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1. Zusammenfassung

Die vorliegenden Arbeiten zur zelluldren Expression von Glutamattransportern zeigen
folgende Ergebnisse:

e Im normalen Gehirn exprimieren Nervenzellen, Astrozyten und Oligodendrozyten
Glutamattransporter, wohingegen ruhende Mikrogliazellen keine Expression von
Glutamattransportern zeigen.

e Posttraumatisch kommt es zu einer raschen und ausgeprédgten, aber transienten
Reduktion von Glutamattransporter exprimierenden Astrozyten.

e Nach transienter globaler Ischdmie ist eine rasch auftretende, ausgepragte und ldnger
andauernde Reduktion von Glutamattransporter exprimierenden, perineuronal
gelegenen Oligodendrozyten der grauen Substanz zu beobachten.

e Posttraumatisch zeigen ramifizierte Mikrogliazellen rasch eine de novo-Expression
der Glutamattransporter EAATI1 und EAAT2.

e Posttraumatisch  exprimieren reaktive Astrozyten in hoher Anzahl die
Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2.

Wihrend die Hauptlast der Glutamataufnahme im normalen Gehirn die Astrozyten tragen,
konnen Oligodendrozyten in Satellitenstellung zu Nervenzellen im perineuronalen
Mikroenvironment zur Glutamataufnahme beitragen. Posttraumatisch wird im Zuge der
reaktiven astrozytdren Gliose der Anstieg der Glutamatkonzentration im Liquor abgebremst
und ein Plateau erreicht. Die posttraumatische de novo-Expression von Glutamattransportern
der Mikrogliazellen ist jedoch nicht ausreichend, die posttraumatische Reduktion
insbesondere der Astrozyten und die damit einhergehende Einschrinkung der Aufnahme

extrazelluliren Glutamats zu kompensieren.

Die Untersuchungen der zelluldren Expression der Peptide PACAP38 und PACAP27 zeigen,
dass
e im normalen Gehirn Nervenzellen, Astrozyten und Oligodendrozyten beide PACAP-
Formen exprimieren
e es nach Trauma bzw. nach transienter globaler Ischdmie zu einer raschen numerischen
Abnahme  PACAP27- und  PACAP38-exprimierender  Astrozyten  und
Oligodendrozyten kommt
e sich perikontusionell im Zuge der reaktiven Gliose rasch eine numerische Zunahme
PACAP-exprimierender Astrozyten findet
-3-



Die posttraumatische reaktive astrozytire Gliose ist offenbar Teil einer endogenen
neuroprotektiven Reaktion nach Trauma, die mit einer vermehrten Expression von

Glutamattransportern und der sie regulierenden Peptiden einhergeht.

Noradrenalin spielt auch in der Regulation des astrozytiren Glutamattransports eine Rolle.
Nach kontinuierlicher exogener Applikation von Noradrenalin in verschiedenen
Konzentrationen findet sich nach Hirntrauma (,,Controlled Cortical Impact Injury* (CCII)-
Modell in der Ratte) eine konzentrationsabhdngige neuroprotektive Wirkung. Eine
Noradrenalin-Infusion in niedriger Dosierung resultiert 48 Stunden nach CCII in einem um
44% reduzierten Kontusionsareal. Eine weiterfiihrende Arbeit soll untersuchen, ob eine
Induktion des Glutamattransports durch Noradrenalin zu dieser neuroprotektiven Wirkung

beitragt.



2. Einleitung: Schadel-Hirntrauma und Glutamattransport

2.1 Epidemiologie und Histopathologie

Das Schédel-Hirntrauma (SHT) ist eine der héaufigsten Krankheitsursachen in den
hochentwickelten Liandern. In der Bundesrepublik Deutschland betrdgt die jdhrliche Anzahl
der SHT aller Schweregrade ungefahr 200.000 (106), durchschnittlich 800 Patienten pro 100
000 Einwohner (199). Die Mortalitét ist nach wie vor hoch und liegt insgesamt bei circa 20%.
Mainner sind durchschnittlich dreimal so hiufig wie Frauen betroffen. Der Anteil an Kindern
und Jugendlichen unter den Patienten ist besonders hoch, das SHT stellt sogar die hdufigste
Todesursache junger Erwachsener dar (199). Auch bei Erwachsenen unter dem 45.
Lebensjahr ist das SHT die hdufigste Ursache fiir Mortalitdt und Morbiditit. Ursédchlich fiir
diese Verletzungen sind in 72 Prozent Verkehrsunfille, in 10 Prozent hiusliche Unfille, in 8
Prozent Arbeitsunfille, in 6 Prozent Sportunfille und in 4 Prozent sonstige Unfalle (199).

Von besonderer soziookonomischer Bedeutung ist das schwere SHT, bei dem die Patienten
definitionsgemil} anhaltend bewusstlos sind. Das schwere SHT ist trotz der intensivmedizini-
schen und verkehrssicherheitstechnischen Fortschritte der letzten Jahrzehnte nach wie vor ein
mit hoher Letalitit bzw. schwerer Behinderung behaftetes Krankheitsbild. Das European
Brain Injury Consortium verdffentlichte 1999 die klinischen Ergebnisse von 1005
Erwachsenen mit SHT, die in 12 européischen Neurotrauma-Zentren {iber einen Zeitraum von
3 Monaten erfasst wurden (141). Von allen Patienten starben 31%, 3% verblieben in einem
vegetativen Status, 16% wurden schwerbehindert, und 31% erholten sich ohne klinisch
nennenswerte bleibende Behinderung. Die Anzahl der behandlungsbediirftigen Patienten mit
schwerem SHT liegt in der Bundesrepublik Deutschland pro Jahr bei 10.000 bis 15.000 (199).
In etwa einem Drittel der Patienten mit schwerem SHT liegt eine raumfordernde und daher
operationsbediirftige intrakranielle Blutung oder Impressionsfraktur vor. Die restlichen zwei
Drittel dieser Patienten werden auf den Intensivstationen konservativ behandelt (106).
Aufgrund der pathophysiologischen Abldufe bei der Entstehung der traumatischen
Hirnschadigung kommt der konservativen Therapie eine wesentliche Bedeutung zu. Aufgrund
dieser Tatsachen ist es unerlédsslich, experimentell und klinisch weitere Erkenntnisse zur
Pathophysiologie und Therapie des Hirntraumas zu gewinnen.

Traumatische Lisionen des zentralen Nervensystems werden nach der Verletzungsart, dem
Lasionsmuster und dem Zeitverlauf eingeteilt (67, 148): man unterscheidet gedeckte und
offene Verletzungen, fokale und diffuse Verletzungen, primdre und sekundéire Schidigungen

sowie Verletzungen des Parenchyms und des Hiillsystems (der d&ufleren Weichteile, Knochen
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und inneren Hiillen). Zu den fokalen Schadigungen des Gehirns zdhlen die Kontusion, die
Lazeration, die Blutung und die Infektion, zu den diffusen Schiddigungen der diffuse
Axonschaden (DAI), der diffuse Gefdfschaden, die hypoxisch-ischdmische Schadigung und
die diffuse Hirnschwellung (Odem, Kongestion).

Verletzungsmuster und -schweregrad sind von Ort und Ausmal} der einwirkenden Energie,
vom Lebensalter (z.B. Hirnatrophie, Festigkeit des Schddelknochens), von einer moglichen
chemischen Beeinflussung (z.B. Alkohol), von zusitzlichen Verletzungen (z.B.
Schocksituation bei Polytrauma) und von der Zeitspanne, bis erste lebenserhaltende
MafBnahmen durchgefiihrt werden konnten, abhingig. Klinische Ausfallserscheinungen treten
in Abhéngigkeit von der Lokalisation der fokalen und diffusen Hirnschddigung auf.

Klinisch unterscheidet man eine Commotio cerebri von einer Contusio cerebri. Wahrend bei
der Commotio morphologisch ein diffuser Axonschaden vorliegen kann (16), werden bei der
Kontusion (Rindenprellungsherd) drei Stadien unterschieden (63, 67, 148, 215): 1. Blutungen
und Nekrosen, 2. Resorption und Organisation, sowie 3. End- und Defektstadium.

Frische Rindenprellungsherde bestehen aus punktformigen, z.T. konfluierenden Blutungen,
die subpial, kortikal oder im oberflichlichen Marklager gelegen sind (Abb. 1). Die
Windungskuppen sind bevorzugt betroffen. Die Nekrosezone demarkiert sich unter
Ausbildung der charakteristischen Keil- oder Napfform, wobei die Spitze Richtung Marklager
und die Basis Richtung Leptomeningen zeigt (Abb. 1a und b). Im Endstadium nehmen Lipo-
und Siderophagen im Inneren des Defekts langsam zahlenmiBig ab (Abb. Ic und d). Die
Dauer bis zum Erreichen des Endstadiums ist abhéingig von der GroBe der Kontusion. So kann
die Organisation kleiner Kontusionen schon nach 14 Tagen abgeschlossen sein, in grofen
konnen jedoch Reste nekrotischen Hirngewebes und von Blutungen Monate und ldnger

nachweisbar sein.



Abb. 1: a) Keilformige frontale Kontusion (Pfeile) mit SAB (Pfeilspitze). b) Frische, bis ins subkortikale
Marklager reichende Kontusionsblutungen und frische SAB (aus a, HE x2,5). ¢) Ausgedehnte dltere
Kontusionen des Frontal- und Temporallappenpols. d) Pseudozystische Umwandlung einer dlteren Kontusion im
Defektstadium mit ischdmischer Sekundirschédigung und locker verteilten Lipo- und Siderophagen (aus c, HE

x10 (aus (223)).

2.2 Pathogenese des Schadel-Hirntrauma

Fiir das Verstindnis der therapeutischen Problematik ist es wichtig, dass man beim SHT
zwischen primdren und sekundédren Hirnschidden unterscheiden kann.

Zur primédren Schidigung werden die Folgen der direkten mechanischen Gewalteinwirkung
wie zum Beispiel die Kontusion gezéhlt. Hierbei scheint es sich um eine zunichst funktionelle
Stérung zu handeln, die sich zu ganz frithen Uberlebenszeitpunkten noch nicht morphologisch
manifestiert, sondern in einer ausgepragten Storung der Zellmembranintegritit (sogenannte
»Mechanoporation®) besteht (67). Das Ausmall der priméren, mechanisch bedingten
Schidigung ist von der Unfallursache mit ihren speziellen physikalischen Kriften, von dem
Alter des Unfallopfers, priexistierenden Erkrankungen, dem psychosozialen Status und dem

Erndhrungsstatus abhingig. Die primdre Schiddigung induziert Rezeptor-mediierte
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Mechanismen, die ihrerseits zu einem Anstieg an intrazelluldrem Kalzium und zur Bildung
freier Radikale fiihrt. Lokale Entziindungsprozesse spielen hierbei eine wesentliche Rolle.

Der Begriff des sekundiren Hirnschadens subsumiert verschiedene pathophysiologische
Ablédufe der posttraumatischen Frithphase, die eine Verschlimmerung des primdren Schadens
bewirken, unter anderem z&hlt man hierzu den Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP,
mintracranial pressure®), die Dysregulation des zerebralen Perfusionsdrucks (CPP, ,,cerebral
perfusion pressure®), das Auftreten sekundérer Ischdmien, die Bildung eines Hirnddems, die
Dysregulation der extrazelluldren Glutamatkonzentration, Infektionen oder epileptische
Anfille Stunden oder Tage nach dem eigentlichen Trauma (67). Die Hauptmanifestationen
dieser sekundiren Schiadigung wie Hirnddem, erhohter intrazerebraler Druck und Ischdmie
sind hdufig beschrieben und zumindest zum Teil klinisch fassbar (9).

Uber zahlreiche Wechselwirkungen kénnen sich die einzelnen pathogenetischen
Mechanismen gegenseitig verstirken. Der CPP ist definiert als mittlerer arterieller Blutdruck
(MABP) minus ICP und steuert liber den Druckgradienten den zerebralen Blutfluss (CBF)
und die metabolische Zufuhr. So trigt die Verminderung der lokalen kortikalen Perfusion zur
Ausbildung der Ischdmie und Zunahme des Sekundérschadens bei (20, 65, 98, 105, 211).
Zahlreiche klinische und experimentelle Studien zeigen, dass der Aufrechterhaltung des CPP
fiir die Entwicklung des Sekundirschadens bzw. das Outcome nach SHT eine wichtige
Bedeutung zukommt (26, 69, 82, 85, 128, 132, 133, 177, 191, 213). Zur Einstellung des
therapeutisch optimalen CPP gibt es zwei Therapie-Konzepte: das ,,Lund-Konzept” und das
,CPP-Management* (nach Rosner).

Das ,,Lund-Konzept” ist eine ICP-gesteuerte Therapie und basiert auf den Prinzipien der
Hirnvolumen-Regulation und zerebralen Mikrozirkulation. Nach diesem Konzept sind die
Entwicklung eines vasogenen Hirnddems und eine gestorte perikontusionelle
Mikrozirkulation die wesentlichen Folgen eines schweren SHT (8, 48). Eine medikamentdse
Absenkung des arteriellen Blutdruckes wiirde zu einer Abnahme des hydrostatischen
kapillaren Druckes flihren und durch eine Verminderung der transkapilldren Filtration zur
Verminderung des vasogenen Hirnddems wesentlich beitragen. Umgekehrt wiirde eine
Steigerung des Blutdrucks die Odementstehung fordern. Das Odem wiirde zu einer Zunahme
des intrakraniellen Druckes und nachfolgend zu einer Kompression der Gefdfle und
Verminderung der Mikrozirkulation fiihren. Dariiberhinaus konnte eine medikamentdse
Anhebung des Blutdruckes mit Katecholaminen eine zerebrale Vasokonstriktion verursachen

und das Risiko eines verminderten CBF trotz Anhebung des arteriellen Blutdruckes steigern.



Nach dem Lund-Konzept sollte ein relativ niedriger CPP (auch um 50 mmHg) angestrebt
werden, um den ICP auf Werte unter 20 mmHg zu senken (8, 48).

Das Konzept des ,,CPP-Management basiert hingegen auf der Annahme, dass es
posttraumatisch zu einer Ischdmie und Hypoxie kommt, die wiederum die Entstehung eines
zytotoxischen Hirnddems bedingen (177). Da die zerebrale Autoregulation nach schwerem
SHT weitestgehend intakt bleiben soll, wiirde eine medikamentése Anhebung des arteriellen
Blutdruckes iiber eine Vasokonstriktion zur Reduktion des intrazerebralen Blutvolumens und
zum Abfall des ICP fiihren. Das therapeutische Ziel des ,,CPP-Management* ist ein moglichst
niedriger ICP und ein mdglichst hoher CPP (in einem Bereich von 70 — 100 mmHg) (177).
Zwei experimentelle Studien zeigen jedoch, dass der CPP nach SHT nicht unterhalb 70 mm
Hg liegen sollte, da sonst die sekundire Hirnschadigung nach kortikaler Kontusion zunimmt
(103, 105). Eine Anhebung des CPP auf {iber 70 mm Hg ist nicht notwendig und kdnnte unter
Umstdnden ebenfalls zu einer Verschlechterung des klinischen Outcomes fithren. Wenn
notwendig, kann sowohl in der Frith- als auch Spétphase nach SHT der CPP mittels
intravendser Gabe von Katecholaminen angehoben werden.

Der Zusammenhang von CPP, Ischimie und Hirnddem zeigt exemplarisch, dass zahlreiche
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen pathogenetischen Mechanismen der sekundiren
Hirnschadigung bestehen. Aus diesen Griinden wird das SHT auch als ,,The most complex in-

jury to the most complex organ of the body* bezeichnet.

2.3 Glutamathomoostase und Glutamattransporter

Die Aminosdure L-Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem der Sdugetiere. Glutamat ist im Gehirn wahrscheinlich an nahezu allen
physiologischen Abldufen wie Kognition, Gedachtnis und Lernen beteiligt (37). Wichtige
Aufgaben erfiillt es aber auch bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems (130, 216).
So beeinflusst Glutamat zum Beispiel das Aussprossen neuronaler Fortsitze (159, 170), die
GABAerge Aktivitit (217) oder die Migration von Neuronen (100, 179). Prasynaptisch wird
die Freisetzung von vesikuldrem Glutamat z. B. iiber Complexine und SNAP-Rezeptoren
(,,soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein) gesteuert (78, 153, 154).
Auch in peripheren Organen und Geweben sowie im Endokrinium ist Glutamat ein
unverzichtbarer Transmitter. Es entfaltet seine Wirkung {iber verschiedene Subtypen
ionotroper und metabotroper Glutamatrezeptoren (37, 147).

Ionotrope Glutamatrezeptoren kann man aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften in

drei Subtypen einteilen: den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor, den a-Amino-3-
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Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionat (AMPA)-Rezeptor und den Kainat-Rezeptor. Sie
bilden Kationenkanile, deren Aktivierung Leitfahigkeitsdanderungen in der postsynaptischen
Membran fiir eine Dauer von wenigen Millisekunden, d.h. die schnelle Komponente des
postsynaptischen Stroms, hervorruft. AMPA- und Kainat-Rezeptoren besitzen eine schnelle
Kinetik und sind permeabel fiir Natrium-, Kalium- und Calciumionen. NMDA-Rezeptoren
besitzen spannungsabhédngige mono- und divalente Kationenkanéle, die fiir Calciumionen
weitaus permeabler sind.

Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluRs) sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, deren
Aktivierung tiber Phosphoinositid-abhidngige Prozesse, cAMP oder Proteinkinase C vermittelt
wird. Auch mGluRs werden weiter in drei Subtypen unterteilt: Gruppe I (mGluR1 und
mGIluRY), Gruppe II (mGluR2 und mGluR3), und Gruppe III (mGluR4, mGluR6, mGIluR?7,
und mGIuRS8) (95).

Die normale extrazelluldre Glutamatkonzentration liegt im mikromolaren Bereich (1-3 pM),
wihrend intrazelluldr millimolare Konzentrationen (10-100 mM) vorliegen (163). Um dieses
Konzentrationsgefille aufrecht erhalten zu konnen, bedarf es eines energieabhingigen

Transportsystems, der zur Wiederaufnahme des synaptisch freigesetzten Glutamats fiihrt.

2.3.1 Natrium-gekoppelte Glutamattransporter

Finf Glutamattransporter mit hoher Glutamataffinitdt sind bislang identifiziert worden:
GLAST/EAATI1 (201), GLT1/EAAT2 (163), EAACI/EAAT3 (89), EAAT4 (51) und EAATS
(7). Die humanen Transporter EAAT1, EAAT2 und EAAT3 weisen eine hohe Homologie zu
den bei der Ratte als GLAST, GLT1 bzw. EAACI1 bezeichneten Transportern auf (163, 201).
Nachfolgend wird zur Vereinfachung unabhéngig von der Spezies ausschlieBlich die EAAT
(,,excitatory amino acid transporter®)-Nomenklatur benutzt. Der Glutamattransport ist ein
energicabhingiger sowie Natrium- und Kalium-gekoppelter Prozess (10, 86, 120), der das
intrazelluldre Glutamat auf das 10.000fache gegeniiber dem Extrazelluldrraum zu
konzentrieren vermag (90, 91, 143). Der Transport eines Glutamations ist gekoppelt an den
Kotransport von drei Natriumionen und einem Wasserstoffion ins Zellinnere, wihrend ein
Kaliumion ausgeschleust wird (4, 37, 91). Eine erhohte extrazellulire Glutamatkonzentration
ist neurotoxisch und flihrt zum Untergang von Neuronen (sog. Exzitotoxizitit, siche 1.3) (28,
137, 150).

Eine EAATI1-Expression findet man im Cerebellum, im frontalen Kortex, im Hippokampus
sowie den Basalganglien (112). Die Expression von EAAT2 ist vorwiegend auf den
motorischen Kortex, den Hippocampus und die Basalganglien beschriankt. EAAT3 findet sich

vor allem im Hippocampus, im Kleinhirn und in den Basalganglien (33, 108), allerdings in
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einer weit niedrigeren Konzentration als die Erstgenannten (75). EAAT4 wird von den
Purkinje-Zellen des Cerebellums exprimiert (51). EAATS wird in spezialisierten Astrozyten
(sog. Miiller-Glia) der Retina gefunden (7).

Die glialen Glutamattransporter EAAT] und EAAT2 besitzen den groBten Anteil an der
Glutamatclearance aus dem Extrazelluldarraum (2, 75, 180). Dabei sind EAAT1 und EAAT2
vorwiegend in der astrozytiren Plasmamembran zu finden (23, 38, 113, 182). Astrozyten
scheinen beide Proteine zu coexprimieren (112). Diese Befunde stimmen mit der
Beobachtung iiberein, dass die effiziente Glutamataufnahme aus dem Extrazelluldrraum
(neben der Aufnahme anderer Neurotransmitter, von extrazellulirem Kalium und der
Regulierung des Wasserhaushalts) eine der Hauptaufgaben von Astrozyten ist (94). EAAT2
wird wihrend der Entwicklung, in Zellkulturen und in pathologisch verdndertem Gewebe
auch neuronal exprimiert, nicht aber im reifen, gesunden zentralen Nervensystem (37). Eine
andere wichtige Rolle spielen neuronale EAATSs auch bei der Aufnahme von Cystin fiir die
Glutathionsynthese (24).

Rothstein et al. inhibierten pharmakologisch in organotypischen Slice-Kulturen des
Riickenmarks den Glutamattransport und konnten eine ausgeprigte Nervenzellschiddigung
feststellen (181). In Méusen, bei denen die drei Glutamattransporter EAATI1-3 selektiv
inhibiert wurden, konnte man neurodegenerative Verdnderungen, motorische Defizite und
epileptische Anfille beobachten (180). EAAT1- bzw. EAAT2-Defizienz in Mausen erhoht die
Vulnerabilitit beziiglich des Sekundirschadens nach Hirntrauma (207, 232). Eine weitere
Studie konnte zeigen, dass die funktionelle Ausschaltung durch antisense-
Oligodeoxynekleotide von EAAT2 den hippokampalen Nervenzellschaden nach sog.
,»Controlled Cortical Impact Injury* (CCII) vergroflert (172). Wahrend die Ausschaltung von
EAAT2 eine Verschlechterung des neurologischen Outcomes in einem experimentellen
Ischamiemodell bewirkte, hatte die Ausschaltung des neuronalen Glutamattransporters
EAAC1 keine Auswirkung (171). Die Ergebnisse dieser Studien unterstreichen den
neuroprotektiven Stellenwert der Aufrechterhaltung eines suffizienten Glutamattransportes

nach experimentellem Hirntrauma.

2.3.2 Regulation der Natrium-gekoppelten Glutamattransporter

Die Expression und die funktionelle Aktivitit der Glutamattransporter wird durch eine
Vielzahl endogener Faktoren moduliert, darunter auch von Glutamat und Glutamat-Analoga
selbst (147). Diese sind in der Lage, die Expression und Kinetik der Glutamattransporter zu

modulieren. Hierbei konnte Glutamat im Sinne eines hirneigenen Feedback-Mechanismus
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durch Induktion seiner eigenen Wiederaufnahme die glutamaterge Transmission selbst
unterbrechen (60, 62).

Auch die Rezeptoren fiir Glutamat haben Einfluss auf die Exprimierung der
Glutamattransporter. So konnte zum Beispiel eine erhohte EAATI-Expression in
Astrozytenzellkulturen festgestellt werden, wenn diese mit spezifischen ionotropen oder
Gruppe II-metabotropen Glutamatrezeptoragonisten behandelt wurden (61, 62). Gegensétzlich
war das Ergebnis, wenn die Astrozytenkulturen mit einem Agonisten des metabotropen
Glutamatrezeptors der Gruppe I behandelt wurden — hier zeigte sich eine Downregulation von
EAATI (61).

Die sog. ,glutamate transporter-associated-proteins® (GTRAPs) regulieren ebenfalls den
Glutamattransport: EAAT4 wird beispielsweise durch GTRAP41 und GTRAP48 in seiner
Zelloberflachenexpression und Aktivitdt verstirkt (83). Die EAAT3-Expression hingegen
wird durch GTRAP3-18 negativ moduliert und die Glutamataufnahmefdhigkeit nimmt
deutlich ab (118).

In einer Studie zur experimentellen ischdmischen Priakonditionierung konnte gezeigt werden,
dass die Aktivierung des ,,peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gamma, ein
nukledrer Rezeptor, in vitro zu einer vermehrten Glutamataufnahme, zu einer gesteigerten
Expression von EAAT2 mRNA und Protein sowie zu einem vermindertem Zelluntergang und
einer verminderten Glutamatfreisetzung fiihrt (176).

Eine weitere Moglichkeit der EAAT-Aktivititsregulierung scheinen die Kinasen darzustellen:
eine Aktivierung der Proteinkinase C, der Proteinkinase A und/oder der Phosphatidylinositol
3-Kinase erhoht durch Phosphorylierung die Aktivitdt und/oder die Zelloberflachenexpression
der EAATSs (40, 197, 236). Substanzen wie ,,platelet derived growth factor* (PDGF), der
sepidermal growth factor (EGF), der ,,insulin-like growth factor (IGF) oder Ostrogen, die
nicht direkt am Glutamatrezeptor oder am Glutamattransporter angreifen, iiben ihre
regulatorische Funktion iiber Kinasen aus (147).

Auch das ,pituitary adenylate cyclase activating polypeptide* (PACAP) ist eine dieser
Substanzen und verstirkt iiber Proteinkinase A und Proteinkinase C die astrozytire
Expression und Aktivitdt von EAAT1 und EAAT2 (54).

Verschiedene Neurotransmitter beeinflussen ebenfalls die Glutamataufnahme. Dopamin
inhibiert die Aktivitit der Glutamattransporter (93), was moglicherweise durch die
Absenkung des basalen cAMP verursacht wird. Eine Stimulation a-adrenerger Rezeptoren
steigert die Glutamataufnahme in Astrozytenkulturen, wohingegen Agonisten B-adrenerger

Rezeptoren inhibitorisch wirken (73). Von freien NO- und Sauerstoffradikalen ist bekannt,
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dass sie die Glutamataufnahme im Rattengehirn bzw. in Astrozytenkulturen vermindern (166,

229, 230). Diese Hemmung kann durch Arachidonsdure verstirkt werden (228, 230).

2.3.3 Cystin/Glutamat-Antiporter

Glutathion (GSH) ist das wichtigste zelluldre Antioxidans im Nervensystem von Sdugetieren
(45). Verschiedene oxidative Stresssituationen konnen einen schnellen Verbrauch oder
Verlust von GSH verursachen, der eine de novo Synthese von GSH nach sich zieht. Die
intrazellulare Verfiigbarkeit von Cystein reguliert die Produktion von GSH (152). Im ZNS
wird Cystein hauptsdchlich liber den Transporter ASC-1 aufgenommen, der vorwiegend
neuronal exprimiert wird (77).

Das Natrium-unabhéngige Antiporter-System x. (Cystin/Glutamat-Antiporter, CGA)
wiederum ist fiir die Aufnahme von Cystin, dem Redox-Partner des Cysteins, in die Zelle
verantwortlich (11, 12, 231). Dabei wird Cystin ins Zellinnere aufgenommen und 1:1 mit
Glutamat ausgetauscht, das in den Extrazelluldrraum freigesetzt wird. In vitro konnte der
Transport von Cystin in Makrophagen (162), C6 Gliomzellen und priméren Astrozyten der
Ratte (27), PC12 Zellen (58) und priméren kortikalen Neuronen der Ratte (138, 140)
nachgewiesen werden. Im Zellinneren wird Cystin sehr schnell zu Cystein reduziert (34, 131).
Die Transportrate von Cystin in die Zelle wird auf diese Weise limitierend fiir die Produktion
von GSH.

System x_ ist ein Heterodimer, gebildet aus der bei Aminoséurentransportern weit verbreiteten
schweren Kette 4F2hc und der spezifischen leichten Kette xCT. xCT konnte in vitro in
Makrophagen (162), in priméren neuronalen Zellkulturen (194), in immortalisierten (209) und
primédren (64) Astrozyten sowie in der neuronalen Zelllinie HT22 (115), aber auch im
humanen Gehirn und im Maushirn nachgewiesen werden (13, 21, 185, 186). Die zwei
Komponenten von System x. sind vorwiegend in Neuronen, Gliazellen und in Zellen der
Blut-Hirn- oder der Liquor-Hirn-Schranke wie Ependymzellen, GefaBBendothelzellen, Zellen
des Plexus choroideus und der Leptomeningen nachgewiesen worden (21).

Erhohte extrazelluldre Glutamatkonzentrationen blockieren den Cystintransport mittels
System X, . Der nicht-ionotrope Glutamat-induzierte Zelltod ist direkt proportional zur
Féahigkeit des Glutamats, den Cystintransport in die Zelle zu inhibieren. Niedrige
Cystinkonzentrationen oder erhohte Glutamatkonzentrationen des Zellkultur-Mediums
besitzen dhnliche zytotoxische Auswirkungen. Dieses Phidnomen ist in primdren Neuronen
des Hippokampus der Ratte (139), primdren embryonalen kortikalen Neuronen (138, 140),
Astrozyten (25), Oligodendrozyten (149) und der neuronalen Zelllinie HT22 der Maus (187,

204) beschrieben worden. Die Glutamat-vermittelte Inhibition der Cystinaufnahme fiihrt zu
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einer Verminderung von GSH, resultiert in oxidativem Stress und Oxytosis, einer Form des

programmierten Zelltods (205).

2.4 Storung der Glutamathomd@ostase und Exzitotoxizitat

Die exzessive Aktivierung der Glutamatrezeptoren fithrt zu Nervenzellschddigungen bis hin
zum irreversiblen Untergang (sog. Exzitotoxizitdt) (28, 137, 150). Vermittelt wird die
Exzitotoxizitit vorwiegend iiber ionotrope NMDA-Rezeptoren (76). Daneben kommt es aber
auch bei der Aktivierung von metabotropen Rezeptoren der Gruppe I zu einer verstirkten
Nervenzellschddigung nach Trauma oder Ischdmie, wihrend die Aktivierung der Gruppe II-
und Gruppe I1I-Rezeptoren neuroprotektiv wirkt (1).

Die Mechanismen, die letztendlich zum exzitotoxischen Untergang von Zellen fiihren, sind
komplex und umfassen unter anderem einen intrazelluliren Calciumanstieg, eine
mitochondriale Dysfunktion, die Entstehung von freien Radikalen, die Aktivierung von
potenziell destruktiven biochemischen Abldufen (z. B. Aktivierung von Kinasen, Lipasen,
Phospholipasen, Endonucleasen und Proteasen) sowie das Anlaufen der inflammatorischen
Kaskaden und Genaktivierungen (147).

Eine weitere Erkldrung fiir die nervenzellschddigende Wirkung des Glutamats gibt die
Hypothese der sog. oxidativen Glutamattoxizitit: hohe extrazelluldre Glutamatkonzentra-
tionen inhibieren den Cystein/Glutamat-Antiporter, so dass die Aufnahme von Cystein und
konsekutiv die Glutathionsynthese stark vermindert wird. In Folge des oxidativen Stresses
kommt es zum Zelluntergang (193).

Dementsprechend ist eine Storung der Glutamathomoostase auch an vielen
pathophysiologischen Zustinden des zentralen Nervensystems wie z. B. der amyotrophen
Lateralsklerose, der Epilepsie, des Morbus Alzheimer, des Morbus Parkinson, der zerebralen
Ischdmie und der Schizophrenie beteiligt (37).

In verschiedenen tierexperimentellen Traumamodellen wurde ein akuter und ausgeprigter
posttraumatischer Anstieg der extrazelluldren exzitatorischen Aminoséduren, insbesondere des
Glutamats beschrieben (49, 72, 92, 99, 144, 155, 206, 224). Auch beim Menschen konnten
erhohte Konzentrationen von exzitatorischen Aminosduren im Liquor von Patienten nach
SHT nachgewiesen werden (237). Die erhohten extrazelluliren Glutamatkonzentrationen sind
auf den posttraumatischen Zelluntergang, einen cytosolischen Efflux, eine vermehrte
prisynaptische Freisetzung, funktionelle Anderungen der Glutamatrezeptoren und eine
Storung der Wiederaufnahme des Glutamats zuriickzufiihren, z.B. in Folge der Inhibierung

durch freie Sauerstoffradikale (62, 68, 97, 114, 116, 143, 173, 184, 192, 198, 224).
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Hypothetisch konnte es in vivo auch zu einer posttraumatischen Umkehr des
Glutamattransports kommen (178) - das Vorliegen einer solchen Transporterumkehr wurde
nach experimentellem Hirntrauma bisher noch nicht untersucht.

Kiirzlich hat eine Arbeitsgruppe im Rahmen einer Analyse des EAAT2-Promotors einen
Polymorphismus identifizieren konnen, der zu einer verminderten Expression von EAAT2, zu
erhohten Glutamatkonzentrationen im Plasma und zu schlechteren neurologischen

Friihergebnissen nach Schlaganfall fiihren kann (127).

2.5 Neuroprotektion durch Induktion des Glutamattransports

Im Fokus dieser Arbeit steht die Frage, ob posttraumatisch eine Induktion des
Glutamattransports moglich und ob eine solche Induktion neuroprotektiv ist. Aus diesem
Grund wird an dieser Stelle nur auf anti-exzitotoxische Therapieansitze niher eingegangen.
Substanzen wie z.B. Vitamin E (234), Natriumkanalblocker (22), Mg2+ (188), aktiviertem
Protein C (71), sog. ,,Heat shock*“-Proteinen (41), ,,glial-derived neuronal neurotrophic factor*
(GDNF) (233), der Gruppe II mGluR-Agonist DCG IV ((2S,1'R,2'R,3'R)-2-(2,3-
Dicarboxycyclopropyl)Glycin; (19, 134, 239), Ostrogen (158) und dem Serum-
Proteinaseinhibitor Neuroserpin (110, 235) haben tierexperimentell Nervenzellen gegen
Exzitotoxizitit schiitzen konnen und damit ihr neuroprotektives Potential gezeigt. Die
Steigerung des Glutamatausstroms ins Blut (Oxaloacetat (238)) oder die Verstirkung des
intrazerebralen Glutamattransports (,,Peroxisome proliferator-activated receptor” (PPAR)-
Agonisten, (123, 157, 176, 214) stellen vielversprechende therapeutische Ansidtze zur
Verminderung des erhdhten extrazelluliren Glutamats und der Exzitotoxizitit dar.

Allerdings zeigten auch NMDA-Rezeptorantagonisten in zahlreichen tierexperimentellen
Studien eine anti-exzitotoxische Wirksamkeit. Im klinischen Studien konnte dieses
neuroprotektive Potential jedoch nicht nachvollzogen werden (81): so weisen z.B. die Daten
einer Studie, in der NMDA-Antagonisten innerhalb von 24 Stunden nach Ischdmie gegeben
wurden, auf ein schlechteres funktionelles Ergebnis und eine héhere Mortalitit der Patienten
hin (136). Zudem kann es unter regelrechter Dosierung zu starken unerwiinschten Wirkungen
kommen (135).

Citicolin (Cytidin-50-Diphosphocholin) vermindert die Freisetzung von Glutamat aus
geschédigten Nervenzellen und verstirkt die Glutamataufnahme in Astrozyten (80). Zudem
schwicht es die posttraumatische/postischdmische Verminderung von ATP ab. In mehreren
Studien an Schlaganfall-Patienten konnte eine neuroprotektive Wirkung von Citicolin

nachgewiesen werden (39, 208). Dagegen zeigten zwei klinische Studien keinen wesentlichen
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Effekt von Citicolin (31, 32). Tierexperimentell konnte der neuroprotektive Effekt in
Modellen zerebraler Ischdmie klar gezeigt werden (3, 6, 70, 88, 151, 189, 196).

In vitro erhoht Tacrolimus (FK506) die Aktivitit von Glutamattransportern in
Astrozytenkulturen und verhindert einen stressbedingten Glutamatanstieg (109). Dieser Effekt
scheint tiber ein zytosolisches FK506-binding Protein vermittelt zu werden, welches selektiv
EAAT?2 induziert und in Zellkulturen zu einem Schutz vor chronischer Exzitotoxizitit fiihrte
(59). Im Tierversuch konnte allerdings bisher kein wesentlicher Effekt auf die extrazellulédre
Glutamatkonzentration (202) oder auf das Kontusionsvolumen (210) nachgewiesen werden.
In Zellkultur und in einem Tiermodell der amyotrophen Lateralsklerose steigerte Ceftriaxon,
ein fB-Laktam Antibiotikum, die Expression und die Aktivitit des Glutamattransporters
EAAT?2 (119, 183). Das Uberleben der Versuchstiere konnte durch die Gabe von Ceftriaxon
signifikant verldngert werden (183). In einem Tiermodell der fokalen Ischimie konnte das
Infarktvolumen um 50% verkleinert werden, wenn das Antibiotikum vor dem ischdmischen
Geschehen appliziert wird (30). Allerdings konnte dieser neuroprotektive Effekt nicht in dem
CCII-Traumamodell nachvollzogen werden (Dr. Sakowitz, Klinik fiir Neurochirurgie

Heidelberg, personliche Mitteilung).

2.5.1 “Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide” (PACAP)

PACAP ist ein Mitglied der Sekretin/Glucagon/VIP (vasoactive intestinal peptide)-Familie
und gehdrt zu den regulatorischen Peptiden (5). Dieses Polypeptid wird im gesamten
zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert (84) und stimuliert unter anderem das
Aussprossen von Neuriten (43), die Produktion von Neuropeptiden und Neurotransmittern
(129) und die neuronale Proliferation (122, 227). Zusétzlich besitzt PACAP
immunmodulatorische Eigenschaften: so wirkt es antiinflammatorisch auf aktivierte
Mikroglia (42). In der Histiogenese des zentralen Nervensystem verstirkt es die
Differenzierung kortikaler Neuroblasten (122) und bewahrt unreife Kornerzellen des
Kleinhirns vor dem Untergang (66, 225).

Es lassen sich zwei biologisch aktive Formen unterscheiden: PACAP38, die vorherrschende
Form im Nervensystem, und PACAP27, welches aus einem alternativen posttranslationalen
Spleiflen entsteht (54). PACAP entfaltet seine Wirkung iiber die PACAP-Rezeptoren. Drei
verschiedene Rezeptoren wurden bisher beschrieben: der PAC1-Rezeptor hat die grofite
Affinitiat zu PACAP und bindet das verwandte VIP nur schwach, wéihrend die anderen beiden
Rezeptoren VPACI1 und VPAC2 eine hohe Affinitit fiir PACAP und VIP aufweisen (54).
Mehrere Splicevarianten des PACI1-Rezeptors sind beschrieben worden, die mit der

Selektivitéit des Rezeptors fiir PACAP38 und PACAP27 assoziiert werden (156, 164, 226).
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In vitro schwichen PACAP38 und PACAP27 die glutamatinduzierte verzogerte
Neurotoxizitdt in retinalen Nervenzellkulturen ab (195). Bei der Untersuchung von
Rattenhirnen nach Okklusion der Arteria cerebri media konnte gezeigt werden, dass das
Infarktareal nach Gabe von PACAP38 deutlich verkleinert war (174). Seine neuroprotektiven
Wirkungen scheint PACAP zumindest in Teilen {iber das Neurotrophin ,brain-derived

neurotrophic factor* (BDNF) zu vermitteln (57).

2.5.2 Noradrenalin

Noradrenalin fungiert neben seiner systemischen Wirkung auf o- und B-Rezeptoren auch als
exzitatorischer Neurotransmitter im zentralen Nervensystem. Hier beeinflusst Noradrenalin
dosis- und rezeptorabhingig die neuronale Erregbarkeit (74), den glialen Glutamattransport
(50), die Aufnahme von Glutamat und Glutamin (50, 79), die Freisetzung von Glutamat (35,
124) sowie den zerebralen Stoffwechsel (55, 160). Auch die zerebrale Perfusion und die
Integritdt der Blut-Hirn-Schranke werden von Noradrenalin beeinflusst (17, 125, 126).
Weiterhin inaktiviert Noradrenalin freie Radikale und reduziert oxidativen Stress (146, 212).
Dadurch wird die Inaktivierung von NO durch freie Radikale verhindert und eine lokale
Vasodilatation begiinstigt (102).

Ebenso ist es denkbar, dass durch die exogene Zufuhr von Noradrenalin der posttraumatisch
gestorte Noradrenalinstoffwechsel, der zu einer Verminderung des Noradrenalingehaltes der
betroffenen Hirnregion fiihrt, zumindest teilweise verbessert werden kann (167).

In fritheren Studien ist bereits gezeigt worden, dass Noradrenalin durch die Stimulation o/l-
adrenerger Rezeptoren neuroprotektive Eigenschaften entfaltet. So reduziert es wihrend der
ersten 24 Stunden nach einem Schidel-Hirn-Trauma, in denen sich perikontusionell eine
gestorte kortikale Perfusion entwickelt und wieder kompensiert wird (96), iiber eine
Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke die Odembildung (46). Auch verbessert Noradrenalin
die posttraumatisch verminderte Glukoseutilisation des Hirngewebes (169) und bewirkt eine
schnellere Riickbildung neurologischer Defizite sowie eine Verhaltensverbesserung (47, 52,
53, 200). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es nach experimenteller traumatischer
Hirnschiadigung zu einer Verminderung der kortikalen al-adrenergen Rezeptoren kommt, was
zu einer verminderten Noradrenalinwirkung beitragen kann (168). Durch eine gezielte
pharmakologische Inhibition ol-adrenerger Rezeptoren kommt es zu einer anhaltenden
Odembildung. Neurologische Defizite werden gesteigert oder treten verzogert erneut auf (47,
200). Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass die posttraumatische Odembildung
multifaktoriell bedingt ist: hier ist insbesondere die posttraumatische Reduktion des astrozytér

exprimierten Wasserkanals AQP4 zu nennen (96).
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2.6 Fragestellungen

Die glialen Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2 spielen physiologischerweise eine
zentrale Rolle bei der Entfernung von Glutamat aus dem Extrazelluldrraum. Gerade nach
Schadelhirnverletzungen ist das extrazelluldre Glutamat massiv erhdht und tragt maf3geblich
zu den sekundiren Hirnschddigungen bei. Diese beeinflussen das Outcome des Patienten
wesentlich und stellen gleichzeitig einen zentralen Angriffspunkt fiir drztliche Bemiihungen
nach Schidelhirntrauma dar.

In dieser Arbeit soll die zelluldire Expression der glialen Glutamattransporter EAAT1 und
EAAT?2, sowie der regulierenden Peptide PACAP38 und PACAP27 nach humanem und
experimentellem Schidelhirntrauma im zeitlichen Verlauf beschrieben werden. Hierzu wird
die jeweilige EAAT-Expression den drei Gliazelltypen Astrozyten, Oligodendrozyten und
Mikrogliazellen zugeordnet.

Experimentell wird das ,,Controlled Cortical Impact Injury* (CCII)-Modell in der Ratte
verwendet, ein experimentelles Traumamodell, das die reproduzierbare unilaterale Kontusion
des somatosensorischen Kortex erlaubt. Nach CCII wird neben der zelluldren auch die
Gesamtexpression der Glutamattransporter untersucht und mit den Glutamatkonzentrationen
im Liquor zu verschiedenen Uberlebenszeiten verglichen. Eine weitere Studie soll kléren, ob

die exogene Gabe von Noradrenalin nach CCII eine neuroprotektive Wirkung zeigt.
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3. Humane post-mortem Untersuchungen und tierexperimentelle

Studien zur Expression von Glutamattransportern und PACAP

3.1 Fruhzeitige Expression von Glutamattransporter-Proteinen in
ramifizierten Mikrogliazellen nach ,,Controlled Cortical Impact Injury*“in
der Ratte

(Early expression of glutamate transporter proteins in ramified microglia after controlled cor-
tical impact injury in the rat

van Landeghem FKH, Stover JF, Bechmann I, Briick W, Unterberg AW, Biihrer C, von
Deimling A

Glia 35:167-179, 2001)

Ergebnisse
GLAST/EAATI- und GLT-1/EAAT2—positive Zellen waren perikontusionell bis zu 48 h

nach Trauma vermindert, mit den niedrigsten Werten nach 2-4 Stunden. Die Expression von
GLAST erschien stirker betroffen. Die Western Blot-Analyse zeigte die niedrigste
Proteinexpression mit einer Verminderung um 40%—54% (GLAST), bzw. um 42%—49%
(GLT1) zwischen 24 und 72 Stunden nach Trauma. 8 Stunden nach CCII war die
Glutamatkonzentration im Liquor signifikant erhéht (10,5 uM versus 2,56 uM in Kontrollen,
p<0,001) und erreichte nach 48 Stunden den Maximalwert. Eine signifikante numerische
Zunahme an Mikrogliazellen, die de novo GLAST und GLT1 exprimieren, wurde nach 4
Stunden beobachtet. Nach 48 Stunden wurde die hochste Anzahl dieser Mikroglia detektiert,
um zum Zeitpunkt 72 Stunden nach CCII auf diesem hohen Niveau zu bleiben. Dariiberhinaus
exprimieren ramifizierte Mikrogliazellen de novo Glutamattransporter nach CCII. GFAP-
positive Astrozyten, die GLAST oder GLT1 koexprimieren, zeigen eine frithe
posttraumatische Reduktion und erreichen nach 8 Stunden die niedrigste Anzahl. Die
numerische Abnahme und die Expressionsverminderung konnte durch eine Herabregulierung
des Proteins und/oder einen Untergang von Astrozyten verursacht worden sein. 72 Stunden
nach Trauma erscheint eine signifikante Population von GFAP positiven, reaktiven

Astrozyten mit Koexpression von GLAST oder GLTI.
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Diskussion

Unsere Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass posttraumatisch reduzierte astrozytire GLAST
und GLT1 Proteinkonzentrationen und die resultierende Beeintrichtigung des
Glutamattransports mit konsekutiv erhohten extrazelluldren Glutamatkonzentrationen zu dem
entstehenden Sekundirschaden beitragen. Mikrogliazellen sind fahig, de novo nach Kontusion
Glutamattransporterproteine zu exprimieren, d.h. dass die Expression glialer und neuronaler
Glutamattransporter nicht auf eine bestimmte gliale oder neuronale Zelllinie beschrénkt ist.
Mikrogliazellen spielen eine wichtige Rolle in der frithzeitigen Regulation des extrazelluldren
Glutamats nach CCII, scheinen jedoch den Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentration
nicht vollstindig bewiltigen zu konnen. Erst mit Ausbildung der reaktiven astrozytiren
Gliose erreichen die Glutamatkonzentrationen im Liquor ein Plateau. Die Expression von
Glutamattransportern in reaktiven Astrozyten wurde auch im Rahmen humaner

neurologischer Erkrankungen beschrieben (218, 219).
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3.2 Verminderte Expression von Glutamattransportern in Astrozyten nach
humanem Hirntrauma

(Decreased expression of glutamate transporters in astrocytes following human traumatic
brain injury

van Landeghem FKH, Weiss T, Oehmichen M, von Deimling A

J Neurotrauma 23: 1518-1528, 2006)

Ergebnisse

Die morphometrische Analyse der immunhistochemischen Untersuchungen zeigte eine
pradominante Expression von EAAT1 und EAAT2 in Astrozyten in normalem humanem
Neokortex. Nach SHT erschien die Anzahl EAAT2 positiver Zellen wéhrend aller
untersuchten Uberlebenszeit in der Kontusion und dem perikontusionellen Areal vermindert,
wiahrend die Anzahl EAATI-positiver Zellen in der Kontusion nach 7 Tagen vermindert
erschien. GFAP positive Astrozyten waren numerisch nach 24 Stunden signifikant
vermindert. Danach stieg die Anzahl GFAP positiver Astrozyten wieder an, die reaktive
astrozytére Gliose bildete sich aus.

Doppelimmunfluoreszenz-Untersuchungen ergaben eine Reduktion der absoluten Anzahl von
GFAP positiven Astrozyten, die EAAT1 oder EAAT2 koexprimieren, bis zu
Uberlebenszeiten von 7 Tagen. Zusitzlich war der relative Anteil an Glutamattransporter-
koexprimierenden Astrozyten nach SHT vermindert. Bei allen beschriebenen
posttraumatischen Expressionsdnderungen erschien EAAT?2 stirker betroffen.

Diskussion

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die posttraumatische Reduktion der zelluliren EAAT1 und
EAAT2 Expression vorwiegend auf den Untergang von Astrozyten und die Herabregulierung
in liberlebenden Astrozyten zuriickzufiihren ist. Unsere Ergebnisse stiitzen die Ansicht, dass
eine reduzierte astrozytire Glutamataufnahme zur posttraumatischen Erhéhung des
extrazelluldren Glutamats im Menschen beitrdgt. Erst im Rahmen der Ausbildung der
reaktiven Gliose exprimieren Astrozyten wieder vermehrt Glutamattransporter. Dieser Befund
ist vergleichbar mit Beobachtungen bei Patienten mit Glioblastoma multiforme (218) oder mit

Ergebnissen tierexperimenteller Untersuchungen (87).
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3.3 Expression von PACAP und Glutamattransportern in Satelliten-
Oligodendrozyten im humanen ZNS

(Expression of PACAP and glutamate transporter proteins in satellite oligodendrocytes of the
CNS

van Landeghem FKH, Weiss T, von Deimling A

Regul Peptides 142: 52-59, 2007)

Ergebnisse
Die Mehrheit der Satelliten-Oligodendrozyten des normalen Neokortex und Hippokampus

exprimieren PACAP27 und PACAP38. Die drei Glutamattransporter EAAT1, EAAT2 und
EAAT3 werden in Satelliten-Oligodendrozyten dieser Lokalisationen ebenfalls exprimiert.
Nach transienter globaler Ischdmie war die Gesamtanzahl von Satelliten-Oligodendrozyten,
diec PACAP oder Glutamattransporter exprimieren, im Neokortex und Hippokampus
signifikant vermindert. Jedoch waren die Verdnderungen der PACAP- und der
Glutamattransporter-Expression  abhédngig von der anatomischen Region und der
Uberlebenszeit. In Satelliten-Oligodendrozyten der CA1-Region wurde eine friihzeitige starke
Reduktion der PACAP- und der Glutamattransporter-Expression beobachtet, wihrend
Satelliten-Oligodendrozyten des Neokortex eine spitere Reduktion von PACAPs und EAATSs
aufweisen.

Diskussion

Auch wenn Satelliten-Oligodendrozyten nicht oder nur in geringem Malle an der synaptischen
Glutamathomoostase  beteiligt sind, konnten sie doch an der perineuronalen
Glutamathomdostase  beteiligt sein. Hypothetisch wédre es auch denkbar, dass
Oligodendrozyten Glutamat aufnehmen, um dann im Austausch mit Glutamat Cystin iiber den
CGA aufnehmen zu konnen. Nach Reduktion von Cystin zu Cystein konnte dieses von
Oligodendrozyten an Nervenzellen zur Glutathion-Synthese weitergegeben werden.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich um zu kldren, ob diese Anderungen der
Proteinexpression in Satelliten-Oligodendrozyten primér sind oder sekundir nach einem

Nervenzelluntergang entstehen.
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3.4 Zellulare Lokalisation von PACAP nach humanem SHT

(Cellular localization of pituitary adenylate cyclase-activating peptide (PACAP) following
traumatic brain injury in humans

van Landeghem FKH, Weiss T, Oehmichen M, von Deimling A

Acta Neuropathol 113: 683-693, 2007)

Ergebnisse

In normalem humanem Neokortex exprimierten Nervenzellen und Gliazellen PACAP27
und PACAP38.

Nach SHT war die Gesamtanzahl der PACAP27 und PACAP38 positiven Zellen zu allen
untersuchten Uberlebenszeiten innerhalb der Kontusion signifikant vermindert. Im
perikontusionellen Kortex war die Gesamtanzahl der PACAP27 und PACAP38
exprimierenden Zellen zu allen untersuchten Uberlebenszeiten signifikant vermehrt.

Dreifach-Immunfluoreszenz-Untersuchungen zeigten einen signifikanten Anstieg der
absoluten Zahl GFAP-positiver Astrozyten sowie eine Verminderung CNP-positiver
Oligodendrozyten, die PACAP27 oder PACAP38 koexprimieren, innerhalb der Kontusion
und des perikontusionellen Gewebes.

Diskussion

Wir hypothetisieren, dass der numerische Anstieg der PACAP27 oder PACAP38
koexprimierenden Astrozyten als Teil einer komplexen endogenen neuroprotektiven Antwort
im perikontusionellen Kortex interpretiert werden kann. Allerdings muss die prédzise Rolle

von PACAP nach SHT, insbesondere mit Kontusionen, noch besser determiniert werden.
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3.5 Dosisabhangiger Effekt von Noradrenalin auf die
Kontusionsentwicklung nach ,,Controlled Cortical Impact Injury*

(Differential concentration-dependent effects of prolonged norepinephrine infusion on intra-
parenchymal hemorrhage and cortical contusion in brain-injured rats

van Landeghem FKH, Schreiber S, von Deimling A, Unterberg AW, Stover JF

J Neurotrauma 20: 1327-1338, 2003)

Ergebnisse

Der MABP in anidsthesierten Ratten war nur marginal erhoht. Der SABP war wéhrend der
Infusion mit NA in mittlerer und hoher Dosierung mit Werten iiber 140 mmHg signifikant
erhoht. NA in mittlerer und hoher Dosierung steigerten die kortikalen Blutungen um 157%
bzw. um 142%, jedoch ohne das kortikale Kontusionsvolumen signifikant zu vergroBBern. NA
in niedriger Dosierung reduzierte die kortikale Kontusion um 44%.

Diskussion

NA kann dosisabhingig die sekundédre Hirnschidigung wéhrend der posttraumatischen
Akutphase verstirken oder aber in niedriger Dosierung ohne Verdnderung des SABPs
reduzieren. Die positiven Effekte von NA, wie z.B. der NA-vermittelte Steigerung der
kortikalen perikontusionellen Perfusion (104) und Gewebsoxygenierung (107), werden bei
entsprechender hoherer NA-Konzentration offenbar durch gleichzeitig auftretende ungiinstige
Verianderungen, wie z.B. eine gesteigerte neuronale Aktivitét (104), eine erhdhte extrazelluédre
Glutamatkonzentration (104) und vermehrten kortikalen Blutungen (220): aktuelle
Untersuchung) aufgehoben. Zukiinftige Studien sollten die NA-Konzentration herausarbeiten,

bei der die positiven Effekte fiir den traumatisierten Patienten {iberwiegen.
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4. Diskussion

Posttraumatisch findet sich im Rattenmodell wie im Menschen ein signifikanter Verlust an
Glutamattransporter-exprimierenden Zellen, insbesondere an Astrozyten (219, 224) - der
Glia-Zelltyp, der physiologischerweise hauptsidchlich fiir die zellulire Aufnahme
extrazelluldren Glutamats zustindig ist. Dieses ist einerseits einem Untergang von Astrozyten,
andererseits einer Herabregulierung astrozytdrer Glutamattransporter geschuldet (219, 224).
Der posttraumatische transiente Verlust an Astrozyten spiegelt sich auch in der Dysregulation
des Wasserhaushalts wieder, die wesentlich zur posttraumatischen Odembildung beitrigt (96).
Reaktive Astrozyten, die 48 — 72 Stunden nach Trauma in zunehmendem Malle das
Kontusionsareal demarkieren, exprimieren in hoher Anzahl die Glutamattransporter EAAT]I
und EAAT2 (219, 224). Eine vergleichbare Expression zeigt sich in mehreren anderen
Studien (18, 36, 56, 87, 111, 117, 158, 203, 218). Eine andere Studie zeigt posttraumatisch,
dass reaktive Astrozyten nur EAAT1 exprimieren (14), allerdings wurde in dieser Studie ein
anderes Immunhistochemie-Protokoll verwendet.

Perineuronale Oligodendrozyten des Neokortex und der CAl-Region des Hippokampus, die
in Satellitenstellung zu Nervenzellen stehen, exprimieren Glutamattransporter (222). Wéhrend
es zu Oligodendrozyten der grauen Substanz beziiglich des Glutamattransports noch keine
weiteren Untersuchungen gibt, exprimieren Oligodendrozyten der weilen Substanz in vitro
EAATI, EAAT2 und EAAT3 (44, 101). Die Glutamataufnahme in Oligodendrozyten zeigt
eine hohere Affinitdt, aber eine geringere Effizienz als in Typ 1-Astrozyten (44, 175). EAAT3
ist der am héaufigsten vorkommende Glutamattransporter in Oligodendrozyten der weillen
Substanz in der Ratte (108). In unserem wie auch in einem Kollektiv von MS-Patienten (165)
konnte dieser Befund nicht nachvollzogen werden. Diese Differenz konnte auf einen
Unterschied in der Glutamattransporterexpression zwischen den Spezies deuten.
Oligodendrozyten in Satellitenstellung gehen nach transienter globaler Hypoxie rasch unter
und konnten so zu der Erhdhung des extrazelluliren Glutamats im perineuronalen
Mikroenvironment beitragen (222).

In vitro konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen die Fahigkeit zum Natrium-abhéngigen
Glutamattransport besitzen (145). Ramifizierte Mikrogliazellen zeigen posttraumatisch im
Rattenmodell eine Expression der Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2, wohingegen
ruhende Mikroglia keine solche Expression zeigen (224). Dieser Befund wird durch in vitro
und in vivo Ergebnisse mehrerer anderer Studien bestétigt (29, 117, 121, 142, 161). In

Kollektiven von Infarkt- als auch von Schidel-Hirntrauma-Patienten exprimieren aktivierte
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Mikrogliazellen jedoch nur EAATI (14, 15). Dieser Unterschied in den Ergebnissen konnte
mit einer Abhidngigkeit der Glutamattransporterexpression von  Spezies und
zugrundeliegender Pathologie erkldart werden. Der Glutamatanstieg im Liquor wird
posttraumatisch zeitgleich mit der raschen zahlenmifBige Zunahme der Mikroglia, der de
novo-Expression von mikroglialen Glutamattransportern sowie insbesondere der Ausbildung
der reaktiven astrozytdren Gliose gebremst und erreicht einen Plateauwert (224).

PACAP38, das in vitro und in vivo in Astrozyten den Glutamattransport induziert (54, 190),
wird wie PACAP27 im Menschen und in der Ratte von Astrozyten und von Oligodendrozyten
exprimiert (219, 221). Nach SHT (221) und nach transienter globaler Hypoxie (222) kommt
es zu einer numerischen Abnahme von PACAP27- und PACAP38-exprimierenden Astrozyten
und Oligodendrozyten innerhalb der Kontusion bzw. des hypoxisch geschiddigten Gewebes.
Perikontusionell fand sich jedoch rasch eine numerische Zunahme PACAP-exprimierender
Astrozyten (221). Diese Heraufregulierung von PACAP27 und PACAP38 in Astrozyten
scheint Teil einer endogenen neuroprotektiven Reaktion zu sein. Vergleichbare Studien zur
zelluldaren PACAP-Expression sind bisher nicht durchgefiihrt worden. Erste eigene Ergebnisse
einer experimentellen Studie im Rattenmodell (CCII), bei der PACAP38 exogen zugefiihrt
wurde, zeigen keine eindeutige neuroprotektive Wirkung. Studien in anderen
Kontusionsmodellen sind bisher nicht durchgefiihrt worden, allerdings zeigt sich eine
neuroprotektive Wirkung in Modellen des diffusen Axonschadens {Kovesdi, 2008; Farkas,
2004} .

Die kontinuierliche Infusion von NA in niedriger Dosierung ist 48 Stunden nach
experimentellem Trauma neuroprotektiv: das Kontusionsvolumen zeigt eine Reduktion um
44% (220). Vergleichbare Studien sind bisher nicht publiziert worden. Unpublizierte eigene
Daten einer weiterfilhrenden Untersuchung mit einer 40%igen Reduktion des
Kontusionsvolumens bestitigen dieses Ergebnis. Diese weiterfilhrende Untersuchung zeigt
auch, dass der neuroprotektive Effekt zumindest zum Teil durch eine Induktion des
Glutamattransports vermittelt ist. Die zeitlich limitierte Induktion erscheint gering, resultiert
aber in einer signifikanten Verminderung der extrazelluliren Glutamatkonzentration, die

mittels Mikrodialyse ermittelt wurde.
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7. Abklrzungsverzeichnis

4F2hc schwere Kette des 4F2-Antigens (CD98, SLC3A2)
AMPA o-Amino-3-Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionat
ASCI kationischer Aminosdurentransporter (,,solute carrier family 7 member 10“, SLC7A10)
BDNF ,.brain-derived neurotrophic factor

cAMP zyklisches Adenosin-Monophosphat

CBF zerebraler Blutfluss

ccl ,controlled cortical impact injury*

CGA Cystin/Glutamat-Antiporter

CPP zerebraler Perfusionsdruck

DCG IV (2S,1'R,2'R,3'R)-2-(2,3-Dicarboxycyclopropyl)Glycin
EAACI »excitatory amino acid carrier 1 (EAAT3, SLC1A1)
EAAT »excitatory amino acid transporter*

GABA gamma-Aminobuttersdure

GDNF ,.glial-derived neuronal neurotrophic factor*

GFAP saures Gliafaserprotein

GLAST Glutamat-Aspartat-Transporter (EAAT1, SLC1A3)
GLTI1 Glutamattransporter 1 (EAAT2, SLC1A2)

GluR Glutamatrezeptor vom AMPA-Typ

GSH Glutathion

GSTP1 Glutathion S-Transferase 3

GTRAP Glutamattransporter-assoziiertes Protein

h Stunden

HE Héamatoxylin & Eosin-Farbung

IGF ninsulin-like growth factor*

MABP mittlerer arterieller Blutdruck

mGIuR metabotroper Glutamatrezeptor

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoff (“nitric oxide™)

PACAP ,.pituitary adenylate cyclase activating polypeptide*
PPAR peroxisome proliferator-activated receptor

SHT Schédel-Hirntrauma

SAB Subarachnoidalblutung

SABP systolischer arterieller Blutdruck

xCT aktive Untereinheit des CGA (SLC7A11)

ZNS zentrales Nervensystem
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8. Abbildungsverzeichnis

e Abb. 1, S. 6: aus (223).
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brklbrung

§ 4 Abs, 3 (k) der HabOMed der Chariie

Phermit erklive 1ch, dals

- weder  frither noch  gleichreitic ein Habllitatonsverfahren  durchgefithrt  oder
angemeldet wurde,

- e vorgelegte Habihitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, dic beschriebenen
Lrgebnisse selbst gewonnen sowie dic verwendeten Hilfsmdttel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschattlerinnen und mit technischen Hilfskediften
sowie die verwendete Literatur vollstiindig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden.

mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Pratam Unterschnft





