95 % (Stille et al., 2005). Bei hoheren Dosierungemmt es daher zu einer Freisetzung in den
extravaskularen Raum, und Ceftriaxon kann so vermmetKorperflissigkeiten diffundieren und
wirksam sein. Ferner wird durch die hohe Proteidbirg die renale Elimination umgangen und
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so eine langere Plasmahalbwertszeit erreicht (RerdySchentag, 2001). Ceftriaxon wird nicht
nur renal (45 bis 60%), sondern auch biliar elimih{Lamp et al., 2002). Bei einer normalen
Leberfunktion ist es erst nétig, die verabreichégdsdosis unter 2 g zu beschranken, wenn eine
Niereninsuffizienz mit einem Kreatin-Clearance vb@ml/Minute oder weniger vorliegt, was
mit einer biliaren Kompensation begriindet ist. @&fon wird als Standard-Dosis von 1-2 g
einmal taglich bei Erwachsenen und Kindern tUbergbp&renteral appliziert (Angaben Firma
Roche).

Ceftriaxon besitzt im Allgemeinen eine hervorrageri@enetrationsfahigkeit in Gewebe und
Flissigkeiten (Perry und Schentag, 2001). So wsdaech, wie bereits oben erwahnt, bei
bakteriellen Infektionen im Gehirn, wie einer Megitis, angewendet. Durch die Blut-Hirn-

Schranke gelangt das Antibiotikum parazellular Hurpassive Diffusion entlang eines
Konzentrationsgradienten. Wegen der geringen Lipephvon Ceftriaxon erfolgt dieser

Transport nur langsam, ist jedoch bei Stérung det-Birn-Schranke z.B. im Rahmen einer
Ischamie deutlich beschleuningt. Ceftriaxon besitztiquor eine langere Halbwertszeit als in
der Blutbahn (Lutsar und Friedland, 2000) und hat eine minimale Affinitat gegenuber

Transportsystemen infPlexus choroideysdie das Antibiotikum aus dem Liquor entfernen
wurden (Spector, 1986). Ebenfalls werden durch fét&tandard-Dosierungen von einmal
taglich 100 mg pro kg Korpergewicht, jedoch nichelm als 4g pro Tag, die freien

Konzentrationen von Ceftriaxon erhéht und so auetsdn Diffusion, welches durch die bereits
beschriebenen gesattigte Proteinbindung bei normiatesierungen begrindet ist. So gleichen
diese Mechanismen die geringe Penetration durcBldieHirn-Schranke aus und sind fur eine
ausreichend therapeutisch wirksame Konzentration Liquor verantwortlich (Lutsar und

Friedland, 2000).

Ceftriaxon ist, wie oben bereits beschrieben, aitibdotikum und wird zur Therapie bakterieller
Infektionen eingesetzt. Jedoch publizierten Rothste al. 2005, dass Ceftriaxon in einem
vivo-Modell der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) soviie einem in-vitro-Modell der
neuronalen Ischamie, durch Erhéhung der Expressiod Aktivitat des astrozytaren
Glutamattransporters GLT-1 neuroprotektiv wirkemikdRothstein et al., 2005). Unsere Gruppe
konnte aul3erdem zeigen, dass die Behandlung miti&@in nach fokaler zerebraler Ischamie
durch Verschluss dekrteria cerebri medigMCAO) in Ratten die akute 24-Stunden-Mortalitat
signifikant reduziert, die neurologischen Schaderringert und die Anzahl der Uberlebenden

Neuronen innerhalb der Penumbra erhéht. Der vohd$Reihet al. publizierte Mechanismus der
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Induktion des GLT-1 Transporters konnte jedoch ichl&yanfallmodell bei Ratten nicht
reproduziert werden (Thone-Reineke et al., 2008).

Beide Studien trugen dazu bei, die noch relativen&ukenntnis zu bestarken, dass einige
Antibiotika neuroprotektive Eigenschaften haben uexkentuell in der Akuttherapie des
Schlaganfalls zu Verbesserungen fiihren konnten. uoie Rothsteinet al. beschriebenen
therapeutischen Effekte von Ceftriaxon bei der Afilirten zur Initiierung einer klinischen
Phase Ill Studie an Patienten mit ALS, die jedoemé&n therapeutischen Effekt zeigen konnte
(Cudkowicz, et al., 2013).

1.10. Fragestellung

Wie in der Einleitung beschrieben, ist Glutamat devichtigste exzitatorische
Aminosauretransmitter im ZNS. Im Rahmen einer zeleb, fokalen Ischamie kommt es durch
einen extrazellularen Anstieg von Glutamat zur Wbemwlation von Glutamatrezeptoren. Dies
fuhrt zum Absterben von Neuronen durch den sogdeanklechanismus der Exzitotoxizitat.
Astrozyten sind in der Lage, Glutamat Uber Transysteme aus dem Extrazellularraum zu
entfernen.

Bisher durchgefiihrte Studien haben gezeigt, dass mdiuroprotektiven Wirkungen von
Ceftriaxon auf eine Expressions- und/oder Aktigséeigerung des Glutamat-Transporters
GLT-1 zurtckzufuhren sind, wodurch die astrozyt@&latamat-Aufnahme gesteigert wird und
Neuronen vor Exzitotoxizitat geschutzt werden (Rtghn et al., 2005; Lee et al., 2008; Théne-
Reineke et al., 2008). Bislang ist jedoch noch mnicbkannt, wie die Astrozyten auf die
vermehrte Glutamat-Aufnahme reagieren: ob die Agten z.B. selbst geschéadigt werden
und/oder ob sie neuroprotektive Substanzen systéedn und freisetzen.

Vor diesem Hintergrund sollten in der vorliegendebeit in einemin-vitro Glutamat-Modell
die Ceftriaxon-induzierten Veranderungen an primakstrozyten der Ratte untersucht werden.
Hierfir wurde die Genexpression von inflammatoreggthZytokinen, Neurotrophinen und
Apoptose-Markern in Ceftriaxon-behandelten und tabeelten Astrozyten analysiert und
verglichen. Weiterhin wurde in dieser Arbeit anhawmon Versuchen, in denen primare,
neuronale Zellen mit konditioniertem Medium von wglyten behandelt wurden, untersucht,
inwieweit Substanzen, die von Ceftriaxon-behandefstrozyten freigesetzt werden, protektiv
auf Neuronen wirken.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien und Gerate

2.1.1. Chemikalien allgemein

Chemikalien Bezugsquelle

Acridinorange Roth, Karlsruhe, D

Alpha MEM Eagle Medium PAN Biotech, Aidenbach, D

Alpha MEM Eagle Medium without Glutamin PAN Biotech, Aidenbach, D
Amphotericin (2,5 pg/ml) PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, D
Ceftriaxon-DinatriunB3,5H,0 (Rocephii Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, D
Chloroform Merck, Darmstadt, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) SIGMA, Taufkirchen, D

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, D
Ethanol (70% v/v) Mallinckrodt Baker, Deventer, NL
Ethidiumbromid (1% m/v) Roth, Karlsruhe, D

Fetales Kalberserum (FBS) GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, D
Gentamycinsulfat-Losung (10 mg/ml) Biochrom Ag, Berlin, D
Isopropanol Merck, Darmstadt, D
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, D

L-Glutamic acid monosodium salt hydrate ~ SIGMA, Taufkirchen, D

(Natrium-L-glutamatmonohydrat)

Magnesiumsulfat (MgS%) Aldrich, Steinheim D

NP40 (10% (v/v) SIGMA, Taufkirchen, D
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) PAN Biotech, Aidenbach, D
Penicillin-Streptomycin PAN Biotech GmbH, Aidenbach, D

(100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)
ROX- Solution Invitrogen, Karlsruhe, D
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) SIGMA, Taufkirchen, D

als Tris-Base und Tris-HCI

Trypsin/EDTA (0,25 % w/v / 0,5 mM) PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Tween 20 SIGMA, Taufkirchen, D
H.O (Ultra-Pure water) PAN Biotech, Aidenbach, D
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2.1.2. Chemikalien fur die Molekularbiologie

Chemikalien

DNASE

DNASE Puffer
Desoxynukleosid-Triphosphat (ANTP)
5 x M-MLV-Puffer

M-MLV Reverse Transkriptase
Power SYBR GreéhMastermix
Random Hexamer Primer
RNasin

Stop - Solution
Tag-Polymerase
TRIzolReagenz

2.1.3. Kits

Gaspase-Glo 3/7 Assay

Glutamate — Assay

2.1.4. Arbeitsmaterialien

Materialien

CryoTube Kryordhrchen

Cryo- 1°C Freezing Container
Filtereinheit FP30/0.2 CA-S

T-Flaschen (25 cf 75 cnf, 175 c)

6-, 24 und 96-well Zellkulturplatten
Eppendorfgefal3e

10 pl-, 100 pul-, 1000 pl-Eppendorfspitzen
96-well Multiplay PCR-Platten

Klebefolie, optisch klar

Bezugsquelle
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Applied Biosystems, Darmstadt, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Invitek, Berlin, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Promega, Mannheim, D
BioVison, CA, USA

Hersteller

Nunc, Roskilde, DK

Nalgene, USA

Whatman, Dassel, D

Falcon. Gréfelfing-Lochham. D
Becton Dickenson, Sparks, USA
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Sarstedt, Numbrecht, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
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2.1.5. Gerate

Gerate

Analysenwaage BL 150S

Hersteller

Sartorius, Géttingen, D

Benchmark plus microplate Spektrophotomet&io-Rad, Hercules, USA

COy-Inkubator HERACell 150
Fluoreszenzmikroskop DM IRE2
Luminometer Monolight 3010
Mikroskop DM IL

NANO Drop Spektrophotometer ND 100
Pipettierhilfe pippetus-akku
Pipetten

Préazisionswaage SC2
Real-timePCR-System Mx3000P
Schittelgerat Vortex-Genie 2
Sicherheitswerkbank Safe2010
Thermomixer comfort
Vakuumsaugpumpe

Wasserbad WB14

Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge 22R

Zentrifuge 32R

Kendro, Langenselbold, D

Leica, Wetzlar, D

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Leica, Wetzlar, D

Biotechnologie GmbH, D
Hirschmann, Eberstadt, D

Rainin Classic, Oakland, CA, USA
Sartorius, Gottingen, D
Stratagene, La Jolla, USA
Scientific Industries, Bohema, USA
Heto-Holten, Allerad, DK
Eppendorf, Hamburg, D

KNF Neuberger, Freiburg, D
Memmert, Schwabach, D
Eppendorf, Hamburg, D

Hettich, Tuttlingen, D

Hettich, Tuttlingen, D
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur von primaren Astrozyten

Die gesamten Arbeiten mit Astrozytenkulturen erferg unter sterilen Bedingungen. Dazu
wurden eine entsprechende Sicherheitswerkbank wchfieie Materialien vom Hersteller

genutzt.

2.2.1.1. Zellkulturmedien

Das Zellkulturmedium zum Wachstum und zur Vitafigihaltung der Astrozytenkulturen wurde
aus 450 ml Alpha MEM Eagle, 50 ml FBS und 5 ml Gemgcinsulfat hergestellt. Zur Anzucht
von Zellkulturen (Anzuchtmedium) werden 442,5 mpAa MEM Eagle mit 5 ml Penicillin-
Streptomycin (100 U/ml), 5 ml Amphotericin (5,5 pd), 2,5 ml Gentamycinsulfat (50 pg/ml)
und 50 ml FBS versetzt. Wahrend der unterschiegiicBehandlungen der Zellen und 24
Stunden davor wurde ein sogenanntes Hungermeditsm?40-BS) genutzt, welches aus 492,5
ml Alpha MEM Eagle, 2,5 ml FBS und 5 ml Gentamyuaifet besteht.

2.2.1.2. Isolierung und Kultivierung von primaren Astrozyten aus der Ratte

Die Tétung von Ratten zur Gewinnung primarer Astrozytear wurch die Anzeige T0O059/05
beim Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LaGB&8din genehmigt.

Die Isolierung primarer Astrozyten erfolgte basieteauf einer Methode von McCarthy und de
Vellis (McCarthy und de Vellis, 1980). Im Alter vagin bis zwei Tagen wurden Ratten durch
Dekapitation getdtet. Das Gehirn wurde mit Hilfeexi Schere steril entnommen, indem der
Schadel vonfForamen magnunentlang deiSuttura sagittalisnach rostral eréffnet wurde. Zur
weiteren Verarbeitung wurde das Gehirn auf kalt@8® Belagert und die anhaftenden Meningen
und BlutgefalRe entfernt. Das Hirngewebe wurde dieftidnd mit Anzuchtmedium versetzt und
mittels verschiedener PipettengroRen durch wiediehdufziehen zerkleinert. Die gewonnene
Suspension wurde in eine T-75 Flasche Uberfuhrthed37°C und 5 % COinkubiert. Nach
24 Stunden erfolgte eine mikroskopische Kontroler &Flaschen. Die Halfte des Mediums
konnte gewechselt und groRere Gewebsstiicke abgesargen, wenn aus abgesetzten
Gewebsfragmenten am Boden der Flasche erste Astrozwuchsen. Ein kompletter

Mediumwechsel wurde drei Tage nach Praparation hdef¢ihrt. Wurde der Flaschenboden
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vollstandig von Astrozyten bedeckt, also eine Koefiz erreicht, konnte eine Subkultivierung
durch ,Passagieren” durchgeftihrt werden.

2.2.1.3. Passagieren von primaren Astrozyten

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen uMerdiinnung vom alten Kulturgefaf3 in
neue Zellkulturflaschen uberfiihrt. Dazu wurde dafikdlturmedium aus den Kulturflaschen
abgesaugt und der Zellrasen mit auf 37 °C erwarnRB& gewaschen. Danach wurden pro T-75
Zellkulturflasche 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung zugedetn dass ein dunner Flussigkeitsfilm die
gesamten Zellen benetzte. Die Zellkulturflaschedeuttiir 5 Minuten bei 37°C und 5 % @O
inkubiert und unter mikroskopischer Kontrolle deedin der Ablésung des Zellrasens
festgestellt. Jetzt konnte durch leichtes Schlagegen die Flasche der Zellrasen vom Boden
soweit gelost werden, dass die Zellen mit 10 mikzéurmedium abgespult und in ein 15 ml
Falcon Uberfiihrt werden konnten. Das Falcon wuidéfMinuten bei 1000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das ZellpelldiOiml Zellkulturmedium resuspendiert,
wobei je 5 ml in zwei neue T-175 Flaschen pipetiierd 20 ml Zellkulturmedium dazugegeben
wurden. Die Kultivierung der Flaschen bis zur Koefhz erfolgte im Brutschrank bei 37°C und
5% CQ.

2.2.1.4. Mediumwechsel

Das Zellkulturmedium wurde alle drei Tage regelmgé&ineuert, um gentigend Nahrstoffe fur
die Zellen zu gewahrleisten. Das vorhandene Mediumde abgesaugt und durch 25 ml frisches

Zellkulturmedium ersetzt.

2.2.1.5. Kryokonservierung von primaren Astrozyten

Zur langfristigen Aufbewahrung von primaren Astriezy konnten aus den Zellen Kryostocks
angelegt werden. Durch mehrmaliges Passagierestaner-75 Kulturflaschen, dann in T-175
Kulturflaschen, wurden groRere Mengen an primarestrokyten hergestellt. Eine konfluente
Zellpopulation in einer T-175 Kulturflasche konrdef zwei Aliquots von je 1 ml aufgeteilt
werden. Nach Konfluenz wurden die Zellen wie beifPagsagieren” beschrieben von der
Kulturflasche abgel6st. Die Zellsuspension wurde 30 Minuten bei 25°C und 1000 rpm

zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstandeslagigt und es erfolgte eine Resuspension
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des Pellets in Einfriermedium bestehend aus FBS108d DMSO. Die Suspension wurde in
Kryoréhrchen zu jeweils 1 ml aliquotiert, bei -80f@ 24 Stunden in einem Kryo- Container
(Cryo-Freezing Container, Nalgene) eingefroren @amschlieend in einem Vorratstank in

flissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.2.1.6. Auftauen von primaren Astrozyten

Die Kryoréhrchen wurden aus dem flissigen Stickssafnhommen und langsam im Wasserbad
bei 37°C aufgetaut. In ein 15 ml Falcongefal3 minlZellkulturmedium wurde je 1 ml der
Zellsuspension aus den Kryoréhrchen tropfenweigetpert und anschliel3end fur 5 Minuten bei
25°C und 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand veuathgesaugt und das Pellet in 10 ml 37°C
warmem Zellkulturmedium durch mehrmaliges Auf- Wiasaugen resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde dann in eine T-75 Kulag@he mit 10 ml warmem Zellkulturmedium
dberfuhrt und im Brutschrank bei 37°C und 5 %,Ckltiviert. Zeigte sich nach 24 Stunden in
der mikroskopischen Kontrolle eine Adhasion derlefelam Flaschenboden, wurde die Halfte
des Zellkulturmediums gewechselt. Bestand keine ade eine geringe Adhasion, wurde noch
weitere 24 Stunden bis zum Mediumwechsel gewdtiatkompletter Mediumwechsel erfolgte

nach drei Tagen.

2.2.1.7. Kultivierung in Zellkulturplatten

Zur Kultivierung von priméaren Astrozyten in Zellkutplatten wurde in eine 9%ell-Platte 50 pl
Zellsuspension pravell pipettiert, in 24well-Platten 500 pl prevell und in 6well-Platten 2 ml
pro well. Nach 24 Stunden erfolgte der erste Mediumwechsdl die Zellen wurden bis zur
Konfluenz im Brutschrank bei 37°C und 5 % £Kltiviert.

2.2.2. Neuronale Zellkulturen (NG 108-15)

Neuronen der Zellinie NG 108-15 sind eine Fusios MU8TG2 Maus-Neuroblastom-Zellen und
6CBU-1 Ratten-Gliom-Zellen. Die Zellen waren in earer Arbeitsgruppe vorratig. Die
gesamten Arbeiten mit neuronalen Zellkulturen gtirh unter sterilen Bedingungen. Dazu
wurden eine entsprechende Sicherheitswerkbank wmchfieie Materialien vom Hersteller

genutzt.
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2.2.2.1. Zellkulturmedien

Das Zellkulturmedium wurde aus 450 ml DMEM (Dulbescmodified Eagle Medium), 50 ml
FBS und 5 ml Gentamycinsulfat hergestellt. Wahrdad unterschiedlichen Behandlungen der
Zellen und 24 Stunden davor wurde ein sogenanntegéimedium (1 % FBS) genutzt, welches
aus 490 ml DMEM, 5 ml FBS und 5 ml Gentamycinsutfesteht.

2.2.2.2. Passagieren der neuronalen Zelllinie NG 845

Eine Subklutivierung erfolgte durch passagierenzbiiner Rate von 1:6, da die Zellen sehr
schnell proliferieren. Nach Erreichen der Konfluemarden die Zellen unter Verdiinnung vom

alten Kulturgefal® in neue Zellkulturflaschen Ubharfli Dazu wurde das Zellkulturmedium aus
den Kulturflaschen abgesaugt und der Zellrasenawit37 °C erwdrmtem PBS gewaschen.
Danach wurden pro T-75 Zellkulturflasche 2 ml TiggSDTA-L6sung zugesetzt, so dass ein
dunner Flussigkeitsfilm die gesamten Zellen beret2ie Zellkulturflasche wurde bei 37°C und

5 % CQ inkubiert bis sich unter mikroskopischer Kontrolier Zellrasen abléste. Zu den

Zellkulturflaschen wurde dann frisches Zellkultuanen gegeben. Das Medium wurde mit den
Zellen abgesaugt und auf zwei neue Zellkulturflaschufgeteilt. Die Kultivierung der Flaschen

bis zur Konfluenz erfolgte im Brutschrank bei 34i@ 5 % CQ.

2.2.2.3. Mediumwechsel

Das Zellkulturmedium wurde alle zwei Tage regelrgdBineuert. Das vorhandene Medium
wurde abgesaugt und durch frisches Zellkulturmedersetzt. Die Menge des Mediums war
abhangig von der Platten- bzw. Kulturflaschengr@3@é75 mit 25ml, T- 75 mit 10ml, in &ell-
Platten 2 ml pravell).

2.2.2.4. Auftauen der neuronalen Zelllinie NG 1088

Die neuronalen Zellen wurden im flussigen Sticksaoffbewahrt. Die Kryor6hrchen wurden aus
dem flissigen Stickstoff enthommen und langsam ias3&rbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen
wurden in 20 ml Zellkulturmedium resuspendiert @ams$chlielend fir 5 Minuten bei 25°C und
1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abggsand das Pellet in 10 ml 37°C warmem

Zellkulturmedium durch mehrmaliges Auf- und Absaugesuspendiert. Die Zellsuspension
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wurde dann in eine T-75 Kulturflasche mit 10 ml mam Zellkulturmedium Uberfihrt und im
Brutschrank bei 37°C und 5 % GQuiltiviert.

2.2.2.5. Kultivierung in Zellkulturplatten

Zur Kultivierung der neuronalen Zellinie NG 108-itbZellkulturplatten wurde in eine 9&ell-
Platte ca. 10.000 Zellen und in 24ll-Platten ca. 50.000 Zellen ausgesat. Nach 24 Stunde
erfolgte der erste Mediumwechsel und die Zellendsarbis zur Konfluenz im Brutschrank bei
37°C und 5 % Cokultiviert.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. RNA-Isolation

Primare Astrozyten wurden in \gell-Platten kultiviert und wie unten (2.2.5.) beschee

behandelt. Nach Abschluss der Inkubation und Absautps Mediums wurden die Zellen mit 2
ml kaltem PBS gewaschen und anschlieRend mit 1 Rizdl Reagenz versetzt. Die Zellen
wurde mit Hilfe eines Zellkulturschabers in TRIR&agenz von der Zellkulturplatte gelést und
in ein Eppendorf-Gefald aufgenommen. Das gewonneemiggh konnte entweder direkt
weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert werdn.weiteren Schritte zur Isolierung von RNA
aus Zellen erfolgten nun gemaR den Angaben desoFRIbtokolls (Invitrogefi). Nach

Inkubation der Zellen in TRIzol Reagenz bei Raungeratur fir 5 min wurden die Proben mit
0,2 ml Chloroform extrahiert. Die RNA wurde anseflend mit 0,5 ml Isopropanol gefallt, mit

75 % Ethanol gewaschen und in 20 pl Wasser gelost.

2.2.3.2. Bestimmung der RNA-Konzentration und Quatat

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte pho&irisch mit Hilfe des NANO Drop
Spektrophotometer ND 100, wobei die gewonnene RNWeoVerdinnung direkt auf den
Messbereich zu 1,5 ul aufgetragen werden konnts.Absorptionsmaximum der RNA lag bei
einer Wellenlange voi=260 nm. Gleichzeitig wurde eine Messung bei eivetlenlange von
A=280 nm durchgefuhrt, die der Kontrolle auf eveléud&/erunreinigungen durch Proteine
diente. Der AbsorptionsquotientR#étio) bei 260 nm und 280 nm sollte bei einer

kontaminationsfreien RNA-Gewinnung zwischen 1,6 @r@lliegen.
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2.2.3.3. cDNA-Synthese

Die komplementdre DNA (cDNA) wurde gemal’ des fotlgmn Protokolls aus der gewonnen
RNA synthetisiert. Jeweils 0,5 pg RNA wurden umgesben und die RNA-Proben zu einem
Gesamtvolumen von 8 pl mit Wasser verdinnt. Damagide ein DNAse-Verdau durchgefihrt,
indem jede Probe mit 1 ul DNAse und 1 pl DNAse-Butffersetzt und bei 37°C fur 30 Minuten
inkubiert wurde. Anschliel3end erfolgte die Zugalba \t pl STOP-Lésung zu jeder Probe und
eine Inkubation fur 10 Minuten bei 65°C. Die Probemrden danach mit 0,5 ul Random
Hexamer Primer versetzt und fir 5 Minuten bei 7@iKubiert. Alle Proben wurden sofort auf
Eis gelagert und mit 13,5 pl Mastermix, bestehaml @75 pl RNasin, 0,5 pl M-MLV-Reverse
Transkriptase, 5 ul 5x M-MLV-Puffer, 6 pl ddd& und 1,25 pl 10 mM dNTP’s, versetzt, und bei
37°C fur 60 Minuten inkubiert. Die gewonnene cDNAnkte bei -20°C aufbewahrt werden.
Eine Negativkontrolle (RT(-)), in deren Ansatz diRReverse Transkriptase durch ein
entsprechendes Volumen anCHersetzt wurde, ist bei der cDNA-Synthese mitgefidorden

und wurde ebenfalls den nachfolgenden PCR-Unteusiggn unterzogen.

2.2.3.4. QuantitativeReal-time PCR (qPCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methadr Amplifizierung von Nucleinsaure-
Fragmenten. Die Standard-PCR besteht aus den t8ohriDenaturierung, Anlagerung
(Annealing und VerlangerungElongatior). Nach Denaturierung bei 95°C, lagern sich bei®0°
die Primer an die DNA Einzelstrange an. Danach wdid Temperatur auf 72°C, das
Temperaturoptimum einer hitzestabilen DNA-Polymeraserhéht, um eine optimale
Doppelstrangsynthese zu erlauben, die der urspoimegl DNA exakt gleicht. Werden die
Zyklen mehrfach wiederholt, ergibt sich eine expuigdle Zunahme der amplifizierten DNA-
Molekule (PCR-Produkt). DiReal-timePCR bietet die Moglichkeit der Quantifizierung usal
die Zunahme des PCR-Produktes in Echtzeit zu \ggfol Dazu ist in dem PCR-Ansatz der
Farbstoff SYBR Greéhintegriert, der nach Interkalierung in doppelstige DNA fluoresziert.
Die steigende Anzahl des PCR-Produktes korrelignt mit der Zunahme der Fluoreszenz. Der
Gehalt des PCR-Produktes kann somit nach jedem BRRs gemessen und mit einem
Schwellenwert, bei dem sich das Fluoreszenzsigeahdg deutlich von der Hintergrund-
Fluoreszenz abhebt, verglichen werden. Die Zykllszdei dem ein konstantes

Fluoreszenzsignal erreicht wird, wird dlsresholdZyklus (C;) bezeichnet.
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Die Auswertung der Daten erfolgte hier mit Hilfer &*““"-Methode (Livak und Schmittgen,
2001). Dabei handelt es sich um eine relative QfiErtung, wobei die Expression der
gemessenen Gene auf ein nicht reguliertes (Fdousekeeping Gen, z.B. die ribosomale
18S-RNA-Untereinheit (18S-rRNA), normalisiert wifiefaffl, 2001).

Durchfiihrung der Real-time PCR

Die cDNA Proben und Primer wurden 1:10 verdunntr Hie quantitativeReal-time PCR
wurden pro Probe 10 mtell cDNA in eine 96well-Platte pipettiert und mit 20 pl PCR
Mastermix bestehend aus 15 pl SYBR Gfedousemix (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.1.),
0,6 ul sense-/antisense-Primer (10 uM), 3,725 ,@dund 0,075 pl Tag-Polymerase (5 U/ul)
aufgefullt. AnschlieRend wurde die Platte mit eidarchsichtigen Klebefolie verschlossen und
fur 4 Minuten bei 4°C und 4000 rpm zentrifugierieDPlatte wurde danach in dé&teal-time
Cycler gestellt und der entsprechende Reaktionszyklusages Fur PCR-Untersuchungen
bestimmter Primer wurde ein kommerzieller Power &/ Bsreen PCR Master Mix verwendet,
wobei der Reaktionsansatz in einer \@éHi-Platte nun aus 10 pell cDNA, 12,5 pl Power
SYBR® Green PCR Master Mix, 0,6 pl sense-/antisensed®ri(h0 pM) und 1,3 pl 4D
bestand. Der Reaktionszyklus wurde entsprechendepasgt (siehe Tabelle 2.2.). Die
Auswertung der &Werte erfolgte automatisch mit der zum Gerat gehden Software. Die
Proben wurden in dreifacher Ausfertigung pipettirmessen und auf die Expression des
Genes ribosomale 18S-RNA-Untereinheit (18S-rRNA) Slandard bezogen. Auf den @6i-
Platten wurden gleichzeitig zu den Proben sowieRIEr)-Kontrolle, sogenannte Wasserproben
vermessen, wobei ein aquivalentes Volume Hnstatt cDNA im Reaktionsansatz vorhanden

war.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des SYBR Gteétsusemix als 10 ml Vorratslésung

Volumen [ml] Konzentration Endkonzentrauon
in der Reaktion

SYBR Greefi 0,001 0,02 % 0,01 %

DMSO 0,001 4 % 2%

Tween 20 0,001 0,01 % 0,005 %
ROX-Solution 0,2 2% 1%

NP 40 0,001 0,01 % 0,005 %
KCI,25M 0,4 100 mM 50 mM
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Tris-HCI, 1 M 0,2 20 mM 10 mM
Mg~*-Solution, 1 M 0,13 13 mM 6,5 mM
dATP, 100 mM 0,04 0,4 mM 0,2 mM
dCTP, 100 mM 0,04 0,4 mM 0,2 mM
dTTP, 100 mM 0,04 0,4 mM 0,2 mM
dGTP, 100 mM 0,04 0,4 mM 0,2 mM
H,0O, ultra pure 8,91 / /

Tabelle 2:2. Reaktionszyklus einBeal-TimePCR mit SYBR Greéh Housemix und Power
SYBR® Green Mastermix

SYBR Greefi Power SYBR Green

Housemix Mastermix
Schritt Temperatur Zeit Zeit
Aktivierung der Polymerase 95 °C 2 min 10 min
Denaturierung 95 °C 15 s 30s
Annealing 60°C 15 s 1 min
Elongation 72 °C 30s 30s
Dissotiationskurve 55 °C 30s 30s

95 °C 30s 30s

" 40 Zyklen
Primer

Die verwendeten Primer in Tabelle 2.3. wurden neindProgramm Primer 3 auf der Website

www.folker.wi.mit.edu/primer3/input.htmentworfen, basierend auf den Sequenzdaten des

Genoms der Ratte untemvw.ensembl.orgDie Primersequenzen wurden so gewahlt, dass diese

eine Exon-Exon-Grenze des Zielgens Uberspanntenit dachergestellt wurde, dass es sich bei
dem spateren Amplifikat ausschliel3lich um mRNA hendeide Primer wurden mitteBLAST
Search (http://www.ncbi.nlm.nih-.gov/BLAST)/ auf ihre Spezifitdit bezogen auf das gesamte

Organismusgenom hinsichtlich der Amplifikation umé&nschter Fragmente gepruift.
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Tabelle 2.3: Primersequenzen fir die quantitafleal-timePCR

Gene sense (5’-3") antisense (5’-3)

18S-rRNA CCgCAgCTAggAATAATQgAATA | TCTAgCggCgCAATACHAT

IL-6 ATATgTTCTCAgggAgATCTTggAA | AgTgCATCATCgCTgTTCATACA
BDNF AgCAggCTCTggAATgATgT AgCTgCTCCAggTTAATCCA
NGH3 gTCAgTgTgTgggTTggAgA CAAAQgTgTgAgTCgTggTg

Bax gTgTggCAgCTgACATQTTT gATCAgCTCgggCACTTTAg
BCL-2 TgTgTgTggAgAgCgTCAA CATCCCAQCCTCCgTTATC

2.2.4. Studien-Design

Bei einem Schlaganfall kommt es zu einer stark ledrd Ausschittung des Neurotransmitters
Glutamat, welcher in Zusammenhang mit einem verteahCalcium-Einstrom zum neuronalen
Zelltod fuhrt. Zur Simulierung eines dem Schlagdn@auivalenten Schadensmusters in der
Zellkultur wurden primare Astrozyten mit Glutamaghandelt. Um die optimal wirksame Dosis
und die optimale Inkubationsdauer fiir die Behangllomt Glutamat in den weiteren Versuchen
festzustellen, wurden zunachst Dosis-Wirkungs- {@hat-Konzentration 10 mM — 1 M; uber
eine Inkubationszeit von 24 Stunden) und Zeit-Widgs+Verlaufe erstellt (1, 3, 6, 12, und 24
Stunden).

Nach Optimierung des Glutamat-Modells konnten asseln molekulare Mechanismen von
Ceftriaxon untersucht werden. Dazu wurden primé&dxyten der Ratte vor der Stimulierung
mit Glutamat zu verschiedenen Zeitpunkten (6, d&rd®4 Stunden) mit 100 uM Ceftriaxon
behandelt und der Effekt einer Behandlung mit Gefon auf die Glutamat-Aufnahme
untersucht. Um weitere Einblicke in das Wechselspischen Astrozyten und Neuronen zu
erhalten, wurde entweder die direkte Wirkung vorfti@xon auf den Glutamat-induzierten
Zelltod, in Neuronen untersucht oder — indirekte Wirkung von konditioniertem Medium von

Ceftriaxon-behandelten Astrozyten auf die Neuronen.

2.2.5. Behandlung von primaren Astrozyten

2.2.5.1. Herstellung der Lésungen von Glutamat un@eftriaxon

Zum Behandeln der Zellen mit Glutamat wurde Natrithglutamatmonohydrat unter

Laborbedingungen eingewogen und in Zellkulturmedigal6st, steril filtriert und in
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entsprechender Verdinnung zu den Zellen gegebdrgiwiee ,Glutamat-Losung® immer frisch
angesetzt wurde. Bei Abwiegen von 1,69 g Natriughitamatmonohydrat und Verdinnung
mit 10 ml Medium erhielt man eine Stammlésung vavi.1

Zur Behandlung der Zellen mit Ceftriaxon wurde @afton-Dinatrium 3,5 HO (Mg
661,6 g/mol) verwendet, das im Handel als Rocépbiezeichnet wird. Eine definierte Menge
Ceftriaxon wurde unter Laborbedingungen fir jedepdfiment frisch eingewogen und in
Wasser gelost, steril filtriert und als Stammlosungm Verdinnen in der gewinschten
Konzentration verwendet. Fir eine Stammlosung vormM wurden 6,616 mg Ceftriaxon in
1 ml Wasser gelost. Zum Behandeln von Zellen wefi-Platten mit 2 ml Medium wurden 20 pl
Ceftriaxon-Losung der 10 mM Stammldsung hinzugetilgteine Konzentration von 100 pM zu

erhalten.

2.2.5.2. Evaluierung der optimalen Konzentration va Glutamat zur Induktion von

Apoptose in primaren Astrozyten (Caspase-Glo 3/7 Asy)

Mit diesem Experiment wurde die Glutamat-Konzemratbestimmt, die eine ausreichende
Apoptose in primaren Astrozyten herbeifuhrte. Alarker fir die Apoptose dienten Caspase 3
und 7. Primare Astrozyten wurden in einer@éi-Platte kultiviert und 24 Stunden vor Beginn
der Stimulation erfolgte ein Wechsel auf Hungermedi AnschlieRend wurden die konfluenten
Zellen fur 24 Stunden mit verschiedenen Konzemnain von Glutamat (10 mM, 50 mM, 100
mM, 1 M in je 50 ul Medium) behandelt.

Die Losung der Substanzen erfolgte in Hungermediah fur jede Konzentration wurden drei
Versuchsansétze durchgefihrt. Zur Bestimmung deyreatischen Aktivitat von Caspase 3 und
7 wurde anschlieBend zu den Zellen 50 ul Caspase3/@lReagenz gefugt und fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Die Megsdear Caspase-Aktivitat erfolgte mit einem
Luminometer. Die einzelnen experimentellen Schiitteden gemafl den Angaben des Caspase-
Glo 3/7 Assay Protokolles (Promégadurchgefiihrt. Das Protokoll wird im Kapitel 2.246

naher erlautert.

2.2.5.3. Evaluierung der optimalen Konzentration va Ceftriaxon zur Induktion von anti-

apototischen Effekten in primaren Astrozyten (Caspae-Glo 3/7 Assay)

Neben der Bestimmung der optimalen Glutmat-Konzgioin wurde gleichzeitig ein pro-

apoptotischer Effekt von Ceftriaxon ausgeschlos&arzu wurden ebenfalls wie bereits oben
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beschrieben priméare Astrozyten in einerv@éi-Platte kultiviert und 24 Stunden nach dem
Wechsel auf Hungermedium die Stimulation begoniea.konfluenten Zellen wurden fir 24
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von i@géin (1 uM, 10 uM oder 100 uM in je 50
ul Medium) behandelt. Anschlie3end erfolgten diéeven Schritte entsprechend dem Caspase-

Glo 3/7 Assay Protokolles welches in Kapitel 2.2.6achzulesen ist.

2.2.5.4. Evaluierung der optimalen Inkubationsdauermit Glutamat zur Induktion von

Apoptose in primaren Astrozyten

Mit diesem Experiment sollte die optimale DauereeiGlutamat-Behandlung gefunden werden,
nach der es zu einer vermehrten Expression deamnihtorischen Zytokins IL-6 und des
Apoptotsemarkers Bax bzw. zu einer vermindertenr&sgion des Apoptosemarkers BCL-2 und
des Neurotrophins BDNF und N@kommt, was der Situation beim Schlaganfall entsprund

es erlaubt, etwaige neuroprotektive Wirkungen veftriaxon zu detektieren.

Primare Astrozyten wurden hierzu in wgll-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Der
Mediumwechsel auf Hungermedium erfolgte 24 Stund@rBeginn der Stimulation. Die Zellen
wurden 1, 3, 6, 12 oder 24 Stunden vor Ernte ddeZend Isolation der mRNA mit Glutamat
(100 mM) stimuliert. Als Negativkontrolle dientemhehandelte kultivierte Zellen, die ebenfalls
24 Stunden vor Stimulationsbeginn Hungermediumedtdn (Vehikel). Anschliel3end erfolgte

die Messung der oben genannten Marker mittels @atné Real-timePCR.

2.2.5.5. Behandlung primarer Astrozyten mit Ceftriacon und Glutamat

Die Zellen wurden in Gvell-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Das Mediunure 24 Stunden
vor Beginn der Stimulation auf Hungermedium umgaseDie Zellen wurden in die
Behandlungsgruppen Vehikel, Vehikel/Glutamat undtri@xon/Glutamat eingeteilt. Zunachst
erfolgte eine Vorbehandlung der Zellen mit 100 pMftGaxon (in der Behandlungsgruppe
Ceftriaxon/Glutamat) bzw. einem entsprechenden Melu HO (in der Behandlungsgruppe
Vehikel/Glutamat) zu den Zeitpunkten 24, 12 undt@n8en vor Zugabe von Glutamat. Im
Anschluss wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt diedZellen fir 12 Stunden entsprechend
den Behandlungsgruppen mit 100 mM Glutamat plus |[1BI0Ceftriaxon oder KD behandelt.
Die Negativkontrolle (Vehikel) erhielt ebenfallsiskthes Medium mit einem entsprechenden
Volumen an HO (Abbildung 2.1.).
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100 pM Cefiriaxon oder
Vehikel (H0)
\ 24h 12h 6h
Astrozyten v ! !
[
'
12h

100 mM Glutamat und
100 pM Ceftriaxon oder H,0

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung der Behand primarer Astrozyten mit Ceftriaxon und Glutar

2.2.6. Bestimmungdes Effekts von Ceftriaxon auf die Glutama-induzierte Apoptose von

neuronalen Zellen

2.2.6.1.Behandlung neuronalerZellen mit Glutamat und/oder Ceftriaxon

Neuronen der Zellinie NG 1+15, einer Fusion aus N18TG2 MaNsuroblastor-Zellen und

6CBU-1 Ratten-GlionZeller, wurden auf 24vell-Platten inDMEM (versetzt mit 10 %FBS

und 100 pg/ml Gentamycinsulfat) angeziic. Das Medium wurde 28tunden vor Beginn de

Stimulation auf Hungermedium umges (1% FBS und 1% Gentamycinsull. Nach Erreichen
der Konfluenz erfolgte dielnkubation der Zellen fur 24Stunden nac folgenden vier
Behandlungsprotokollen: (Kontrolle (H,0), (2)Glutamat (100 mM), {Xeftriaxon (100 uM),
(4) Glutamat (100 mM) plus Ceftriaxon (100 pNAnschlieRend erfolgte die Farbung 1

Acridinorange und Ethidiumbrorr (siehe 2.2.6.3.)

2.2.6.2. Behandlungneuronaler Zellen mit konditioniertem Medium von Astrozyten nach

Inkubation mit Glutamat und/oder Ceftriaxon

Der vorliegenden Studie lagen Publikationen vonewgrs und anderer Arbeitsgruppen
Grunde, die den neuroprotektiven Effekt von Cefia auf eine Steigerung der Gluta-
Aufnahme in Astrayten durch eine vermehrte Expression bzw. durnh Aktivitatssteigerun

des astrozytaren Glutamatansporters GL-1 zurlckfihrten Rothstein et al., 2005; Lee et :
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2008; ThoneReineke et al., 20(). Um zu untersuchen, ob Ceftriaxon tatsachlich iekt Uber
Effekte auf Astrozytemind nicht direkt Gber Effekte auf Neuronen neurtgitov wirkt, wurden
zunachst Astrozyten in well-Plattenn Medium zur Kultur neuronaler Zellen (DMEM + 1C
FBS + 1% Gentamycinsulfat) kultivi. Das Zellkulturmedium wuel 24 Stunden vor Begir
der Behanlling auf Hungermedium umges¢« (DMEM + 1% FBS + 1% Gentamycinsulfa
gefolgt von einer Inkubation der Astrozytenkultt mit Glutamat (100mM), Ceftriaxon
(100uM), Glutamat plueftriaxor oder Vehikel fir 24 Stunden.n&chlielRendwurde das
Kulturmedium der Astrozyte, sogenanntes ,Astrozyten-konditionieddedium®, zur Kultur
von neuronalen NG 1085 Zellen verwende Dieses ,Astrozyterkonditioniert-Medium®

enthielt also weiterhin Glutamat und Ceftriaxonwei diese Substanzen nach 24 Stunden r
nicht abgebaut waren, sowie zusatzlich von den o&gten wahrend der 24 Stunc
Inkubationszeit synthetisierte bzw. sezernierteédldole. Das Astrozyterkonditioniert-Medium

wurde nach steriler Filtratioals Kulturmedim fir NG 10815 Zellen verwendet, die weitere

Stunden lang in den verschiedenen Astroz-konditioniertenMedien (Medium + Vehikel
Medium + Glutamat; Medium + Ceftriaxon; Medium + u@&mat/Ceftriaxon; Zwells pro

Gruppe), inkubiert wurdenAnschlieRend erfolgte die Farbung mit Acridinoranged

Ethidiumbromid, wie es im Folgenden beschriebem \{Abbildung 2.2..

Vehikel

100 pM Cefiriaxon

Vehikel / 100 mM Glutamat

100 pM Cefiriaxon /100 mM Glutamat

l Inkubation far 24 h

Mediam der Astrozyten abgesaungt
{Astrozyten-konditioniertes-Medium)
& den Neuronen hinzugegeben
anschliefend Inkubation fiar 24 h

Bowopom

Messung der Apoptose
1. Acridinorange /Ethidiombromid Farbung
2. Caspase-Glo 3/7 Assay

Abbildung 2.2. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Neu(@G 10-15) wurden fur 24 Stunden n

konditioniertem-Méium von Astrozyten inkubiert und anschlieBendAteptose bestimn
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2.2.6.3 Acridinorange / Ethidiumbromid Farbung zur Bestimmung der Apoptose¢

Acridinorange und Ethidiumbromid kénnen in Nuklg€insen interkalieren. Acridinorange

dabei in der Lagealie Zellmembrarlebender und toter Zelleru durchdringen. Ethidiumbrom
kann jedoch nur in Zellen eindringen, deren Zelllhemen geschadigt sind. Durch
Kombination beider Farbstoffe ist es mdglich, zWwest lebenden und toten Zellen (grin b
rot fluoreszierendbzw. durch Uberlagerung der Farben orange (tetkei)) zu differenzieren
(Popovic et al., 2006). Die Neuronen der linie NG 10845 wurden wie im cigen Abschnitt
beschrieberstimuliert, anschlieBend 1 x mit PBS gewaschen onitd500 pl einer Lésun
bestehend aus Acridinorange, Ethidumbromid (jew2d8 pl/ml) und PBS fir 1 Stunde |
37°C und 5 % C@inkubiert. AnschlieRenerfolgtenein zweimaliger Waschschritt mit PBS u
die Analyse der apoptotischen Zellen mit einLeica DM IRE2Fluoreszenzmikroskop. Da:
wurden aus jedenwell acht Bilder zu je mindestens 100 Ze (insgesamt 2400 Zellen p

Behandlungsgruppe) in Z@cher Vergrol3erung ausgeza

Abbildung. 2.3. Beispiel eines Bildes aus dem Fluoreszenzmikrosppjtotische Zellen stellen sich orar dar

und lebende griin (eigenes Bild).

2.2.6.4. Caspase-Glo 3/7

Die Wirkung von Ceftriaxon und Glutambzw. von Astrozyterkonditioniertem Medium at
die Apoptose vorNeuronen der Zellinie NG 1-15 wurde zusétzlich zu der Acridinorang
Ethidiumbromid Methode mit der Casp-Glo 3/7 Methode vermessen. Daflir wurden Neurc
nach dem entsprechenden Protokoll untei6.2.behandelt. Allerdings erfolc die Kultivierung

der Neuronen nicht in 2drell-Platten sondern in 9&ell-Platten.
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Nach Klutivierung von 50 ul der entsprechenden Bdhagsgruppen auf den neuronalen
Zellen Uber 24 Stunden, erfolgte anschlieRend diplikation von 50 pl Caspase-Glo 3/7
Reagenz (bestehend aus der Zugabe von 10 ml CaSpadeuffer zu einer Flasche von
gefriergetrocknetem Caspas-Glo Substrat). Anschiid(erfolgte eine Verteilung der Caspase—
Glo 3/7 Reagenz auf demells mit Hilfe eines Plattenruttlers Uber 30 Sekunden3®® — 500
rpm. Lichtgeschitzt wurden die Zellen bei Raumterajpe dann fir 1 Stunde inkubiert. Die

Lumineszenz wurde mit einem Luminometer (MultilaBelunter 1420, Victor 3) gemessen.

2.2.7. Messung der Glutamat-Aufnahme von priméren Atrozyten unter Ceftriaxon-
Behandlung

Die Messung der Glutamat-Aufnahme von primaren dstien erfolgte mit einem Glutamat
Assay Kit (BioVisorf) und richtete sich nach dem vom Hersteller emgfioiah Protokoll. Fiir
dieses Experiment wurde ausschliel3lich Alpha MEMeoiGlutamin verwendet. Konfluente
Astrozyten in 6well-Platten wurden mit Glutamat (10 nM), Glutamat (1) plus Ceftriaxon
(100 uM) und einer Negativkontrolle mit adaquatesiivhen Wasser (Vehikel) fir 24 Stunden
behandelt. Das Medium mit den Losungen wurde aloggsand je 40 pl von diesem in 9éll-
Platten (3 wells pro Behandlungsgruppe) tberfihd mnit jeweils 10 pl Glutamat-Assay-Puffer
versetzt. Die Astrozyten wurden mit 100 ul GlutarAasay-Puffer abgeschabt, homogenisiert
und mit 13000 rpm fur 10 Minuten bei 25°C zentri@ry Je 10 ul dieser Zellsuspension wurden
ebenfalls in dreifacher Ausfertigung in 9&ll-Platten pipettiert und mit 40 pl Gluatamat-Assay-
Puffer aufgefullt. Danach wurden 100 pl Reaktionsf80 pl Glutamat-Assay-Puffer, 8 pl
Glutamat-Entwickler, 2 upl Glutamat-Enzym-Mix) zudgmn well gefugt und bei 37°C
lichtgeschutzt fur 30 Minuten inkubiert. Mit eineBpektrophotometer wurde bei 450 nm die
optische Dichte gemessen (O.D.). Zur Berechnung Gletamat-Konzentration wurde eine
Glutamat-Standardkurve ermittelt (Abbildung 2.0pazu wurde 1 mM Glutamatstammldsung
soweit verdunnt, dass sich in einer Wéll-Platte verschiedene Glutamat-Standardkurvenwerte
von 0, 2, 4, 6, 8 und 10 nmol/well befanden. Diesgden anschlieRend ebenfalls mit dem
Reaktionsmix behandelt und vermessen. Anhand deand&tdkurve konnten die
Konzentrationen der Proben errechnet werden. (Hor@we Sa/Sv, nmol/ul; Sa: unbekannter
Probenwert (hmol) von der Standardkurve abgeleSerroben Volumen in pl welches in die
wells gegeben wurde). Als Hintergrundbeleuchtung wurole allen Messwerten der gemessene

Glutamat-Standardkurvenwert bei 0 nmol/well abgerog
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Abbildung 2.4. Glutamat-Standardkurve
2.2.8. Methoden der Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte und Fehleriathken in den Diagrammen als
Standardfehler (SEM, ,standard error of the meadéygestellt. Zur statistischen Analyse
wurden ein zweiseitiger Studentischer t-Test urel @inseitige Varianzanalyse (ANOVA) mit
anschlieBendem Posttest (Bonferroni) durchgefulils statistisch signifikant wurden
Unterschiede zwischen den Gruppen bei einer Irnwathsscheinlichkeit unter 5 % (p<0,05)
bezeichnet und ein p<0,001 wurde als hochsignifiksewertet. Die statistische Auswertung

erfolgte mit den Programmen GraphPad Instat 3 waghl@ad Prisra.
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierung der Behandlungsprotokolle mit Glueamat bzw. Ceftriaxon

3.1.1. Optimierung der Konzentration von Glutamat air Induktion von Apoptose in

primaren Astrozyten der Ratte

Wahrend eines Schlaganfalles kommt es zu einetérken Ausschittung des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat, der in erhéhten Konmagionen neurotoxisch wirkt (Choi, 1988).

In dieser Untersuchung sollte diejenige Glutamaté@mtration gefunden werden, welche den
groRtmoglichen apoptotischen Effekt erzeugt. Glesdiig wurde untersucht, ob dfd aktam-
Antibiotikum Ceftriaxon selbst einen apoptotiscHeffiekt auf primare Astrozyten ausubt. Fur
diese Untersuchung wurden Astrozyten entsprecheed dnter 2.2.5.2 und 2.2.5.3.
beschriebenen Protokollen mit Ceftriaxon fur 24n8&n in Konzentrationen von 1 uM, 10 pM,
100 uM oder Glutamat in Konzentrationen zu 10 mPIpoM, 100 mM und 1 M behandelt. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die im gleichenhBadlungszeitraum nur mit Hungermedium
ohne Ceftriaxon oder Glutamat behandelt wurden chliesf3end wurde mit Hilfe des Caspase-
Glo 3/7 Assays die Aktivitat der apoptotischen Mark Caspase 3 und 7, mit einem
Luminometer gemessen.

In Abbildung 3.1. sind die Ergebnisse dieser Uniehsing dargestellt. Es zeigt sich eine
signifikante apoptotische Aktivitat bei der Behanj primarer Astrozyten mit 100 mM
Glutamat gegeniber der Negativkontrolle (Vehik&hhand dieses Ergebnisses wurden in den
folgenden Untersuchungen immer 100 mM Glutamat esatyt. Gleichzeitig lassen die
Ergebnisse dieser Untersuchung erkennen, dass keane hier gewahlten Ceftriaxon-

Konzentrationen zu einer gesteigerten Apoptosé/engleich zur Negativkontrolle geftihrt hat.
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Abbildung 3.1. Graphische Darstellung der Aktivitat der apoptdten Marker Caspase 3 und 7 in Astrozyten der
Ratte nach Behandlung mit unterschiedlichen Glutamand Ceftriaxon-Konzentrationen,

Darstellung der Lumineszenz, (n=3, **p<0,01 vs. Kel.

3.1.2. Optimierung der Inkubationszeit mit Glutamat zur Induktion von Apoptose,
Inflammation und einer Hemmung der Neuroprotektion in primaren Astrozyten
der Ratte

Um den optimalen Zeitpunkt zur Induktion von Apagep Inflammation und einer Hemmung
der Neuroprotektion in priméren Astrozyten der Ratti ermitteln, wurden Astrozyten gemaf
Protokoll 2.2.5.4. fir einen Zeitraum von 1, 3,12, oder 24 Stunden mit 100 mM Glutamat
behandelt. Anschlieend wurde in den folgenden rduthungen die Genexpression des
inflammatorischen Zytokins IL-6, von neurotropheraktoren (BDNF und NGF) und
Apoptose-Markern (Bax, BCL-2) mittels quantitativdReal-time PCR gemessen. Als
Negativkontrolle (Vehikel) dienten Astrozyten, dimur in Medium inkubiert waren. Die
einzelnen Schritte wie Isolierung der RNA, Umschesi in cDNA, die quantitativReal-time
PCR mit spezifischen Primern unter gleichzeitigermalisierung auf 18S-rRNA, wurden wie
in Kapitel 2.2.3. beschrieben durchgefihrt. Die iEsgionsdaten stammen aus drei
unabhangigen Versuchsansatzen mit jeweils techemsdhiplikaten, wobei hier jeweils eine

reprasentative Grafik gezeigt wird.
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3.1.2.1. Untersuchung der IL-6-mRNA-Expression naclverschiedenen Inkubationszeiten

mit Glutamat

Zur Untersuchung der IL-6—mRNA-Expression wurdeeeReal-time PCR mit dem SYBR
Greer? Housemix und dem entsprechenden Temperaturprafihgefiihrt. In Abbildung 3.2. ist
die graphische Darstellung dieser Untersuchungehears

1800,001 # C  Kontrolle

1600,00
1400,00+
1200,00+
1000,00+
800,00 4
600,00 4
400,00
200,00 4

0,00

Vehikel 1h 3h 6 h 12h 24 h

E Glutama

rel. IL6 Expression vs. 18s -rRNA [%]

Abbildung 3.2. Zeitlicher Verlauf der relativen IL-6-mRNA-Exprésa in kultivierten Astrozyten der Ratte nach
Stimulation mit 100 mM Glutamat, normalisiert al8SErRNA-Expression, dargestellt in Prozent
relativ zur Kontrolle (100%) (reprasentative Grafiks n=3; *p<0,05 vs. Vehikel, **p<0,01 vs.
Vehikel, #p<0,001 vs. Vehikel).

Die Stimulation mit Glutamat zeigt nach allen ustehten Zeitintervallen einen signifikanten
Anstieg der IL-6-mRNA-Expression verglichen mit d@ntrollgruppe (Vehikel). Dabei ist eine
stetige Zunahme der Expression bis zum 6-StundéaBBungszeitpunkt zu beobachten, wobei
es danach in den Zeitpunkten 12 und 24 StundennameAbfall der IL-6-mRNA-Expression,
jedoch nicht unter das Expressionsniveau der Ndgattrolle kommt. Hochsignifikant fallt der
Unterschied beim Vergleich der Glutamat-Behandlgngspen 3 und 6 Stunden mit der
Negativkontrolle aus.

3.1.2.2. Untersuchung der Bax-mRNA-Expression nackerschiedenen Inkubationszeiten

mit Glutamat

In Abbildung 3.3. sind die Ergebnisse der Bax-mREx¥pression unter Verwendung des Power
SYBR Greef! Mastermix in defReal-timePCR dargestellt. Nach 1 und 3 Stunden Inkubation

mit 100 mM Glutamat ist eine minimale, nicht sigkdginte Verminderung der mRNA-
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Expression des pro-apoptotischen Markers Bax ingé&h zur Negativkontrolle zu erkennen.
Nach 6, 12 und 24 Stunden Glutamat-BehandlungtstiggBax-mRNA-Expression an, wobei
die 12-Stunden-Behandlung mit Glutamat eine sigaift gesteigerte Expression der Bax-
MRNA gegenuber der Kontrollgruppe (Vehikel) bewirkt

O Kontrolle
B Glutama

140,00 - *
120,00 -

_ T
100,00 T

80,00 -
60,00 -
40,00 -1

20,00 -

rel. Bax Expression vs. 18s -rRNA [%]

0,00

Vehikel 1h 3h 6h 12h 24 h

Abbildung 3.3. Zeitlicher Verlauf der relativen Bax-mRNA-Expressiom kultivierten Astrozyten der Ratte nach
Stimulation mit 100 mM Glutamat, normalisiert alSEtrRNA-Expression, dargestellt in Prozent
relativ zur Kontrolle (100%) (représentative Gradiks n=3; *p<0,05 vs. Vehikel).

3.1.2.3. Untersuchung der BCL-2-mRNA-Expression ndc  verschiedenen
Inkubationszeiten mit Glutamat

Der quantitative Nachweis des anti-apoptotischenkbla BCL-2 auf mRNA-Ebene erfolgte
durch eineReal-time PCR mit dem kommerziellen Power SYBR Gfellastermix. In
Abbildung 3.4. ist der zeitliche Verlauf der Geneegsion graphisch dargestellt. BCL-2 zeigt
bereits nach 3 Stunden eine signifikante Senkungsdaexpression unter Glutamat-Behandlung
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Vehikel). Diesaysifikante Senkung bestand nach 6, 12 bzw.
24 Stunden Inkubationszeit fort.
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Abbildung 3.4. Zeitlicher Verlauf der relativen BCL-2-mRNA-Expsign in kultivierten Astrozyten der Ratte nach
Stimulation mit 100 mM Glutamat, normalisiert al8SErRNA-Expression, dargestellt in Prozent
relativ zur Kontrolle (100%) (reprasentative Grafiks n=3; *p<0,05 vs. Vehikel, *p<0,01 vs.
Vehikel).

3.1.2.4. Untersuchung der BDNF-mRNA-Expression nacherschiedenen Inkubationszeiten
mit Glutamat

Zur Evaluierung der BDNF-mRNA-Expression wurde eReal-TimePCR mit dem Power
SYBR Greefi Mastermix und dem entsprechenden Temperaturmtofithgefiihrt. Wie aus der
Abbildung 3.5. zu ersehen ist, steigt bereits nhcBtunde Glutamat-Behandlung die BDNF-
MRNA-Expression im Vergleich zur Negativkontrolle. &ach 3 Stunden Inkubation ist dieser
Effekt signifikant. Im weiteren Zeitverlauf sinktied Genexpression von BDNF wieder ab.
Obwohl tendenziell eine Erh6hung im Vergleich zunpiEessionsniveau der Negativkontrolle
(Vehikel) bestehen bleibt, ist dieser Unterschiedn6, 12 und 24 Stunden Inkubation nicht
mehr statistisch signifikant.
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Abbildung 3.5. Zeitlicher Verlauf der relativen BDNF-mRNA-Expréss in kultivierten Astrozyten der Ratte nach
Stimulation mit 100 mM Glutamat, normalisiert auBSErRNA-Expression, dargestellt in Prozent
relativ zur Kontrolle (100%) (représentative Gradiks n=3; *p<0,05 vs. Vehikel).

3.1.2.5. Untersuchung NGB-mRNA-Expression nach verschiedenen Inkubationszesh mit

Glutamat

In Abbildung 3.6. sind die Ergebnisse der Messumy NGHB-mRNA-Expression unter
Verwendung des SYBR Gre&riHousemix in deiReal-timePCR veranschaulicht. Die NGF
MRNA-Expression verandert sich nach 1 und 3 Stur@emamat-Behandlung zunachst nicht
signifikant gegentber der Negativkontrolle. Jedmstlzu erkennen, dass nach 6 und 12 Stunden
Behandlung priméarer Astrozyten mit Glutamat die esgion der NGFmRNA im Vergleich

zur Kontrollgruppe (Vehikel) signifikant ansteighach 24 Stunden Inkubation ist keine

signifikante Steigerung mehr erkennbar.
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Abbildung 3.6. Zeitlicher Verlauf der relativen NGFMRNA-Expression in kultivierten Astrozyten der Rabach
Stimulation mit 100 mM Glutamat, normalisiert alSEtrRNA-Expression, dargestellt in Prozent
relativ zur Kontrolle (100%) (représentative Grafiks n=3; *p<0,05 vs. Vehikel, **p<0,01 vs.
Vehikel).

3.1.2.6. Festlegung des Protokolls fur die weitereviersuche

Aufgrund der oben beschriebenen Vorversuche wurfigndie weiteren Versuche eine
Dosierung von 100 mM Glutamat sowie eine Inkubatzait der Astrozyten mit Glutamat von
12 Stunden gewahlt. Die Inkubationsdauer von 12n&tn wurde gewdéhlt, da in den
Vorversuchen alle Marker bis auf BDNF nach 12 Samdignifikant gegentber der Kontrolle
verandert waren. Eine Inkubationszeit, nach der larker signifikant reguliert waren, gab es
nicht. Die Dosierung von Ceftriaxon wurde entspegtipublizierter Daten anderer Gruppen
gewahlt (Rothstein et al., 2005; Thone-Reinekd.e2@08).

3.2. Wirkungen von Ceftriaxon auf primére Astrozyten der Ratte im Glutamat-Modell

Zur Analyse von mdoglichen neuroprotektiven, molekeh Mechanismen, die durch Ceftriaxon
induziert werden konnten, wurde die Genexpressiam wnflammatorischen Zytokinen,
neurotrophen Faktoren und Apoptose-Markern in pregm&Astrozyten mittelfkeal- timePCR
gemessen. Wie unter 2.2.5.5. dargestellt, erhieftemare Astrozyten der Ratte in der
Behandlungsgruppe Ceftriaxon/Glutamat eine Vorbéheag mit Ceftriaxon (100 uM) bzw. in
der Behandlungsgruppe Vehikel/Glutamat eine Vorbdheng mit einem entsprechenden

Volumen HO fir jeweils 24, 12 oder 6 Stunden. AnschlieRemfolgte ein Mediumwechsel und
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die Zellen wurden fur 13tunden entsprechend den Behandlungsgruppen minlGlutamai
plus 100 uM Ceftriaxon 0del00 mM Glutamat plus einem adaquakémumenH,O 100uM
(Glutamat Kontrolle) bedndelt. Die Negativkontrolle (Vehikel) erhielt ftises Medium mi
einem entsprechenden Volumer,O. Die Expressionsdaten stammen aus drei unabh&n
Versuchsanséatzen mit jeweils technischen Triplikatgobei hier jeweils eine reprasentat
Grafik gezeigt wird. ZumVerstandni des Behandlungsprotokolls ist dieses Ihoch einmal
graphisch dargestellt.

100 pM Cefiriaxon oder
Vehikel (H,0)

J 24h 12h 6h

| | |
v v v

%-j—»

12h

100 mM Glutamat und
100 pM Ceftriaxon oder H,0

Abbildung 3.7. Schematische Darstellung der Behand primérer Astrozyten mit Ceftriaxon und Glutan
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3.2.1. Einfluss von Ceftriaxon auf die IL-6-mRNA-Exression im Glutamat-Modell

Zur Untersuchung der IL-6-mRNA-Expression wurdeeelReal-time PCR mit dem Power
SYBR Greefi Mastermix, jeweils bezogen auf die 18S-rRNA, dgeftihrt. Wie in der
Abbildung 3.8. veranschaulicht, zeigten sich im gleich zu den Expressionswerten der
Negativkontrolle (Vehikel) zu allen Zeitpunkten lhsanifikant gesteigerte Expressionswerte
fur die IL6-mRNA in der Gruppe der Vehikel/Glutat@handelten primaren Astrozyten. Das
B-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon wirkte der Glutamagrmittelte Expressionssteigerung von
IL-6-mRNA nach 6, 12 oder 24 Stunden InkubationHsagnifikant entgegen.

O vehikel
900 - *

800 -

E Vehikel/Glutamat

700 - 8 Ceftriaxon/Glutamat

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 A

ol |1

Kontrolle 6h 12h 24h

rel. IL-6 Expression vs. 18s-RNA[%]

Abbildung 3.8. Relative IL-6-mRNA-Expression in kultivierten Asitgten der Ratte nach 6, 12 oder 24 Stunden
Vorbehandlung mit 100 uM Ceftriaxon oder Vehikel,@) und anschlielRender, 12-stiindiger
Stimulation mit 100 mM Glutamatd® (Vehikel/Glutamat Gruppe), 100 mM Glutamat/100 uM
Ceftriaxon (Ceftriaxon/Glutamat Gruppe) oder Medibdp® (Kontrolle); jeweils normalisiert auf
18S-rRNA-Expression, dargestellt in Prozent relativ Kontrolle (100%) (reprasentative Grafik
aus n=3; *p<0.001 Vehikel vs. Vehikel/Glutamat; #p<0,001 \MehiGlutamat vs.

Ceftriaxon/Glutamat).

3.2.2. Einfluss von Ceftriaxon auf die Bax-mRNA-Expession im Glutamat-Modell

Durch eineReal-timePCR mit dem Power SYBR Gré&Mastermix wurde die Bax-mRNA-
Expression, jeweils bezogen auf die 18S-rRNA, wotent. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.9. dargestellt. Bei Betrachtung der Daten zeigh sm Vergleich der Gruppen zu allen
Zeitpunkten eine hochsignifikante Steigerung der-B&RNA-Expression bei den Zellen mit

Vehikel/Glutamat-Behandlung gegentber den Zellen Megativkontrolle. Die Bax-mRNA-
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Expression wird zu den Zeitpunkten 6, 12 und 20&n hochsignifikant durch Behandlung der
Zellen mit Ceftriaxon im Vergleich zur Vehikel/Garat-Gruppe vermindert.

C Vehikel
350 ~ BEVehikel/Glutamat
300 + B Ceftriaxon/Glutamat
250 A
200 A
150 A

100 - =

50 A

rel. Bax Expression vs. 18s-RNA[%)]

Kontrolle 6h 12h 24h

Abbildung 3.9. Relative Bax-mRNA-Expression in kultivierten Astyoen der Ratte nach 6, 12 oder 24 Stunden
Vorbehandlung mit 100 uM Ceftriaxon oder Vehikel,@) und anschlielRender, 12-stiindiger
Stimulation mit 100 mM Glutamatd® (Vehikel/Glutamat Gruppe), 100 mM Glutamat/100 uM
Ceftriaxon (Ceftriaxon/Glutamat Gruppe) oder Medidp® (Kontrolle); jeweils normalisiert auf
18S-rRNA-Expression, dargestellt in Prozent relativ Kontrolle (100%) (reprasentative Grafik
aus n=3; *p<0.001 Vehikel vs. Vehikel/Glutamat; #p<0,001 \MehiGlutamat vs.
Ceftriaxon/Glutamat ).

3.2.3. Einfluss von Ceftriaxon auf die BCL-2-mRNA-Kpression im Glutamat-Modell

In Abbildung 3.10. sind die Ergebnisse der MessdagBCL-2-mRNA-Expression im Bezug
auf die 18S-rRNA- Expression unter Verwendung dewe? SYBR Greef Mastermix in der
Real-time PCR dargestellt. Tendenziell ist eine Senkung @€L-2-mRNA in der
Behandlungsgruppe Vehikel/Glutamat im Vergleich Kantrollgruppe Vehikel zu erkennen. Es
lasst sich eine Steigerung der BCL-2-mRNA-Exprasgio den Zeitpunkten 12 und 24 Stunden
durch Ceftriaxon im Vergleich zur Behandlungsgrupfehikel/Glutamat beobachten. Alle diese
Expressionsdnderungen erreichen jedoch nichttstatie Signifikanz.
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Abbildung 3.10. Relative BCL-2-mRNA-Expression in kultivierten Astyten der Ratte nach 6, 12 oder 24
Stunden Vorbehandlung mit 100 uM Ceftriaxon odehikel (H,O) und anschlieRender, 12-
stundiger Stimulation mit 100 mM Glutamai® (Vehikel/Glutamat Gruppe), 100 mM
Glutamat/100 pM Ceftriaxon (Ceftriaxon/Glutamat @pe) oder Medium/bD (Kontrolle);
jeweils normalisiert auf 18S-rRNA-Expression, datgéit in Prozent relativ zur Kontrolle (100%)

(repréasentative Grafik aus n=3).
3.2.4. Einfluss von Ceftriaxon auf die BDNF-mRNA-Egression im Glutamat-Modell

Zur Evaluierung der BDNF-mRNA-Expression wurde eReal-time PCR mit dem Power
SYBR Greefi Mastermix durchgefiihrt. Dabei wurden die Expressiaten der BDNF-mRNA
jeweils auf die 18S-rRNA-Expression bezogen. Na@tuwhden Vorbehandlung mit Ceftriaxon
sinkt die BDNF-mRNA-Expression in der Gruppe Ceafton/Glutamat tendenziell, jedoch nicht
signifikant gegentber der Gruppe Vehikel/Glutantat wdhrend nach 12 und 24 Stunden ein
Trend zu einer gesteigerte BDNF-Expression in deftri@xon/Glutamat gegentber der
Vehikel/Glutamat Gruppe erkennbar ist. Alle Veranagen in der Expression erreichen jedoch
nicht statistische Signifikanz (Abbildung 3.11.).

53



3. Ergebnisse

OVehikel
300 + @ Vehikel/Glutamat
B Ceftriaxon/Glutamat
250 -

200 ~

150 +

100 +

0
o
1

o

rel. BDNF Expression vs. 18S-rRNA [%]

Kontrolle 6h 12h 24h

Abbildung 3.11. Relative BDNF-mRNA-Expression in kultivierten Asmgen der Ratte nach 6, 12 oder 24
Stunden Vorbehandlung mit 100 uM Ceftriaxon odehikel (H,O) und anschlieRender, 12-
stindiger Stimulation mit 100 mM Glutamai® (Vehikel/Glutamat Gruppe), 100 mM
Glutamat/100 pM Ceftriaxon (Ceftriaxon/Glutamat @pe) oder Medium/bD (Kontrolle);
jeweils normalisiert auf 18S-rRNA-Expression, datgét in Prozent relativ zur Kontrolle (100%)

(repréasentative Grafik aus n=3).

3.2.5. Einfluss von Ceftriaxon auf die NGB-mRNA-Expression im Glutamat-Modell

Die Daten zur Untersuchung der Expression der (N@GRNA wurden peReal-timePCR mit
dem Power SYBR Gre&nMastermix ermittelt und auf die 18S-rRNA normadisi Bei
vergleichender Betrachtung der Negativkontrolle iehmit den Gruppen Ceftriaxon/Glutamat
sowie Vehikel/Glutamat zeigt sich eine signifikant8teigerung der Expression des
Neurotrophins NGF zu allen gemessenen Zeitpunkten (Abbildung 3.12g.6-, 12- und 24-
stindigen Vorbehandlungen der Zellen mit Ceftriaxofiihrten alle zu einer
Expressionssteigerung der NGEmMRNA im Vergleich zur Vehikel/Glutamat Gruppe. Falle
der 12- und 24-stindigen Inkubation war diese $teigg statistisch signifikant.
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Abbildung 3.12. Relative NGB-mRNA-Expression in kultivierten Astrozyten der Ratach 6, 12 oder 24 Stunden
Vorbehandlung mit 100 uM Ceftriaxon oder Vehikel,@) und anschlieBender, 12-stindiger
Stimulation mit 100 mM Glutamatd® (Vehikel/Glutamat Gruppe), 100 mM Glutamat/100 uM
Ceftriaxon (Ceftriaxon/Glutamat Gruppe) oder Medibdp® (Kontrolle); jeweils normalisiert auf
18S-rRNA-Expression, dargestellt in Prozent relativ Kontrolle (100%) (reprasentative Grafik
aus n=3; *p<0,05 Vehikel/Glutamat oder Ceftriaxdmt@mat vs. Vehikel; #p<0.05

Vehikel/Glutamat vs. Ceftriaxon/Glutamat).

3.3. Evaluierung der Apoptose von Neuronen unter Gkamat- und Ceftriaxon-Behandlung

Um eine mdgliche direkte, protektive Wirkung von fidaxon auf Glutamat-geschadigte
Neuronen zu testen, wurden Neuronen der Zelllirge108-15 fir 24 Stunden entsprechend des
in Kapitel 2.2.5. beschriebenen Protokolls mit 100 Ceftriaxon plus Vehikel, 100 mM
Glutamat plus Vehikel oder 100 pM Ceftriaxon plu§01mM Glutamat behandelt.
Kontrollzellen erhielten ein entsprechendes Volurwehikel (HO). Anschliel3end erfolgte die
Farbung mit Acridinorange / Ethidiumbromid zur Aridéng apoptotischer Zellen, die unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgezéhlt wurden. Die Datammeen aus drei Versuchsansatzen,
wobei jeweils 100 Zellen in 8 Gesichtsfeldern awgils 3wells (800 Zellen jewell; insgesamt
2400 Zellen je Behandlungsgruppe) ausgezahlt wurden

Die Ergebnisse der direkten Stimulation von Neunomé Ceftriaxon und/oder Glutamat sind in
der Abbildung 3.13. graphisch dargestellt. Dabei 28 erkennen, dass im Vergleich zur
Negativkontrolle (Vehikel), Glutamat allein undKimmbination mit Ceftriaxon eine signifikante
Steigerung der Anzahl apoptotischer Zellen bewitks besteht jedoch kein signifikanter

Unterschied zwischen Glutamat-behandelten Zelleh ader ohne Zugabe von Ceftriaxon.
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Ceftriaxon scheint also keinen direkten Einflus§ die Glutamat-induzierte Apoptose in
neuronalen Zellen zu haben.
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Abbildung 3.13. Anfarbung apoptotischer Zellen mitels Acridinorange/Ethidiumbromid-Farbung:
Prozentualer Anteil apoptotischer, neuronaler Zell¢Zelllinie NG 108-15) an der
Gesamtzellzahlnach 24-stindiger Inkubation mit Wehil00 uM Ceftriaxon und / oder 100
mM Glutamat (n= 3, *p< 0,05 vs. Vehikel).

In Abbildung 3.14. sind die Ergebnisse der Behamgllvon Neuronen mit Astrozyten-
konditioniertem-Medium aufgefuhrt. Hierzu wurden nachst Astrozyten mit Glutamat,
Ceftriaxon, Glutamat + Ceftriaxon oder Vehikel 4 Stunden inkubiert. Das ,konditionierte®
Astrozytenmedium wurde anschlieBend zur Inkubation neuronalen NG 108-15 flr weitere
24 Stunden verwendet. Im Vergleich der Gruppen este signifikant groRere Anzahl
apoptotischer, neuronaler Zellen nach InkubatioMedium Glutamat-behandelter Astrozyten
als in Medium Vehikel-behandelter Astrozyten zuzesthnen. Wurden die Astrozyten jedoch
zusatzlich zu Glutamat auch mit Ceftriaxon behandel fihrt die Inkubation der Neuronen im
entsprechenden Medium nur zu einer geringen, nsidmifikanten Steigerung der Anzahl
apoptotischer Neurone. Im Vergleich zur Glutamaigpe ist die Anzahl apoptotischer Neurone
in der Glutamat/Ceftriaxon Gruppe signifikant nigér. Die Behandlung mit konditioniertem
Medium von mit Ceftriaxon alleine behandelten Azyten hatte keinen Einfluss auf die Zahl

apoptotischer Zellen.
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Abbildung 3.14. Anfarbung apoptotischer Zellen mitels Acridinorange/Ethidiumbromid-Farbung:
Prozentualer Anteil apoptotischer, neuronaler Zella (Zelllinie NG 108-15) an der
Gesamtzellzahl nach 24-stindiger Inkubation mit régtten-konditionierten-Medium. Die
Beschriftung der x-Achse zeigt die Behandlung dgp2yten vor Zugabe des Mediums zu den

NG 108-15 Zellen. (n= 3, *p< 0,01 vs. Vehikel; #p@® Vehikel/Glutamat vs.
Ceftriaxon/Glutamat).

Astrozyten-konditioniertes-Medium und die Caspase 8ind 7 Aktivitat

Wie in 2.2.6.4. beschrieben, wurde die Wirkung Behandlung von Neuronen der Zelllinie NG
108-15 mit Astrozyten-konditioniertem-Medium, wedsh zuvor 24 Stunden in den
Behandlungsgruppen Vehikel (Medium mit entspreckandolumen HO), 100 uM Ceftriaxon,
Glutamat (100 mM) und 100 pM Ceftriaxon / 100 mMutaimat auf Astrozyten inkubiert war,
auch mittels Caspase-Glo 3/7 Assay gemessen. DienDstammen aus drei unabhangigen
Versuchsanséatzen mit jeweiligen Triplikaten, wobieirr eine reprasentative Grafik (Abb. 3.15)
gezeigt wird. Dabei ist zu beobachten, dass dieaBélang der Neuronen mit Medium von
Glutamat-behandelten Astrozyten mit und ohne Zugabe Ceftriaxon eine signifikante
Steigerung der Lumineszenz also der Aktivitat deasgase 3 und 7 im Vergleich zur
Kontrollgruppe Vehikel bewirkt. Unter der Behandjumit Medium Ceftriaxon/Glutamat-
inkubierter Astrozyten ist zwar eine Tendenz zueei®enkung der Caspase Aktivitat im

Vergleich zur Behandlungsgruppe Glutamat festsdellledoch erreicht dieser Unterschied keine

statistische Signifikanz.
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Abbildung 3.15. Graphische Darstellung der Aktivitat des apoptbiest Marker Caspase 3 und 7 in Neuronen
(Zelllinie NG 108-15), nach 24-stindiger Stimulatimit Astrozyten-konditionierten-Medium,
Darstellung der Lumineszenz (eine reprasentatiadiksaus n=3, *p< 0,05 vs. Vehikel).

3.4. Evaluierung der Glutamat-Aufnahme von priméaren Astrozyten der Ratte unter
Ceftriaxon-Behandlung

Primare Astrozyten wurden entsprechend Protok@l72.mit 10 nM Glutamat mit oder ohne
Zugabe von 100 uM Ceftriaxon fur 24 Stunden behianélis Negativkontrolle (Vehikel) diente
Medium mit einem adaquaten VolumenQH Anschlieliend wurde die Glutamat-Konzentration
sowohl in den Astrozyten als auch im Medium mittelises kommerziellen, kolorimetrischen
Assays gemessen und anhand einer Glutamat-Stanaedlermittelt. Die Ergebnisse der
Glutamat-Messung in den Astrozyten sind in der AKhbig 3.16. graphisch dargestellt. Wie
dabei zu erkennen ist, fuhrt die Gabe von Ceftmazasatzlich zu Glutamat zu einer signifikant
erhohten Exstinktion im Zelllysat, was einen erledhtintrazellularen Glutamat-Gehalt in
Ceftriaxon-behandelten Zellen gegeniber nicht-@ein-behandelten Zellen (Kontrolle und

Glutamat Behandlung) anzeigt.
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Abbildung 3.16. Graphische Darstellung der intrazelluldren Glutakatzentration (nmol/10ul) in priméren
Astrozyten der Ratte nach 24-stiindiger Stimulatioin10 nM Glutamat oder 100 uM Ceftriaxon /
10 nM Glutamat oder Vehikel, (Messung in Triplikat&p< 0,05 vs. Vehikel).

In der Abbildung 3.17. ist die graphische Darstgliuder Glutamat-Messung im Astrozyten-
Medium zu sehen. Im Medium Glutamat-behandelteledeist — wie zu erwarten - eine
signifikant erhdhte Exstinktion bzw. Konzentratiovwon Glutamat gegeniber der
Negativkontrolle zu beobachten. Im Vergleich derh&=sdlungsgruppen Glutamat und
Ceftriaxon/Glutamat zeigt sich unter zusatzlicheab& von Ceftriaxon eine signifikant
verringerte Glutamat-Konzentration im Medium, waemrso wie die Messungen der Glutamat-
Konzentration in den Astrozyten darauf hindeutedssd Ceftriaxon-behandelte Astrozyten

vermehrt Glutamat aufnehmen.
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Abbildung 3.17. Graphische Darstellung der Glutamat-Konzentratiomdl/10ul) in Astrozyten-konditioniertem-
Medium nach Kultivierung von 10 nM Glutamat bzw010M Ceftriaxon / 10 nM Glutamat oder
Vehikel fir 24 Stunden, (Triplikate eines repraaéimen Experiments, *p< 0,01 vs. Vehikel,

#p<0,05 Vehikel/Glutamat vs. Ceftriaxon/Glutamat).
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4. Diskussion

Der Schlaganfall stellt eine der haufigsten vasiand&rkrankungen dar (Kolominsky-Rabas und
Heuschmann, 2002), wobei die Inzidenz unter Beiidbkgung der fortschreitenden Alterung
der Bevolkerung weiter zunehmen wird. In aktuelkamschungen wird die Neuroprotektion als
ein neuer pharmakologischer Therapieansatz be#étacder zum Ziel hat, die bei einer
zerebralen Ischamie ausgeloste Kaskade von pathol@m Prozessen zu vermindern. Dabei
stehen insbesondere die sogenannte Exzitotoxiodtesdie Entzindung und Apoptose im
Mittelpunkt der Untersuchungen. Ein neuer vielvegspender pharmakologischer Ansatzpunkt
ist gegenwartig daf-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon. Eine wichtige, bisr wenig untersuchte
Schlusselrolle nehmen dabei die Astrozyten ein.edeater Signalweiterleitung und Versorgung
der Neuronen mit Nahrstoffen tragen sie entscheéidamwr Aufnahme von Glutamat bei und
limitieren somit den exzitotoxischen Zellschaden ldenachbarten Neuronen. Diese Arbeit soll
die molekularen neuroprotektiven Mechanismen atgklAdie durch Ceftriaxon im Rahmen
einer Ischamie in den Astrozyten hervorgerufen eerdu diesem Zweck wurde ein Glutamat-
Modell zur Simulierung einer Exzitotoxizitat entwedt, in welchem die Wirkung von

Ceftriaxon studiert werden konnte.

4.1. Einfluss von Glutamat auf primare Astrozyten @r Ratte — Entwicklung des Glutamat-
Modells

Eine fokale zerebrale Ischamie fuhrt Uber die ekse¢ Ausschittung von Glutamat zur
Uberstimulation von Glutamatrezeptoren und zum igstles Calcium-Einstroms in Neuronen,
wobei diese Mechanismen zur Apoptose von Gehirezddeitragen (Dirnagl et al., 1999).

Es wurde in dieser Arbeit ein Modell entwickelt aie neurotoxische Wirkung von Glutamat im
Rahmen eine Ischamie zu simulieren. Anhand des Néoklennten verschiedene Dosierungen
von Glutamat und Ceftriaxon effektiv und schnelldar Zellkultur getestet werden. Primare
Astrozyten von Ratten wurde in entsprechenden dillkplatten(wells) angeziichtet, bis zur
Konfluenz kultiviert und dann fur die Experimenterwendet. Dabei war es jedoch aus
technischen Grinden nicht méglich immer die exadiche Zellzahl in demvells zu haben. Zur
Vermeidung von Messfehlern wurden daher bei jedesfikidturexperiment 3 Proben pro

Gruppe benutzt sowie insgesamt das Experiment dteunederholt.
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Die Messung der durch Glutamat entstehenden Apepitoder Zellkultur erfolgte mit Hilfe des
Caspase Glo 3/7 Assays. Denn die Effektor-Caspasamd 7 vermitteln in der apoptotischen
Signalkaskade letztendlich den programmierten @@&i{Bredesen, 2000).

Daher wurden die Caspasen 3 und 7 in dieser Aatgeiiochemische Marker zur Untersuchung
der Apoptose verwendet.

Bei einer Glutamat-Konzentration von 100 mM wurdaeesignifikante Aktivitat der pro-
apoptotischen Caspasen 3 und 7 nachgewiesen (AbQild.1.). Entsprechend diesem Ergebnis
wurden fir eine optimale Induzierung eines Schadansdem anschlieRend die Effekte von
Ceftriaxon erforscht werden konnen, imvitro Glutamat-Modell immer 100 mM Glutamat
verwendet. Dieses Ergebnis ist auch mit einer $twdin Szydlowskeet al. vereinbar. Sie
konnten mittels western-blotAnalyse eine Akkumulation der aktiven Caspase Ihna
Behandlung von Astrozyten der Ratte mit 100 mM &tuat fir 24 Stunden zeigen (Szydlowska
et al., 2006).

Die Glutamat-vermittelte Neurotoxizitat und die &dchung neuroprotektiver Substanzen
wurden jedoch in den meisten Studien hauptsachklicieuronen durchgefihrt. Diesbeziglich
wurden sehr viel geringere Glutamat-Konzentratiof@® mM bis 1 mM) im Vergleich zur
vorliegenden Arbeit eingesetzt, wodurch eine silgaifte Exzitotoxizitat erzielt werden konnte
(Semkova et al., 1999; Perovic et al., 1996). DiatzZNng von geringeren Glutamat-
Konzentrationen bei Neuronen gegeniiber héheren édrationen bei Astrozyten im Rahmen
eines induzierten ischamischen Zelltodes imvitro Modell kann sich mit einer hoheren
Vulnerabilitat von Neuronen gegenuber Glutamat iveden lassen. Die hohere Vulnerabilitat
der Neuronen lasst sich durch das Fehlen der Gint&ynthetase erklaren. Diese befindet sich
nur in Astrozyten, welche damit in der Lage sindt@mat zu Glutamin umzuwandeln. Glutamin
ist nicht als Neurotransmitter wirksam und seinga@ellulare Konzentration liegt bei 0,25 mM
(Hertz et al., 1999). Glutamin kann nach extraz@éter Ausschittung von den Neuronen
aufgenommen werden und durch die Phosphat-akevi@iutaminase wieder zu Glutamat
umgewandelt werden (Danbolt, 2001).

Nach Optimierung der Glutamatdosis von 100 mM wardeit-Wirkungs-Verlaufe erstellt. Zu
verschieden Behandlungszeitpunkten von 1 bis 24uhdevdie Wirkung von Glutamat auf
Astrozyten durch die Genexpression von inflammatbren Zytokinen und Apoptose-Markern
sowie Neurotrophinen ermittelt. Dies diente zurridtég, ob sich dass in dieser Arbeit benutzte
Glutamat-Modell an den Gegebenheitervivo im Rahmen einer Exzitotoxizitat anlehnen kann
und welches der optimale Behandlungszeitpunkt féftr@xon im Zellkulturmodell ist. Die

einzelnen Ergebnisse werden entsprechend in ddrsteficKapiteln diskutiert.
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4.1.1. Glutamat-induzierte Entziindung

Das Zytokin IL-6 spielt eine wichtige Rolle bei Edibhdungsreaktionen. Im ZNS ist es an
pathologischen Prozessen wie einem Schlaganfall nedrodegenerativen Erkrankungen
beteiligt. Verschiedene Zellen des ZNS sind inldmge, IL-6 zu produzieren, wobei Astrozyten
eine der Hauptquellen fur IL-6 darstellen (Van Wagound Benveniste, 1999).

So konnte in-vitro nach einer mechanischen oder metabolischen Isehamine
Expressionssteigerung des IL-6-Proteins in Astrzyton Mausen gezeigt werden (Lau und
Yu, 2001). Ein starker Anstieg der IL-6-mRNA wurdwch 4 bis 8 Stunden in einem
hypoxischen und einem hypoglyk&dmischen Ischamie@iditobachtet (Yu und Lau 2000).
Auch ein exzitotoxischer Schaden durch eine Inggkinit N-Methyl-D-Aspartat in das Gehirn
von neugeborenen Ratten flhrte zu einer Erhéhuadldé-Proteins in Neuronen (Acarin et al.,
2000). In Ubereinstimmung mit diesen Studien zeigh auch im hier genutzten Ischamie-
Modell, dass eine 1- bis 24-stindige Glutamat-Bdharg in Astrozyten eine signifikante
Steigerung der IL-6-mRNA-Expression induziert. Untdem Gesichtspunkt seiner pro-
inflammatorischen Funktion unterstitzt dieses Engeleindeutig die Beteiligung von IL-6 bei
der Entwicklung eines exzitotoxischen Schadens.iDdgser Arbeit genutzte Glutamat-Modell

zur Simulierung einer Exzitotoxizitat konnte sogetfestigt werden.

4.1.2. Glutamat-induzierte Apoptose

Die Regulation der Apoptose spielt bei einer Isciedeme wichtige Rolle. So werden nicht nur
pro-apoptotische Gene wie Bax sondern auch anptapische Gene wie BCL-2 vermehrt
ausgeschittet (Dirnagl et al., 1999). Krajewski al. konnte in-vivo eine Steigerung des
Bax-Protein-Levels nach cerebraler Ischamie anddpmpalen CA1-Neuronen und Purkinje-
Zellen des Kleinhirns der Ratte feststellen (Kragkwet al., 1995). Eine Induzierung der
Bax-mRNA und des Proteins in CAl-Neuronen des Hippmus nach einer cerebralen
globalen Ischamie wurde ebenfalls von Cleeml. gezeigt (Chen et al., 1996). Ferner konnte an
neuronalen Zelllinien direkt die neurotoxische Wimg des Glutamats-vitro nachgewiesen
werden. So fiihrte eine Behandlung von 10 mM Glutaiita6 Stunden zu einem Anstieg des
Bax-Protein-Levels (Schelman et al., 2004). Xiatgal. beobachteten ebenfalls an Neuronen
von Mausen eine Glutamat-vermittelte SteigerungBes-Proteins nach 24 Stunden (Xiang et
al., 1998). Auch in der vorliegenden Arbeit an Asgiten konnte eine signifikante

Expressionssteigerung der Bax-mRNA nach 12-stund{gkitamat-Behandlung festgestellt
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werden. Dies zeigt zusatzlich zur erhohten Casfasend 7-Aktivitat, dass die gewahlte
Glutamat-Konzentration zu einem adaquaten Zellsshafiihrt und Glutamat eine potente
neurotoxische Substanz ist.

Das BCL-2-Protein ist ein potenter Inhibitor desogrammierten Zelltodes (Yang und
Korsmeyer, 1996). Aul3erdem wurde eine ErhohungBddr-2-mRNA (Chen et al., 1997) und
des BCL-2-Proteins nach cerebralen Ischdmien in reneh in-vivo Studien beobachtet
(Shimazaki et al., 1994; Chen et al., 1995, 19®8bei wurde eine Induktion des BCL-2-
Proteins hauptséachlich in Uberlebenden Neuronerhgeadesen, was wiederum flr seine
protektive Rolle spricht.

In dem in dieser Arbeit benutztemvitro Glutamat-Modell zeigte sich jedoch eine signifilant
Abnahme der BCL-2-mRNA nach 3- bis 24-stindiger t&@hat-Behandlung, welches eine
Exzitotoxizitatin-vitro simulieren sollte. Xt al. konnten ebenfalls eine Reduzierung der BCL-
2-mRNA in Astrozyten nach einer Glutamat-Behandldeststellen (Xu et al., 2009). Dieser
Unterschied zu dem-vivo Studien spiegelte sich jedoch audavitro an Neuronen wieder.
Hierbei fihrte eine Stimulation mit Glutamat zu exirReduktion der BCL-2-mRNA und des
Protein-Levels (Perovic et al., 1996; Montpiedlet093).

So scheint die toxische Wirkung von Glutamat soksta sein, dass in dessen Gegenwart keine
Gegenregulation in Form einer Protektion durch Heghlierung der BCL-2-mRNA stattfinden
kann. Ferner ist bekannt, dass Bax mit BCL-2 Helienere bilden kann (Oltvai et al., 1993).
Durch die hier vermehrte ExpressionssteigerungBax durch Glutamat kénnte dieses Gen als
dominanter Inhibitor von BCL-2 fungieren und so fl@ssen fehlende Induktion verantwortlich
sein. Im Rahmen einer Glutamat-vermittelten Exebatitdt sind die regulatorischen
Transkriptionswege, die zu einer Steigerung von Ba® zu einer Reduzierung von BCL-2
fuhren, jedoch noch nicht genau bekannt. Miyashital. konnten zeigen, das p53 bei der
Regulation der Transkription von Bax und BCL-2 eimgchtige Funktion einnimmt. So
stimuliert p53 die Expression von Bax und kannBli&_-2-Expression verringern (Miyashita et
al., 1994; Miyashita und Reed, 1995). Es zeigth aiech, dass es nur bei der Anwesenheit von
p53 zu einer Erhohung des Bax-Proteins durch Glatakam (Xiang et al., 1998).
Schlussfolgernd scheint das Gleichgewicht zwisdBaxa und BCL-2 im Rahmen einer Ischamie

eine entscheidende Rolle bei der Regulation vorpfgse und Uberleben zu spielen.
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4.1.3. Glutamat-induzierte Bildung von Neurotrophiren

Die Glutamat-Behandlung von priméren Astrozyten Katte fihrte in der vorliegenden Arbeit
zu einer signifikanten Expressionssteigerung deFN@BRNA nach 6 und 12 Stunden und zu
einer signifikanten Hochregulierung der BDNF-mRN&ch 3 Stunden.

Neurotrophine sind wichtige Faktoren, die das Usierh und Wachstum von Neuronen im ZNS
steuern (Huang und Reichardt, 2001). Astrozyten nkdn in bedeutendem Umfang
Neurotrophine ausbilden und so das neuronale Ulmrl®eeinflussen (Furukawa et al., 1986).
Viele Studien unterstreichen die neuroprotektiveinkihhgen der Neurotrophine unter Ischamie-
ahnlichen Bedingungen. So schutatevitro eine Vorinkubation mit NGF, hippocampale
Neuronen der Ratte und humane kortikale Neurongergéer einer Hypoglykamie (Cheng und
Mattson, 1991). BDNF zeigte ebenfalls neuroprotektffekte innerhalb eines Hypoglykamie-
Modells in kortikalen und hippocampalen Zellkultmreon Neuronen der Ratte (Cheng und
Mattson, 1994). Ebenso verhinderte NGF den Tod vwuronalen Zellkulturen des
Hippocampus nach einem hypoxischem Insult (MattsahCheng, 1993).

Die Daten vonin-vivo Studien an cerebralen Ischamie-Modellen zeigteags ANGF den
neuronalen Schaden reduzieren kann. Shiggnal beobachteten, das sowohl eine Vor- und
Nachbehandlung mit NGF nach einer cerebralen Iseh&m einem signifikant verbesserten
Uberleben von Neuronen in der CA1-Region des Hippgaus von Wistenrennmausen fihrte
(Shigeno et al., 1991).

Die neuroprotektiven Effekte der Neurotrophine inahRen einer Ischamie sind auch im
Rahmen der Glutamat-Toxizitat von Bedeutung. NGluzeerte die Grof3e der exzitotoxischen
Lasionen im Striatum von Ratten nach Injektion @finolinsaure, einem NMDA-Rezeptor-
Agonisten (Frim et al., 1993). Desweiteren schutB®NF neuronale Zellkulturen des
Hippocampus vor einer Glutamat-vermittelten Todizit(Cheng und Mattson, 1994). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeiichtete Wuet al. Giber eine NGF- und
BDNF-mRNA-Expressionssteigerung nach 100 uM GlutaBehandlung von 4 Stunden in den
untersuchten Astrozyten-Kulturen (Wu et al., 2008)ch Pecharet al. konnte in Astrozyten
eine Anstieg von NGF-mRNA durch Glutamat nachweigeechan et al., 1993). An Gliazellen
in der Retina, den sogenannten Muller-Zellen, datterfiihrte eine Inkubation mit Glutamat
ebenfalls zu einer Steigerung der NGF- und BDNRd?PneLevel (Taylor et al., 2003). Die-
vitro Studien werden vonin-vivo Untersuchungen unterstitzt, die einen Anstieg der
Neurotrophine NGF und BDNF nach einer cerebralehdmie beobachteten (Lindvall et al.,

1992; Takeda et al.,, 1993). Durch die Expressiemgstung in-vivo kann es zu einer
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Regeneration des zerstorten Neuronennetzwerkes eumegim Aussprief3en von neuronalen

Fortsatzen kommen.

In der Literatur bereits bekannt, unterstiitzenkligebnisse der vorliegenden Arbeit eindeutig,
dass Astrozyten in der Lage sind, Neurotrophing@achltten (Furukawa et al., 1986; Mallat et
al., 1988; Pechan et al., 1993). Durch die neutegtive Wirkung der Neurotrophine kdénnen
sich Astrozyten selbst oder Neurone vor einer Ghatavermittelten Neurotoxizitdt schitzen.
Astrozyten kénnten so dazu beitragen, dass Sienndirer bekannten Fahigkeit Glutamat
aufzunehmen und zu verstoffwechseln, auch durchBid@dung von neurotrophen Faktoren
wahrend einer Ischamie, Neurone vor einem weiteZ@tluntergang bewahren und Ihr

Uberleben verbessern.

4.2. Die neuroprotekive Wirkung von Ceftriaxon

Um zunéachst abzuklaren, dass das einges@tiiktam-Antibiotikum Ceftriaxonin-vitro an
Astrozyten keine eigene, zellschadigenden Wirkungetwickelt, wurde die Aktivitat der
Caspasen 3 und 7 von Astrozyten nach 24-stindigérigxon-Behandlung gemessen, wobei
kein signifikanter Anstieg der Apoptose ermittelenden konnte. Daraus lasst sich schliel3en,
dass Ceftriaxon nicht toxisch gegeniiber AstrozysenDie Dosierung von Ceftriaxon in dieser
Arbeit wurde in Anlehnung an die Studie von Rothmstgt al gewdahlt (Rothstein et al., 2005).
Somit wurden hier Astrozyten mit 100 uM Ceftriaxbehandelt, wobei Thone-Reineke al.
ebenfalls Dosierungen von 100 uM benutzten (Thoeedke et al., 2008).

Wie bereits oben beschrieben konnte in dem hiewemrdeten Glutamat-Modell eine
signifikante Steigerung der Apoptose, Inflammationd Ausschittung von Neurotrophinen
innerhalb von 1 bis 24 h nach Behandlung mit Glalaerzielt werden. Fur diese Arbeit legte
man sich auf den Behandlungszeitpunkt von 12 h fastdem die Wirkung von Ceftriaxon
studiert werden konnte. Es wurde sich fir 12 haiéslen um sich mdglichst zeitnah an die
Geschehnissm-vivo anzulehnen. Denn bereits 1999 wurde durch Diratgl. veranschaulicht,
dass ein zerebraler Infarkt eine bestimmte Reillgafgon schadigenden Ereignissen auslost.
Durch Exzitotoxizitat ausgeldst, kommt es im Zeitravon 12 bis 24 h nach einem Infarkt zu
einer vermehrten Entziindungsreaktion im Randgelgistinfarktes (Dirnagl et al., 1999). Auch
muss man bedenken, dass die Experimente in klede#kulturplatten 24-wellg durchgefihrt

wurden und sich daher der Mediumwechsel auf mietssalle 2 Tage belief. Somit sollte die
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Messung der Apoptose oder Inflammation in maxingth £rfolgt sein, ohne die Ergebnisse
durch zusatzlichen Narhstoffmangel zu beeinflussen.

Im Glutamat-Modell konnte hier bereits nach 1 heesignifikante Steigerung der IL-6-mRNA
im Vergleich zum Vehikel gemessen werden. Dies n&rhaulicht, dass die neurotoxische
Wirkung des in dieser Arbeit genutzten Zellkultudetls sehr rasch eintritt. Um die
molekularbiologische Wirkung von Ceftriaxan-vitro zu testen, entschieden wir uns fur eine
Vorbehandlung mit Ceftriaxon zu den Zeitpunkten B2; und 24 h mit einer anschlie3enden

Behandlungszeit von Glutamat tber 12h in Kombimatiot Cetriaxon.

4.2.1. Reduktion der Entztindung durch Ceftriaxon

Wie in 4.1.1. beschrieben kam es im Behandlungsagit von 1- bis 24 h zu einem
signifikanten Anstieg der IL-6-mRNA durch Glutamé&s zeigte sich, dass zu jeder Zeit eine
deutliche Entziindungsreaktion hervorgerufen wekaemte. In Anlehnung an die Geschehnisse
in-vivo, erfolgte die Testung von unterschiedlichen Caftrn-Vorbehandlungszeitpunkten unter
der Glutamat-Belastung von 12 h (siehe 4.2)). Iresein Experimenten flhrte eine
Vorbehandlung mit Ceftriaxon Uber 6, 12 oder 24 dn ZYugabe von Glutamat sowie Uber
weitere 12 h nach Zugabe von Glutamat zu einerifdsignten Senkung der IL-6-m-RNA-
Expression. Damit konnte in der vorliegenden Arbdéutlich die anti-inflammatorische
Wirkung von Ceftriaxon auf priméare Astrozyten deratl® demonstriert werden. Bei
Gesamtbetrachtung dieses Ergebnisses konnte so iadokkt ein neuronales Uberleben
gesichert werden, indem die Astrozyten durch Geftm der Entztindungsreaktion widerstehen
und ihre Aufgaben, besonders die Glutamat-Redukti@iter vornehmen kdénnen.

Chu et al. kamen jedoch zu einem anderen Ergebnis. In diegglieSim MCAO-Modell der
Ratte zeigte eine Vorbehandlung mit Ceftriaxon tb&age keinen Effekt auf die IL-6-m-RNA-
Expression. Allerdings erfolgte die Messung niclait an Astrozyten, sondern am gesamten
ischAmischen Hirnabschnitt. So konnte man keineskthr Wirkung auf die einzelnen
unterschiedlichen Zellpopulationen feststellen. M folgte die Messung erst 24 h nach der
Ischamie und Ceftriaxon wurde in dieser Zeit nigkgiter verabreicht (Chu et al., 2007).
Ebenfalls kam es zu keinem Effekt auf die IL-6-mRBRpression in der Studie von Thone-
Reinekeet al Dort erfolgte die Messung auch an Hirnabschnittiexd erst 48 h nach der
Ischamie wobei keine Vorbehandlung stattfand, sendae einmalige Gabe von Ceftriaxon, 90
min nach dem Hirninfarkt erfolgte (Thone-Reineke at, 2008). So ergeben sich aus

unterschiedlichen Modellen, diverse Ergebnisse.daektive Wirkung von Ceftriaxon scheint
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dabei abhéngig von der Zellpopulation und Zellarsein. Desweiteren spielt der Zeitpunkt der
Therapie eine entscheidende Rolle bei der WirkieggMedikamentes.

4.2.2. Reduktion der Apoptose durch Ceftriaxon

Durch 12-stiindige Glutamat-Behandlung von primasesirozyten der Ratte konnte eine
bedeutsame mRNA-Expression des pro-apoptotischekeviaBax erreicht werden. Durch eine
6- bis 24-stiindige Vorbehandlung der Zellen mitt@aefon gelang es in dieser Arbeit, eine
signifikante Reduzierung der Apoptose bzw. der B&NA herbeizufihren. Eine signifikante
Induktion des anti-apoptischen Markers BCL-2 konrmkerdings nicht gezeigt werden.
Lediglich eine tendenzielle Hochregulierung nach 12d 24 h-Vorbehandlung mit Ceftriaxon
gegenuber der Kontrollgruppe Vehikel/Glutamat wesiahtlich. Auch bei der Etablierung des
Glutamat-Modells fuhrte Glutamat nicht zu einern&tiation der BCL-2-mRNA, sondern zu
einer signifikanten Reduktion. So scheint BCL-2 Blarker zu sein, der durch Ceftriaxon nicht
direkt zu beeinflussen ist. Andererseits gibt es dan verschiedenen Gehirnregionen
unterschiedliche Expressionsmuster. Bcl-xl, ein aati-apoptotischen BCL-2-Proteinfamilie
gehdrender Marker, ist im Rahmen einer Ischamiaiféignt héher in Astrozyten aus dem
Striatum nachzuweisen, als in Astrozyten aus amd&ehirnregionen (Xu et al., 2001). In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Messung an Asttemy die aus dem gesamten Gehirn von
neonatalen primaren Ratten entstammten. Zukinftignte man also auch erwagen, eine
Untersuchung an priméaren Astrozyten der Ratte anierschiedlichen Gehirnabschnitten
vorzunehmen. Denn Astrozyten sowie Neuronen ausvdesthiedenen Regionen zeigen eine

unterschiedliche Reaktion auf Stress (Xu et al0120

4.2.3. Gesteigerte Expression von Neurotrophinen dch Ceftriaxon

Im Rahmen des hier angewendeten Ischamie-Modellwriaréiren Astrozyten der Ratte, fuhrte
das p-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon zu einem signifikeem Anstieg der NGFmMRNA im

Vorbehandlungszeitraum von 12- und 24 h gegeniberkantrollgruppe Vehikel/Glutamat.
Auch die BDNF-mRNA Expression wurde durch Ceftriaxerhoht, jedoch nicht signifikant.
Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Thone-Reieiedl. iberein, die im Bereich der peri-
Infarkt-Zone einen Anstieg der Protein-Expressiomen Neurotrophinen (BDNF, NT3), 48 h

nach einem Infarkt, durch einmalige Applikation v@eftriaxon nach MCAO zeigen konnten
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(Thone-Reineke et al., 2008). Wie bereits in 4.b&schrieben, kbnnen Astrozyten auch allein

durch eine Uberproportionalitat an Glutamat verrmlaurotrophine ausschiitten.

Durch die Vorbehandlung mit Ceftriaxon wurde in derliegenden Arbeit dieser protektive
Mechanismus noch verstarkt. Daher kénnten mehronale Zellen Uberleben und die Stabilitat
der astrozytaren Funktionen, im Rahmen einer Isahdmufrecht erhalten werden. Somit
besitzen Astrozyten autokrine und parakrine Medraen, die sie selbst schitzen und das

neuronale Uberleben unterstiitzen kdnnen.

4.3. Ceftriaxon und seine Wirkung auf das Astrozyta-Neuronen-Netzwerk

Das Astrozyten-Neuronen-Netzwerk koénnte derzeitereimler neusten und wichtigsten
Ansatzpunkte bei der Entwicklung neuer Behandlundes Schlaganfalles darstellen. Schon
1989 konnten Rosenberg und Aizenman nachweisers #agikale neuronale Kulturen
signifikant weniger empfindlich gegentber Glutarsiaid, wenn sie zusammen in einem Milieu
bestehend aus zahlreichen Astrozyten kultiviertdeer(Rosenberg und Aizenman, 1989). In
diesem Zusammenhang ist es von entscheidender @Bedeubei einer medikamentosen
Therapie nicht nur eine Zellpopulation, wie die Nmen, zu betrachten, sondern von einem
regulatorischen Netzwerk auszugehen.

Eine pharmakologische Intervention mit Ceftriaxdig nur auf Neuronen ausgerichtet ist, wies
bereits bei Lipski und seiner Arbeitsgruppe keinesifiven Erfolge auf. lhre 5-tgige
Vorinkubation der neuronalen Zellkulturen mit Cefion verhinderte weder den priméren noch
den verzogerten Zellschaden durch Uberproportieoiddandenes Glutamat (Lipski et al., 2007).
So zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit,sdame einfache direkte Stimulation der
Neuronen mit Ceftriaxon zusammen mit Glutamat ni@usreicht, um sie vor dem
neurotoxischen Transmitter zu schutzen. Allerdikgente nachgewiesen werden, dass eine
Vorinkubation der Substanzen (Ceftriaxon, Glutan2#)h auf Astrozyten und anschlieRender
Applikation dieses Astrozyten-konditionierten-Mewlist auf Neuronen, zu einem signifikant
verringerten apoptotischen Zellschaden innerhali 24 h fuhrt. Einerseits konnte dann in den
neuronalen Zellkulturen eine verringerte Anzahl @pboscher Zellen gezahlt werden,
andererseits sank die Caspase-7- und -3-Aktivitath in einer aktuellen Studien von Beller et
al., konnte in einer gemeinsamen Kultur aus Neuramsad Astrozyten nachgewiesen werden,
dass eine Vorinkubation durch Ceftriaxon den nealen Schaden bis zu 22% reduziert (Beller

et al., 2011).
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Diese Ergebnisse veranschaulichen deutlich, dassyewiotische Mechanismen zwischen
Neuronen und Astrozyten geben muss, wodurch dieopeatektive Wirkung von Ceftriaxon
hervorgerufen wird. Einerseits kann man dies dutiehbereits oben beschriebene Ceftriaxon-
vermittelte signifikant erhéhte Neurotrophin-Protdak in Astrozyten erklaren. Andererseits
gibt es seit Jahren Experimente, die sich auf egaz simplen Faktor beziehen, namlich die
Glutamat-Aufnahme durch Astrozyten. In der Studam Vihone-Reinekeet al konnte eine
signifikant gesteigerte Glutamat-Aufnahme in prieréAstrozyten der Ratte durch Ceftriaxon
nachgewiesen werden (Thone-Reineke et al., 2008).

Auch in dem Experiment dieser Arbeit fuhrte gakaktam-Antibiotikum Ceftriaxon zu einer
signifikant gesteigerten Glutamat-Aufnahme in priemiAstrozyten der Ratte (Abbildung 3.16.
und 3.17.). Die intrazellulare Glutamat-Konzentratin Astrozyten stieg an und parallel dazu
sank sie in im Astrozyten-Medium (Astrozyten-korahiertes-Medium). Auf diese Weise lasst
sich auch erklaren, warum das Astrozyten-kondigdgeiMedium auf Neuronen weniger toxisch
wirkte. Nicht nur die durch Astrozyten produziertéeurotrophine, sondern auch ein
verringerter Gehalt an Glutamat fiihrten zu einembesserten Uberleben von Neuronen.
Aufgrund der hohen Kosten wurde dieses Experimantemmal fur diese Arbeit durchgefihrt.
Laut aktueller Literatur sind fur die Fahigkeit deXstrozyten, der Glutamattoxizitat
entgegenzuwirken, zwei wesentliche Mechanismen ntbeatlich. Zum einen die an der
Plasmamembran befindlichen GLT-1-Transporter unech zinderen ein intrazellulares Enzym
welches nur in Astrozyten vorkommt und Glutamat Gtutamin umwandeln kann, die
Glutaminsynthetase (Danbolt, 2001). Mehrere Studiaben sich mit diesen Mechanismen
beschaftigt und protektive Eigenschaften von Cafon durch die Expressionssteigerung
(Rothstein et al., 2005; Chu et al., 2007; Vermaakt 2010; Beller et al., 2011) bzw.
Aktivitatszunahme des astrozytaren GLT-1-Transpsrezklart (Théne-Reineke et al., 2008).
Dieser ist zu 90% fir die Entfernung von Glutamas dem Extrazellularraum verantwortlich
(Danbolt, 2001). Laut Lee et al., scheint Ceftriavdbe Transkription des GLT-1-Transporters
durch den NF-kB Signalweg (nuclear factor 'kapgéatlichain-enhancer' of activatedcBlls) zu
steigern (Lee at al., 2008). In Verbindung mit déiir-1-Transporter konnte durch Ceftriaxon
ebenfalls die Aktivitat der Glutaminsynthetase éthderden (Verma et al., 2010). Des Weiteren
stellt die Glutaminsynthetase auch ohne die Anwasienvon Ceftriaxon einen natlrlichen
Schutzmechanismus im Falle einer Ischamie dar. Afistieg von extrazellularem Glutamat
fuhrt zu einer Induktion der Glutaminsynthetase kit (Hoshi et al., 2006).

Welcher Prozess jedoch in den Astrozyten durchvdasehrte Glutamat ausgeldst wird, wurde

jedoch in den Studien nicht geklart. Daher konntecheser Arbeit ein entscheidender Beitrag
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zum Verstandnis der protektiven molekularen Mectraen von Ceftriaxon geleistet werden.
Allerdings ist zu beachten, dass in der Literatd wler vorliegenden Arbeit die Experimente
hauptsachlich an neonatalen oder ein paar Tage atdlen, vorzugsweise von Ratten
durchgefuhrt wurden. Im Hinblick auf das Auftreteon Schlaganféllen im hohen Alter bleibt
offen, ob dag-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon auch den gleichenotektiven Effekt an alteren

Zellen bzw. Tieren und schlie3lich dem Menscheimeta konnte. Desweiteren existieren dann
neben dem Alter auch vermehrt multiple Grunderkuaigien, die eine effektive Therapie

limitieren konnten.

Ein weiterer Diskussionspunkt besteht hinsichtladr Applikation von Ceftriaxon und dem
Beginn der Ischamie. In einigen Studien und derliegenden Arbeit flhrte erst eine
Vorbehandlung der Zellen mit Ceftriaxon zu eineneigeeten Schutz vor Glutamattoxizitat
(Rothstein et al., 2005; Chu et al., 2007; Vermaalet 2010; Beller et al., 2011). Im hier
genutztenn-vitro Glutamat-Modell tritt der schadigende Effekt vorutamat zu rasch ein, um
anschlieBend eine Wirkung d@sLaktam-Antibiotikums auf Zellkulturebene zu vertalb.
Durch die Vorbehandlung mit Ceftriaxon war es hjedoch maoglich, dessen molekulare
Mechanismen im Rahmen einer Ischamie zu studidrenklinischen Bereich ware dieser
Einsatz z.B. auch als Prophylaxe vor OperationerHim denkbar. Dies beschrieben Chu und
Arbeitskollegen auch als ,ischamische Toleranz"“t der Begriindung, dass die Expressions-
Steigerung des GLT-1-Transporters auch eine gevdsgiebendtigt, um protektiv wirksam bei
einer Ischamie zu sein (Chu et al., 2007).

Andererseits sollte man aber auch bertcksichtigess das Ziel der Schlaganfall-Therapie
vorwiegend die Penumbra ist, das Randgebiet deskbeks in dem es noch nicht zu einem
irreversiblen strukturellen Schaden gekommen istne-Reineket al konnten insbesondere in
dieser Region eine Expressionssteigerung von rmeptuen Faktoren, infolge einer Applikation
von Ceftriaxon 90 min nach MCAO, feststellen (Thdt&ineke et al., 2008). Das heil3t, um die
durch Exzitotoxizitat ausgeltste ischamische Kaskadder Penumbra, in welcher es zusétzlich
im Zeitraum von 12 bis 24 h nach einem Infarkt zoee vermehrten Entziindungsreaktion
kommt (Dirnagl et al., 1999) zu limitieren, ist eidpplikationin-vivo nach dem ischamischen
Ereignis ebenfalls sinnvoll. Dies fuhrt wie bereit@schrieben zu einer Aktivierung von
protektiven Faktoren, die den zytotoxischen Schadeter Penumbra reduzieren kénnen. Dabel
besteht allerdings weiterhin die Frage, in welct#giiraum eine therapeutische Intervention am
Menschen nach einem Schlaganfall noch méglich ush einen irreversiblen Schaden

abzuwenden. Das begrenzte Zeitfenster von 3 bis @idn bei der Nutzung der aktuellen
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Thrombolyse-Therapie mit rt-PA, stellt insbesondarkindlichen Regionen ein grof3es Problem
dar, da zur Anwendung von rt-PA immer ein hamor$aer Hirninfarkt mittels
Computertomographie ausgeschlossen werden museginad.yse-Therapie nur in speziellen
Stroke Unit Zentren erfolgen darf (Georgiadis ef 2003). Fir Ceftriaxon wére jedoch auch
eine ambulante, sofortige Applikation denkbar. Biéssen medikamentosen Einsatz gibt es
derzeit kaum Kontraindikationen und es treten nenigge Nebenwirkungen auf. Auch beziiglich
der Penetration von Ceftriaxon durch die Blut-H8chranke konnten bereits eine gute
Liguorgangigkeit und hohe Konzentrationsspiegedder Cerebrospinalfliissigkeit im Rahmen
von bakteriellen Hirninfektionen nachgewiesen war@eutsar et al., 1998; Lamb et al., 2002).
So konnte bei konkretem Verdacht auf einen Schiadlater zuerst eintreffende Arzt bereits mit
einer Akuttherapie vor Ort beginnen.

Letztendlich gilt es, eine geeignete Therapie zhsdhwachung der Exzitotoxizitat zu finden.
Sie ist der bedeutungsvollste neurotoxische Megchaums bei akuten oder chronisch
neurodegenerativen Erkrankungen. Eine Schlisselsplielen dabei die Astrozyten. Durch ihre
Fahigkeit, Glutamat aufzunehmen, bilden sie einenisoheidenden Therapieansatz zur
Behandlung des Schlaganfalles. Im Astrozyten-Nezmeaxetzwerk sind sie durch die
Ausschittung von neurotrophen Faktoren von esdlenti@edeutung fur das neuronale
Uberleben.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbe#teigt werden, dass ddsLaktam-
Antibiotikum Ceftriaxon in einemn-vitro-Modell der Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat in
primaren Astrozyten der Ratte (ber die Ausschuttureyrotropher Faktoren und die
Reduzierung von Apoptose und Entzindung in primédstmozyten der Ratte neuroprotektiv
wirkt. Weiterhin wurde die Apoptose von Neuronernraiiudie Ceftriaxon-Behandlung von
primaren Astrozyten vermindert. Dies kann einessailurch eine Ceftriaxon-vermittelte
Steigerung der Glutamat-Aufnahme von Astrozytenirggdsein, andererseits durch deren
vermehrte Expression von Neurotrophinen.

Mit dieser Arbeit konnte ein Beitrag zur Aufklarunder molekularen neuroprotektiven
Mechanismen von Ceftriaxon an primaren Astrozyted dNeuronen geleistet werden. Diese
Erkenntnisse sind relevant fur die weitere Erfouwsth und Testung der neuroprotektiven
Eigenschaften von Ceftriaxon, und deren potentidilgzung in einer zukunftigen, klinischen

Anwendung am Menschen.
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Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versichewntgdie strafrechtlichen Folgen einer

unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,1681Sdeafgesetzbuches) sind mir bekannt und
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