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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Schlaganfall

Der Schlaganfall ist eine der Hauptursachen fiir Tod oder Behinderung in den
Industrielindern (Thom 2006) und belegt in der Bundesrepublik Deutschland in der
Todesursachenstatistik den 3. Platz (Statistisches Jahrbuch 2003).

Laut der World Health Organisation (WHO) ist der Schlaganfall als ein Krankheitsbild
definiert, bei dem sich die klinischen Zeichen einer fokalen oder globalen Storung zerebraler
Funktionen rasch bemerkbar machen, mindestens 24 Stunden anhalten oder zum Tode fiithren
und offensichtlich nicht auf andere als vaskulédre Ursachen zuriickgefiihrt werden konnen. In
der Literatur wird diese Definition insofern erweitert, als dass es sich hierbei um ein akut
einsetzendes fokales oder globales neurologisches Defizit aufgrund einer umschriebenen oder
globalen Durchblutungsstérung im Gehirn handelt, wobei die Durchblutungsstérung sowohl
durch einen Durchblutungsmangel als auch durch eine Blutung auftreten kann. Generell kann
beim Schlaganfall zwischen ischdmischen Schlaganfillen, spontanen intrazerebralen
Himatomen, Subarachnoidalblutungen sowie Hirnvenen- und Sinusvenenthrombosen
unterschieden werden (Eschenfelder 2006).

Der ischiamische Schlaganfall, fiir den in Deutschland eine Inzidenz von 137 Fillen pro
100.000 Einwohner im Zeitraum von 1994-1996 kalkuliert wurde (Kolominsky-Rabas 2002),
entsteht durch ein abruptes Sistieren der zerebralen Blutversorgung infolge des Verschlusses
eines versorgenden Gefdlles. Als Ursache fiir einen ischdmischen Hirninsult fiihrt die
Deutsche  Schlaganfalldatenbank  in  der  Reihenfolge  sinkender  Hiufigkeit
Gerinnungsthromben infolge kardialer Embolien, gefolgt von durch Makroangiopathien
bedingte arterioarteriellen Embolien und Mikroangiopathien, welche zu lakunéren
Infarzierungen fithren, auf (Grau 2001). Gemessen an der Gesamtzahl sind 90% aller
Schlaganfille auf eine ischimische Genese zuriickzufiihren (Thom 2006).

Infolge des Sistierens der zerebralen Blutversorgung kommt es beim ischidmischen
Schlaganfall zu einer umschriebenen oder globalen Minderversorgung des Hirngewebes mit
Blut. Dadurch stehen den Neuronen, den Gliazellen und den in den umliegenden vaskulédren
Strukturen vorkommenden Zellen zu wenig Sauerstoff und Néhrstoffe (vor allem Glucose)
zur Verfiigung. Das hat insofern eine entscheidende Bedeutung, als dass das Hirngewebe mit
seinem im Vergleich zu anderen Geweben extrem hohen Sauerstoff- und Glucose-Bedarf sehr
empfindlich gegeniiber einer Unterbrechung der Blutversorgung ist. So liegen die

Blutschwellenwerte bei zerebraler Ischimie zwischen 0,35 ml g' min™ (Volumen Blut pro
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Gewebsmasse pro Zeiteinheit) fiir die anaerobe Glykolyse und 0,15 ml g’ min™ fiir die
anoxische Depolarisation (Eschenfelder 2006), wihrend bei normaler Durchblutung im
allgemeinen Werte fiir das gesamte Gehirn von 0,4-0,6 ml g'1 min” angegeben werden
(Schmidt 1997). Dass trotz der geringen Differenz zwischen den physiologischen
Blutflusswerten und den Schwellenwerten fiir einen gestdrten Metabolismus der Hirnzellen in
aller Regel eine adidquate Versorgung des Hirngewebes gewihrleistet wird, ist auf das
Vorhandensein eines Systems von Kollateralkreisldaufen zuriickzufithren, wobei mit dem
Circulus arterious cerebri (Circulus arterious Willisii) hier nur der markanteste der
Kollateralkreisldufe genannt werden soll (Trepel 1999).

Infolge der oben beschriebenen Unterbrechung der Blutzufuhr kommt es in den betreffenden
Arealen des Gehirns zu einem abrupten Abfall des Sauerstoffpartialdrucks und Storungen des
normalen Zellstoffwechsels. Je nach Dauer der Unterbrechung resultieren reversible oder
irreversible Schiden. Bei einem Absinken des Blutflusses unter die Funktionsschwelle von
0,15-0,25 ml g'1 min” kommt es zuerst zu einem Ausfall der elektrischen Funktionen der
Neuronen, was sich in einem klinisch erkennbaren Defizit duBBert. Mit zunehmender Dauer der
Minderversorgung macht sich die daraus resultierende Hypoxie immer stirker dadurch
bemerkbar, dass infolge der anaeroben Glykolyse die Generierung energiereicher Substrate
nicht mehr im erforderlichen MaBe stattfinden kann. Dadurch kann die Wasser- und Ionen-
Homoostase nicht mehr aufrechterhalten werden und es kommt zu einem Einstrom von
Natrium- und Calcium-Ionen sowie Wasser in die Zelle. Gleichzeitig kommt es zur
Ausschiittung exzitatorischer Neurotransmitter wie Glutamat, einer Produktion freier Radikale
und aufgrund der anaeroben Glykolyse zur Akkumulation von Laktat in der Zelle. Weiterhin
werden iiber verschiedene molekulare Wege inflammatorische und apoptotische Prozesse in
Gang gesetzt (Castellanos 2006; Mattle 2003).

Diese Vorginge fiihren zu einer direkten Schidigung der betreffenden Zelle und insbesondere
durch die Ausschiittung von Glutamat und freien Radikalen auch zu einer Schidigung
benachbarter oder weiter entfernter Zellen. Aus der Akkumulation von Wasser im
Hirngewebe und einem daraus resultierenden Hirnddem mit einer entsprechenden
Raumforderung und Erhéhung des intrakraniellen Drucks kann dabei unter Umsténden eine
globale Hirnschddigung hervorgehen (Mattle 2003).

Topographisch-pathologisch lassen sich in den geschidigten Gebieten verschiedene Zonen
unterscheiden, deren Vorhandensein sich mit den regionalen Versorgungsverhéltnissen
erkldaren lassen. In der Kernzone eines Schlaganfalls, wo die Perfusion langanhaltend

unterbrochen wurde und nicht durch Kollateralkreisldufe zumindest teilweise aufrechterhalten
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werden konnte, finden sich die schwersten strukturellen Schiden aufgrund des Untergangs
ganzer Zellpopulationen. Dieser Bereich wird als eigentliches Infarktgebiet bezeichnet. In der
Randzone, wo durch Kollateralen eine, wenn auch reduzierte, Durchblutung gewihrleistet
werden kann, finden sich dagegen noch funktionsfihige Gliazellen und Neuronen. In dieser
auch als Penumbra bezeichneten Randzone kommt es zu zeitabhéngigen Schadensmustern an
den Zellen, welche letztlich einen Einfluss auf die Infarktgrofe und das AusmaB an klinischen
Defiziten haben (Astrup 1981; Heiss 2000). Um die Penumbra herum, und damit noch
distaler von der Kernzone, kann dann noch das Gebiet der benignen Oligimie benannt
werden, im welchen die zelluliren Funktionen iiber eine suffiziente Versorgung mittels
Kollateralen so gesichert sind, dass sich die Zellen nach Reperfusion spontan erholen
(Bandera 2006). Aus diesem Drei-Zonen-Modell des Infarktgebietes resultiert auch die
therapeutische Rationale fiir die Akuttherapie des Schlaganfalls, welche die Penumbra in den
Mittelpunkt des Geschehens riickt. Kann die Reperfusion vor dem Untergang der Zellen in
der Penumbra wiederhergestellt werden, resultiert daraus eine geringere Infarktgréfe und
damit unter Umstdnden auch ein geringer ausgeprigtes klinisches Bild der entsprechenden
neurologischen Stérung. Diese Zeitabhingigkeit, welche im klinischen Alltag auch plakativ
mit dem Motto:,,time is brain* umschrieben werden kann, wird durch Kalkulationen bestitigt,
die, ausgehend von einer Gesamtzahl von etwa 22 Milliarden Neuronen im humanen
Frontalhirn berechnet haben, dass bei einem durchschnittlichen supratentoriellen
ischdmischen Schlaganfall mit einem Infarktvolumen von 54 ml und einem Ischimiedauer
von 10 Stunden in jeder Minute der Ischidmie 1,9 Millionen Neuronen und 14 Milliarden
Synapsen absterben und 12 km myelinisierte Nervenfasern zerstort werden (Saver 2006).

Auf den direkten Zusammenhang zwischen der Zeit von der Manifestation der
Durchblutungsstorung und dem Ausmal} des Schadens zielt demnach auch eine Vielzahl von
Therapiekonzepten. Je schneller die Zirkulation wieder hergestellt wird, desto schneller
konnen primér in ihrer Funktion nur supprimierte Zellen der Penumbra ihren normalen
Stoffwechsel wieder aufnehmen und unter giinstigen Voraussetzungen auch ihre Funktionen
wieder erlangen. Je ldnger aber die Zeitspanne zwischen manifester Minderdurchblutung und
Wiederaufnahme der Durchblutung dauert, umso grof3er ist andererseits die Zahl der Zellen,
die irreversibel geschiddigt werden. Neben der schnellen Rekanalisation spielt aber auch die
Induktion neuroprotektiver Mechanismen in der Penumbra eine Rolle. Hier soll durch
therapeutische und/oder pharmakologische Intervention erreicht werden, dass die
Mechanismen der Schiddigung nach zerebraler Ischimie, welche sowohl exzitotoxische,

inflammatorische als auch apoptotische Prozesse umfassen, in den Zellen der Penumbra
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effektiv unterbrochen werden. Ungeachtet dieser auf die Vorgiinge in der Penumbra zielenden
Konzepte in der Akutbehandlung des Schlaganfalls ist eine symptomatische Therapie
entsprechend den Gegebenheiten jedes einzelnen Patienten durchzufiihren.

Zum heutigen Zeitpunkt fiihren die beiden oben beschriebenen und auf die in der Penumbra
ablaufenden Vorginge zielenden Konzepte zur Akutbehandlung eines ischdmischen
Schlaganfalls zu unterschiedlichem Erfolg (Stingele 2006). Wihrend eine frithzeitige, mit
entsprechender Diagnostik und Indikationsstellung gesicherte, Rekanalisation mittels
rekombinaten Gewebsplasminogen-Aktivator (recombinant tissue plasminogen activator; 1t-
PA) zu einem giinstigeren klinischen Ergebnis fiihrt (Hacke 2004) und auch in der
Kombination von r1t-PA mit Glykoprotein (GP) IIb/Illa-Rezeptorantangonisten —erste
vielversprechende klinische Ergebnisse gesammelt werden konnten (Seitz 2003), sind auf
dem Gebiet der neuroprotektiven Intervention bisher nur sehr wenig Erfolge zu verzeichnen.
Zwar folgt die Behandlung mit Glutamatantagonisten, Radikalfingern, Ionenkanalblockern,
Caspaseinhibitoren sowie Neurotrophinen plausiblen pathophysiologischen Ansitzen, nur
leider zeigte eine Vielzahl von Studien entweder nicht den gewiinschten Erfolg oder mussten
vorzeitig abgebrochen werden (Cheng 2004), so dass sie bis zum heutigen Tage keine Rolle
als alleinige Therapieoption spielen.

Um die Wirksamkeit verschiedener Therapieoptionen sinnvoll testen zu konnen, bedient man
sich fiir in vitro-Untersuchungen der Zellkultur, wihrend man den Tierversuch fiir in vivo-
Experimente verwendet. Wihrend die Zellkultur vor allem der Aufkldrung moglicher
molekularer Mechanismen dient und somit nur eine geringe Projizierbarkeit auf eine mogliche
klinisch-therapeutische Anwendung erlaubt, wird der Tierversuch in erster Linie dafiir
eingesetzt, um die Wirksamkeit moglicher Interventionen direkt am lebenden Organismus zu
iiberpriifen. Die Projizierbarkeit auf eine mogliche klinisch-therapeutische Anwendung ist
hier zwar im grofleren Malle als bei Zellkulturexperimenten moglich, doch gerade bei in vivo-
Modellen des Schlaganfalls muss man immer beachten, dass 1.) der Glucose- und Sauerstoft-
Metabolismus sowie der Blutfluss beispielsweise in der Ratte etwa dreimal hoher ist als im
Menschen und dass 2.) die Ausdehnungen und regionalen Verteilungen von infarzierten
Arealen zwischen verschiedenen Tierarten variiert (Hoyte 2004; Tagaya 1997).

Fiir das in vivo-Modell des ischdmischen Schlaganfalls verwendet man in der Regel ein
Verfahren, bei welchem im Versuchstier ein definiertes Blutgefil3, welches an der Versorgung
eines Gehirnteils beteiligt ist, verschlossen wird. Breite Verwendung hat der als middle
cerebral artery occlusion (MCAO) bezeichnete Verschluss der mittleren Zerebralarterie zur

Induktion eines experimentellen Schlaganfalls gefunden. Dabei wird dem Tier unter
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geeigneter Narkose iiber die Arteria carotis interna ein Faden so in der Arteria cerebri media
platziert, dass ein Verschluss dieses Gefidfies erreicht wird (Li 2005; Groth 2003; Dai 1999;
Belayev 1996; Longa 1989). Nach einer definierten Zeit wird die Okklusion wieder
aufgehoben und eine entsprechende Wundversorgung vorgenommen. Die funktionellen
Einbuflen, die durch den temporidren Verschluss der Arteria cerebri media auftreten, lassen
sich mittels verschiedener Scores, basierend auf Untersuchungen motorischer und
sensorischer Qualititen, bewerten (Durukan 2007; Garcia 1995) und innerhalb verschiedener
Behandlungsgruppen miteinander vergleichen.

In der Zellkultur dagegen werden die verschiedenen Zelltypen des Zentralnervensystems
(ZNS) entweder als immortalisierte Zelllinie oder als direkt aus dem Gehirn priparierte und
kultivierte Zellen verwendet, welche in entsprechenden Zellkulturgefilen unter
standardisierten Bedingungen gehalten werden. Im Gegensatz zum Tiermodell, wo neben
histologischen und radiologischen Befunden vor allem funktionelle und hirnphysiologische
Unterschiede gemessen werden konnen, sind in der Zellkultur molekulare Mechanismen einer
Schéadigung oder einer Protektion eher nachvollziehbar. Dazu kénnen die Zellen je nach
Versuchsbedingungen mit verschiedenen Stoffen behandelt und unterschiedlichen, an die
Bedingungen im Schlaganfallareal angelehnten, Umweltbedingungen unterzogen werden.
Uber viele Jahre hinweg konzentrierten sich dabei die in vitro-Untersuchungen zum
ischdmischen Hirnschaden auf die Vorginge in den Neuronen, was nicht zuletzt mit der sehr
ausgeprigten Vulnerabilitit der Neuronen gegeniiber einer Ischimie begriindet wurde. Erst in
den letzten Jahren riickten, nicht zuletzt vor dem Hintergrund neuerer Erkenntnisse iiber die
Wechselwirkungen von Neuronen mit anderen im Gehirn vorkommenden Zellen, die
Astrozyten als ebenfalls prominent im Gehirn vorkommende Zellpopulation néher in den

Fokus der Schlaganfallforschung (Rossi 2007).
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1.2. Astrozyten

Als Astrozyten (griech. fiir ,,Sternzelle*) werden eine Population von nicht-neuronalen Zellen
im Gehirn bezeichnet, welche vielfiltige Funktionen iibernehmen. Sie bilden neben den
Oligodendrozyten die Hauptzahl an Gliazellen im zentralen Nervensystem (ZNS). Ihren
Namen erhielten die Gliazellen von Rudolf Virchow, welcher sie Mitte des 19. Jahrhunderts
entdeckte und postulierte, dass ihre Funktion in einer passiven mechanischen Stiitzung und
Formgebung des ZNS besteht (Verkhratsky 2006). Er verwendete daher den Begriff
Neuroglia (griech. fiir ,,Nervenleim®). Die Gliazellen werden in Makro- und in Mikroglia
unterteilt. In die Gruppe der Makroglia gehdren neben den Astrozyten noch die
Oligodendrozyten, Ependymzellen und Epithelzellen des Plexus choroideus. Als Mikroglia
hingegen werden in ZNS ansdssige mononukleare Zellen mesenchymalen Ursprungs
bezeichnet, welche hauptsdchlich Aufgaben der Inmunabwehr iibernehmen (Chan 2007).

Die Astrozyten kommen nur im ZNS vor und sind dort die grofiten aller Gliazellen. In den
meisten Hirnregionen machen sie 20-50% der Gesamtmasse des Gehirns aus, wobei das
Verhiltnis der Anzahl von Neuronen zu Astrozyten in der Regel 1:10 betrigt. Die
sternformigen Zellen mit einem grofen, chromatinarmen Zellkern enthalten in ihrem
vergleichsweise kleinen Zytoplasma alle typischen Organellen wie Mitochondrien, raues
endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat (Bucher 1989). Dariiber hinaus befindet
sich im Zytoplasma ein ausgeprigtes Zytoskelett mit Intermediédrfilamenten wie Vimentin und
dem glidren fibrilldren sauren Protein (glial fibrillary acidific protein; GFAP), welches als
Markerprotein fiir die immunzytologische Identifizierung von Astrozyten verwendet werden
kann (Eng 2000). Thre charakteristische Form, der die Astrozyten letztlich auch ihren Namen
verdanken, erhalten sie durch die Vielzahl von sich verdstelnden Plasmafortsitzen, die mit
den Fortsitzen benachbarter Astrozyten ein dreidimensionales Netzwerk im Gehirn bilden
und iiber gap junctions miteinander in Kontakt stehen (Abbildung 1.1.).

Dabei besitzen die Astrozyten jedoch eine polare Orientierung mit einer den Kapillaren
zugewandten Zellseite und einer den Neuronen zugewandten Zellseite. Die den Kapillaren
zugewandten Fortsidtze bilden an ihren Endstiicken sogenannte perivaskulire
Astrozytenscheiden aus, welche zusammen mit Zellen des Kapillarendothels fiir eine
funktionierende Blut-Hirn-Schranke verantwortlich sind.

Die den Neuronen zugewandten Fortséitze, die sogenannten perineuralen Fortsitze der
Astrozyten, bedecken das Perikaryon und die Dendriten des Neurons und haben mit

Ausnahme der Ranvier’schen Schniirringe, keinen direkten Zugang zu den Axonen. Im
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Bereich der Synapsen bilden die Astrozytenfortsitze einen Saum um den synaptischen Spalt

und schlieBen diesen vollstindig gegen die Umgebung ab.

3 Neurons

B Astrocytes

] Oligedendrocytes
| Microglia

Abbildung 1.1. schematische Darstellung der Zellen des ZNS (aus Baumann und
Pham-Dinh 2001).

Die Astrozyten stammen, ebenso wie Oligodendrozyten und Neuronen, von homogenen
Stammzellpopulationen des neuroektodermalen Neuralrohres ab (Rao 2004). Dabei kann sich
aus den Stammzellen eine Vielzahl von Vorlduferzellen entwickeln, die jeweils das Potential
haben, sich zu Neuronen, Oligodendrozyten oder Astrozyten zu differenzieren (Liu 2004).
Die Funktionen der Astrozyten gehen bei weitem iiber die von Virchow beschriebene
mechanische Stiitzfunktion hinaus.

Zu den wichtigsten Aufgaben der Astrozyten gehort die Versorgung der Neuronen mit
Sauerstoff und Nihrstoffen. Durch die perivaskuldren Astrozytenscheiden konnen die
Astrozyten in Abhingigkeit des Nihrstoffangebots und Néhrstoffbedarfs aktiv den
Durchmesser von Hirnkapillaren und damit das lokale Sauerstoff- und Nihrstoff-Angebot
regulieren. Weiterhin kann durch Spaltung astrozytir gespeicherten Glykogens den Neuronen
kurzfristig Glukose zur Verfiigung gestellt werden. Das fiir den neuronalen
Energiestoffwechsel bevorzugte Laktat entsteht in den Astrozyten durch Glykolyse mit
nachfolgender Umwandlung von Pyruvat zu Laktat, welches, in direkter Abhingigkeit von
neuronal produzierten und sezernierten Kohlendioxid, den Neuronen bereitgestellt wird
(Deitmer 2000).

Zusitzlich zur Bereitstellung von Sauerstoff und Néhrstoffen und der Entfernung von

Metaboliten spielen die Astrozyten auch eine wichtige Rolle beim Abtransport von Ionen und
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Neurotransmittern aus Bereichen erhohter neuronaler Aktivitit. So konnen die im Bereich
gesteigerter neuronaler Aktivitdt auftretenden hohen Konzentrationen von extrazelluldren
Kalium-TIonen (K") durch die Astrozyten abgepuffert werden. Dieser auch als spatial
buffering bezeichnete Prozess fiihrt neben dem Abtransport lokal anfallender K*-Ionen iiber
gap junctions auch zu einem retrograden Transport von Nihrstoffen in Bereiche hoher
neuronaler Aktivitit (Kofuji 2004).

Neben extrazelluldren K*-Ionen, welche schnell und effizient aus Bereichen hoher neuronaler
Aktivitét transportiert werden miissen, sind es vor allem Neurotransmitter wie Dopamin und
Glutamat, welche aus dem synaptischen Spalt entfernt werden. Diese der synaptischen
Signaliibertragung dienenden Stoffe werden nach der Aufnahme in die Astrozyten entweder
vesikuldr gespeichert oder mit entsprechenden Enzymsystemen metabolisiert (Newman
2003). Fiir diese Prozesse stehen den Astrozyten zahlreiche spezielle Transportsysteme zur
Verfiigung.

Auch sind Astrozyten nicht nur in der Lage, Neurotransmitter aufzunehmen, sondern nach
entsprechender Stimulierung diese auch wieder freizusetzen. So erfolgt eine Entleerung
astrozytdrer Vesikel mit Glutamat auf dem gleichen molekularen Wege wie die
Transmitterfreisetzung an Synapsen (Montana 2004). Auf diesem Wege kdnnen Astrozyten
direkt die Aktivitit benachbarter Neurone regulieren (Newman 2003)

Neben Transportsystemen fiir Neurotransmitter exprimieren Astrozyten auch Rezeptoren fiir
eine Vielzahl von im ZNS vorkommenden Signalstoffen. So lassen sich bei Astrozyten
Rezeptoren fiir Glutamat (Yi 2006), y-Aminobuttersdure (Fraser 1994), Adenosin (Daré
2007), Serotonin (Azmitia 2001), Adrenalin (Hertz 2004), Dopamin (Miyazaki 2004),
Acetylcholin (Hosli 2000), Opioide (Stiene-Martin 2001), Eicosanoide (Kitanaka 1996) und
verschiedene Neuropeptide wie vasoaktives intestinales Peptid (VIP) (Grimaldi 2000),
Bradykinin (Hsieh 2006), Substanz P (Hamke 2006) oder atriales natriuretisches Peptid
(ANP) (Paulding 1996) nachweisen.

Eine wichtige Rolle spielen Astrozyten bei ischdmischen Prozessen im Gehirn. Kommt es im
Rahmen eines ischdmischen Insults zu einer temporéren oder permanenten Unterbrechung der
Sauerstoff- und Nihrstoff-Zufuhr in den betreffenden Arealen, resultiert daraus unter anderem
eine Storung des astrozytdren Energiestoffwechsels, was zu einer direkten Schidigung von
Neuronen und Astrozyten fiihrt. Als unmittelbare Folge einer Ischdmie kommt es bei allen
Zellen im entsprechenden Areal zu einer Verlangsamung oder einem Stoppen der Synthese
des Adenosintriphophats (ATP) (Rossi 2007), was auf einen Mangel an Substraten und

Sauerstoff zuriickzufiihren ist. Wéhrend fiir die Bereitstellung von Substraten der oxidativen
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Phosphorylierung je nach Zelltyp noch alternative Stoffwechselwege zur Verfiigung stehen,
kann ein Mangel an Sauerstoff jedoch nicht durch alternative Wege ausgeglichen werden
(Silver 1997). Wihrend einer Ischdmie sind Astrozyten aufgrund intrazelluldrer
Glykogenspeicher ldnger in der Lage, Substrate fiir die oxidative Phosphorylierung zu
generieren und somit bestimmte ATP-Konzentrationen zu erhalten. Die bei der
Glykogenolyse freiwerdende Glucose konnen die Astrozyten sowohl fiir den eigenen
Stoffwechsel verwenden als auch den Neuronen zur Verfiigung stellen (Rossi 2007).
Gleichzeitig sind Astrozyten in der Lage, das mittels anaerober Glykolyse gebildete Laktat
benachbarten Neuronen zur Verfiigung zu stellen (Brown 2005b). Ein Nachteil der anaeroben
Glykolyse mit der Freisetzung von Laktat liegt in einer anfangs noch lokal beschridnkten
Laktatazidose mit negativen Effekten auf den Ionenhaushalt und das Uberleben der Zellen
(Chesler 2005).

Die wichtigste Folge des ATP-Mangels liegt in der Inhibition der Na*/K"™-ATPase mit der
Folge eines Verlustes des transmembrandren lonengradienten und einer daraus resultierenden
Membrandepolarisation in Neuronen und Astrozyten (Hansen 1988). Durch den Verlust des
Ionengradienten kommt es zu einem starken Anstieg der extrazelluldren
Glutamatkonzentration (Phillis 1996), was zu toxischen Effekten an Neuronen und Astrozyten
fiilhren kann (Schubert 1994; Duffy 1996). Dieser Anstieg der extrazelluldren
Glutamatkonzentration kommt durch eine Vielzahl von Mechanismen zustande (Rossi 2007).
Wie bereits oben beschrieben, kénnen Astrozyten Glutamat in vesikuldren Strukturen
speichern (Montana 2004). Im Rahmen einer Ischdmie kann es jedoch infolge des Anstiegs
der intrazelluliren Ca®*-Konzentration zu einer Freisetzung des Glutamats aus den
intrazelluldren Speichern in den Extrazelluldrraum kommen (Montana 2006).

Eine Ischidmie fiihrt aber nicht nur zur Freisetzung von Glutamat aus astrozytiren Vesikeln,
sondern auch zu einer ATP-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern (Parkinson 2004). Dies
kann dann infolge der Aktivierung von Purin-Rezeptoren wie dem P2X-Rezeptor zu einem
Anstieg der extrazelluldren Glutamat-Konzentrationen fithren (Lammer 2006).

Der oben beschriebene Zusammenbruch des Ionengradienten von Zellen in einem
ischdmischen Gebiet fiihrt infolge des Na™-Einstroms in die Zellen auch zu einer
Zellschwellung. Dadurch werden in Astrozyten sogenannte volume-regulated anion channels
(VRAC) aktiviert, welche sich bei Zellschwellung 6ffnen und so den Efflux von Glutamat
und anderen Aminoséuren erlauben. Dadurch soll infolge des Austritts osmotisch wirksamer
Substanzen das Zellvolumen reduziert werden (Kimelberg 1990), was aber ebenfalls zu einem

Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentrationen fiihren kann (Kimelberg 2005).
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Weiterhin kommt es infolge der Unterbrechung der oxidativen Phosphorylierung auch zur
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (Abramov 2007), welche in der Lage sind,
Glutamattransporter in ihrer Funktion zu beeintrichtigen und somit zusitzlich die
extrazelluldiren Glutamatkonzentrationen erhohen konnen (Trotti 1997; Trotti 1996).

In den Randgebieten des Infarktes, der sogenannten Penumbra, kann es durch den hier nur
moderaten Abfall der zelluliren ATP-Konzentrationen dagegen zu wiederholten
Depolarisationen, den sogenannten transient ischemic depolarizations (TID) kommen, die
mitverantwortlich fiir einen Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentrationen in der
Penumbra und einer Ausweitung der Infarktzone gemacht werden konnen (Higuchi 2002).
Ein weiterer wichtiger Punkt im Verhalten der Astrozyten wéhrend einer Ischimie ist im
Vorhandensein sogenannter ,halber gap junctions® zu sehen. Wie oben bereits beschrieben,
bilden Astrozyten iiber gap junctions mit benachbarten Zellen ein dreidimensionales
Netzwerk, iiber welches Molekiile und Informationen ausgetauscht werden kdnnen. Sowohl
Neuronen als auch Astrozyten sind aber auch in der Lage, vollstindig geformte Connexin-
und Pannexin-Molekiile zu bilden, die jedoch nicht in Kontakt mit einer Nachbarzelle stehen.
Wihrend einer Ischimie konnen sich diese ,halben gap junctions Offnen und
niedermolekularen Stoffen, wie zum Beispiel Glutamat, den Austritt in den Extrazelluldrraum
ermoglichen (Thompson 2006; Ye 2003).

Im Bezug auf die intrazelluliren Glutamatkonzentrationen von Neuronen und Astrozyten, der
beschriebenen Mechanismen einer Freisetzung von Glutamat und der Expression und
Aktivitit von Glutamattransportern in Neuronen und Astrozyten geht man derzeit in der
Literatur davon aus, dass wihrend einer Ischdmie Glutamat zu gro3en Teilen von Neuronen
freigesetzt wird, wihrend die Astrozyten gleichzeitig bestrebt sind, durch Transportvorgénge
das freigesetzte Glutamat wieder aufzunehmen (Rossi 2007). Diese Uberlegung konnte durch
quantitative immunzytochemische Untersuchungen (Ottersen 1996) bestitigt werden. Die
Bedeutung der Glutamattransporter wihrend einer zerebralen Ischimie konnte beispielsweise
beim astrozytiren Glutamattransporters GLT-1 durch Untersuchungen belegt werden, bei
denen eine Blockade des GLT-1 zur vermehrten zerebraler Odembildung sowie zur
Exazerbation neuronaler Schiaden nach zerebraler Ischimie gefiihrt hatte (Namura 2002; Rao

2001b).
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1.3. Glutamattransporter

Die endogene Aminosdure L-Glutaminsdure und das entsprechende Salz L-Glutamat erfiillen
eine Vielzahl von Funktionen im menschlichen Organismus. Im ZNS gehort L-Glutamat
neben L-Aspartat, dem Salz der L-Asparaginsdure, zu den erregenden (exzitatorischen)
Neurotransmittern, die in nahezu alle physiologischen Vorgéinge im ZNS involviert sind. So
ist Glutamat essentiell fiir das Auswachsen neuronaler Fortsidtze (Rajan 1998) und die
Migration von Neuronen (Komuro 1993; Rossi 1993) wihrend der Entwicklung des ZNS und
spielt im Rahmen der long term potentiation eine entscheidende Rolle bei der Bildung des
Langzeitgedichtnisses (Danbolt 2001). Seine Wirkung entfaltet L-Glutamat dabei iiber einen
von vier Rezeptortypen, welche sich noch in zahlreiche Untertypen unterteilen lassen und im
ZNS weit verbreitet sind (Ozawa 1998). Dem metabotropen G-Protein-gekoppelten
Glutamatrezeptor (mGlIuR) stehen als ligandenaktivierte lonenkanéle der Kainatrezeptor, der
AMPA (o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionséure)-Rezeptor und der NMDA (N-
Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor gegeniiber (Kew 2005). Die Glutamatrezeptoren spielen eine
wichtige Rolle bei der durch erhohte extrazelluldre Glutamatkonzentrationen vermittelten
Neurotoxizitit. Diese auch als Exzitotoxizitit bezeichnete Neurotoxizitit extrazelluldren
Glutamats (Olney 1969; Choi 1992) liegt in einer Ligandenaktivierung von
Glutamatrezeptoren, und hier insbesondere des NMDA-Rezeptors, durch pathologische
Konzentrationen von L-Glutamat begriindet, welche zu einem exzessiven Einstrom vom Ca**-
Ionen in die Zelle fithrt (Hazell 2007). Dadurch werden eine Vielzahl von komplexen
zellschiadigenden Prozessen in Gang gesetzt. Primir daran beteiligt sind die Generierung von
reaktiven Sauerstoffspezies, die Aktivierung intrazelluldrer Proteasen sowie eine
mitochondriale Ca**-Uberbeladung. Dieser Vorgang fiihrt neben einer mitochondrialen
Fehlfunktion vor allem zu Schidden an zelluldren Proteinen, Membranen und Nukleinsduren
und letztlich zur Apoptose oder Nekrose der betreffenden Zellen (Arundine 2004; Nicholls
2007). Die Exzitotoxizitdt von Glutamat konnte an primédren neuronalen Zellen demonstriert
werden, bei denen es 24 Stunden nach kurzzeitiger Exposition von 100 uM Glutamat zum

Absterben eines GroBteils der Zellen gekommen ist (Choi 1987).

Die Homoostase des Glutamats, welches physiologisch in extrazelluldiren Konzentrationen
von 1-3 uM und intrazelluldren Konzentrationen von 10-100 mM im Gehirn vorliegt (Storm-

Mathisen 1992), wird durch verschiedene Glutamattransportsysteme gewéhrleistet.

Diese Transportsysteme gehoren zur solute carrier familiy 1 (SLC1) und umfassen fiinf

hochaffine Glutamattransporter und zwei Na*-abhiingige neutral amino acid-transporter. Aus
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der Klasse der hochaffinen Glutamattransporter wurden in den letzten zwei Jahrzehnten
insgesamt fiinf verschiedene Typen identifiziert. Dazu gehoren unter anderem der Glutamat-
Aspartat-Transporter/GLAST (Storck 1992), der Glutamate-Transporter 1/GLT-1 (Pines
1992) und der Excitatory Amino Acid Carrier I/EAAC1 (Kanai 1992), welche zuerst in
Ratten und Kaninchen identifiziert werden konnten. Nach entsprechenden
Homologieuntersuchungen an humanen Materialien wurde zur Vereinheitlichung der
Nomenklatur vorgeschlagen, die entsprechenden Transporter mit dem Terminus Excitatory
Amino Acid Transporter/EAAT und einer entsprechenden Nummerierung zu versehen (Arriza
1994). Durch Sequenzvergleiche wurde festgestellt, dass EAAT1 das menschliche Homolog
zu GLAST, EAAT2 zu GLT-1 und EAAT3 zu EAACI ist. Im weiteren Verlauf der
Untersuchungen wurden spiter noch der EAAT4 (Fairman 1995) und EAATS (Arriza 1997)
sowie die ebenfalls zur SCLI1-Familie gehtrenden und als Alanin-Serin-Cystein-
Transporter/ASCT1 bzw. ASCT2 bezeichneten Glutamat-Transportsysteme aus der Klasse
der Na'-abhiingigen neutral amino acid-Transporter (Arriza 1993; Kekuda 1996; Shafgat
1993; Utsunomiya-Tate 1996) entdeckt. Anzumerken ist, dass GLAST und GLT-1 zuerst in
Astrozyten gefunden wurden, EAACI und EAAT4 dagegen zuerst in neuronalen Material

identifiziert wurden und der EAATS erstmals in der Retina entdeckt wurde.

GTRAP Regulators = =
COOH

Abbildung 1.2. schematische Darstellung eines Glutamattransporters der

SCL1-Familie (aus Kanai und Hedinger 2003).

Alle Glutamattransporter der SCL1-Familie (Abbildung 1.2.) sind transmembranére Proteine
mit acht o-helikalen Transmembrandoménen, einer groBen, extrazellulir gelegenen,
glykolysierten Schleife zwischen den Dominen 3 und 4 sowie einem fiir die SCL1-Familie

typischen, hydrophoben Arm im Bereich des Carboxy-Terminus (Kanai 2003).

Der Transport von Glutamat entgegen eines Konzentrationsgradienten ist am Beispiel der

EAAT-Klasse gut untersucht und beinhaltet den Cotransport von zwei oder drei Na*-Ionen
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und einem Proton sowie dem Ausschleusen eines K*-Tons (Shigeri 2004). Untersuchungen an
Na*-abhiingigen Glutamattransportern haben gezeigt, dass die Bindung des Glutamats schnell
ablduft, wihrend der eigentliche Transportzyklus in die Zelle langsamer vonstatten geht
(Lester 1996), so dass die Bindung des Glutamats am Transporter allein schon zu einer
Entfernung des Glutamats aus dem synaptischen Spalt fithrt (Conti 1999). Dieser
Transportvorgang ist insofern ATP-abhingig und damit einem Energiemangel gegeniiber
vulnerabel, als dass die Aktivitidt der Glutamattransporter auch vom ATP-abhiingigen Na'-

Gradienten entlang der Plasmamembran bestimmt wird (Camacho 2006).

Nachdem das Glutamat aus dem Extrazellulirraum in den Intrazelluldrraum transportiert
wurde, wird es dort entweder metabolisiert oder in vesikuldren Strukturen gelagert. Der
grofte Teil des Glutamats durchlduft den ATP-abhédngigen Glutamat-Glutamin-Zyklus, bei
welchem Glutamat durch die astrozytire Glutamin-Synthetase zu Glutamin umgesetzt wird
(Fonnum 1984). Das bei dieser Reaktion anfallende Glutamin kann dann nach Freisetzung aus
den Astrozyten von Neuronen aufgenommen und dort zur Resynthese von Glutamat
verwendet werden (Sonnewald 1997). Alternativ kann das in den Astrozyten intrazellulér
anfallende Glutamat mittels einer Transaminierungsreaktion {iiber die Aspartat-
Aminotransferase (ASAT) oder einer oxidativen Desaminierung iiber die Glutamat-
Dehydrogenase umgesetzt werden, wobei jeweils a-Ketoglutarat entsteht, welches in den
Citratzyklus eingeschleust wird (Dienel 2006). Weiterhin kann das intrazellulér
aufgenommene Glutamat aber auch in vesikuldren Strukturen im Astrozyten gespeichert und

dhnlich wie in Synapsen, auf Ca”**-abhiingigen Wege, freigesetzt werden (Newman 2003).

Der GLT-1/EAAT2-Transporter gleicht in seinem Aufbau und seiner Arbeitsweise den
anderen Vertretern der SCL1-Familie. Wie oben bereits angegeben, wurde er erstmals 1992
von der Arbeitsgruppe um G. Pines identifiziert und beschrieben (Pines 1992). Von seiner
zelluldren Lokalisation her betrachtet, ist der GLT-1 ein integrales Membranprotein mit
intrazelluldr gelegenen N- und C-Terminus (Slotboom 1999). Weiterhin weist der GLT-1, wie
alle anderen Subtypen der Na'-abhingigen Glutamat-Transporter auch, intrazelluliren
Proteinkinasen zugingliche Phosphorylierungsstellen sowie extrazelluldr gelegene N-
Glykolysierungsstellen auf (Sims 1999).

Vom EAAT2-Subtyp konnten zahlreiche splice-Varianten identifiziert werden, bei denen
keine funktionellen Unterschiede in der Transportaktivitit festgestellt werden konnten, so
dass postuliert wird, dass das alternative Spleilen eine Rolle beim Targeting des Transporters

in spezifische Zelltypen spielt (Utsunomiya-Tate 1997; Chen 2002; Sullivan 2004).
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Beim Menschen ist der EAAT2-Subtyp ausschlieBlich auf Astrozyten nachgewiesen worden
(Milton 1997), wihrend bei in situ-Untersuchungen am Rattenhirn der dem EAAT?2 homologe
Subtyp GLT-1 auch in Neuronen des Hippocampus gefunden werden konnte (Torp 1994).
Weiterhin gibt es in der Literatur Hinweise dafiir, dass der GLT-1 auch in Neuronen
auflerhalb des Hippocampus zu finden ist. So konnte ein neuronaler GLT-1-Transporter
wihrend der Embryogenese (Yamada 1998), nach einem ischdmischen Insult (Martin 1997)
und in neuronalen Zellkulturen (Brooks-Kayal 1998) gefunden werden. Als weiterer Zelltyp
des ZNS sind auch Mikroglia in der Lage, den GLT-1 zu exprimieren (Persson 2005).

Im Bezug auf die regionale Verteilung des GLT-1/EAAT?2 im Gehirn gehen einige Autoren
von einer gleichmifigen Verteilung iiber den gesamten Hirnbereich aus (Robinson 1998),
wihrend andere eine stidrkere Expression im Vorderhirn gefunden haben (Lehre 1995).

Die Regulation der Zahl beziehungsweise der Aktivitit des GLT-1-Transporters kann auf den
Ebenen der Transkription, der Translation, des Transports des translatierten Proteins in die
Zellmembran sowie in der Interaktion mit Botenstoffen (Beart 2007; Kanai 2003) erfolgen. So
ist bekannt, dass Astrozyten-reiche Kulturen aus kortikalen Geweben in Abwesenheit von
gleichzeitig kultivierten Neuronen nur geringe Level an GLT-1-Protein exprimieren, wihrend
die Expressionslevel bei Anwesenheit von Neuronen signifikant ansteigen (Schlag 1998). Die
Ergebnisse von Untersuchungen zur Ursache dieser Expressionssteigerungen sind
widerspriichlich. So konnte auf der einen Seite durch entsprechende Experimente kein Beweis
dafiir erbracht werden, dass das von den Neuronen ausgeschiittete Glutamat als Ursache fiir
die gestiegene GLT-1-Expression in Frage kommt (Schlag 1998), wihrend in anderen
Untersuchungen Hinweise gefunden werden konnten, dass GLT-1-mRNA-Level in
kultivierten Astrozyten unter Behandlung mit Glutamat oder mit Liganden von
Glutamatrezeptoren ansteigen (Thorlin 1998). Andererseits wurden als Ursache dieser von
Neuronen abhingigen Regulation neuronale Faktoren wie das pituitary adenylate cyclase-
activating peptide (PACAP) und der brain-derived neurothrophic factor (BDNF) (Figiel
2000; Gegelashvili 2000) postuliert. Als Stoffe mit einem Einfluss auf den Transport des
funktionsfihigen GLT-1-Proteins aus dem Intrazelluldrraum in die Plasmamembran sind die
Proteinkinase C, Phosphoinositol-3-Kinase und mitogen-activated protein kinase (MAP-
Kinase), der epidermal growth factor (EGF), das vasoactive intestinal peptide (VIP) sowie
einige Strukturproteine zu nennen (Beart 2007). Wiahrend EGF und VIP vor allem {iiber ihre
Rezeptoren die als trafficking bezeichneten Prozesse der Verlagerung des Transporterproteins
in die Zellmembran beeinflussen konnen, wirken Strukturproteine wie die Glutamate

transporter-associated proteins (GTRAP) oder Ajuba in Verbindung mit dem intrazelluldren
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Actin-System (Lin 2001; Marie 2002). Ebenfalls wichtig fiir Lokalisation und Funktion des
GLT-1 sind an Cholesterin reiche Membrankompartimente, sogenannte Cholesterol-rich lipid
rafts (Butchbach 2004). Weiterhin ist beschrieben worden, dass die Expression des GLT-1
auch tiber astrozytidre gap junctions moduliert werden kann (Figiel 2007).

Uber eine Beeinflussung der Expression und/oder Aktivitit des GLT-1 durch exogene
Substanzen sind in der Literatur weitaus weniger Hinweise zu finden. So bewirkt das seit
langem bei in vitro-Untersuchungen zum GLT-1 als Positivkontrolle eingesetzte Dibutyryl-
cAMP (dbcAMP), welches ein synthetisches und die Zellmembran permeierendes Analogon
des zyklischen Adenosinmonophosphats (cyclic adenosine monophosphate, cAMP) darstellt,
eine effektive Expressionssteigerung des GLT-1 (Schlag 1998, Eng 1997). Einige Autoren
sehen aber den cAMP-Effekt weniger in einer direkten transkriptionellen Beeinflussung als
vielmehr in einer Induktion der Differenzierung und/oder einer Anderung des metabolischen
Zustandes der Zelle (Gochenauer 2001). Weiterhin werden zur direkten Modulation von
Glutamattransportern sogenannte Strukturanaloga des Glutamats verwendet, welche jedoch
eine sehr geringe pharmakologische Selektivitit fiir einzelne Subtypen der SLCI-Familie
besitzen (Beart 2007). Einzig mit Kainat und Dihydrokainat konnte eine spezifische
Aktivierung von EAATI1- und EAAT2-Subtypen festgestellt werden (Arriza 1994).
Desweiteren wurde in den letzten Jahren eine Reihe von Nicht-Substrat-Inhibitoren mit einer
Selektivitit fiir den GLT-1/EAAT2-Subtyp vorgestellt (Dunlop 2005, Dunlop 2003).

Als selektive Induktoren des GLT-1 werden in der Literatur der Neuroimmunophilin-Ligand
GPI-1046 und das B-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon beschrieben (Ganel 2006; Rothstein
2005). Letzteres wurde im Rahmen eines Screenings von 1040 verschiedenen Arzneistoffen
und Nahrungsergidnzungsmitteln an kultivierten Riickenmarksschnitten postpartaler Ratten
gefunden (Rothstein 2005). Die Autoren fanden dabei neben einem Anstieg der
GLT-1/EAAT2-Expression auch neuroprotektive Effekte von Ceftriaxon in einem in vivo-
Modell der amyotrophen Lateralsklerose (ALS).

Die Suche nach modulatorisch auf den GLT-1 wirkenden Substanzen liegt im Einfluss des
GLT-1 auf die Glutamathomdostase begriindet, welcher durch Untersuchungen an GLT-1-
knockout-Midusen bestitigt wurde, bei denen die GLT-1-defizienten Tiere spontane
epileptische Anfille mit letalem Ausgang sowie eine Manifestation akuter kortikaler Schiden
zeigten (Tanaka 1997). Als histologisches Korrelat konnte bei diesen Tieren unter anderen
eine neuronale Degeneration im Hippocampus nachgewiesen werden (Rothstein 1996).
Unabhiingig von solchen Modellorganismen mit ihrem fulminanten Phénotyp scheinen aber

auch geringere Anderungen der Expression und/oder Aktivitit des GLT-1/EAAT2 eine
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pathologische Relevanz zu besitzen. So konnte im motorischen und sensorischen Cortex von
Patienten, die an einer sporadischen Form der ALS leiden, eine Reduktion des Gehalts von
GLT-1 in den entsprechenden Arealen gefunden werden (Rothstein 1995). Weiterhin wurden
in humanen Proben bei Epilepsie (Hoogland 2004), Morbus Alzheimer (Li 1997), Chorea
Huntington (Arzberger 1997), Multipler Sklerose (Werner 2001) und Schizophrenie (Smith
2001) GLT-1-assoziierte Verdnderungen gefunden.

Eine wichtige Rolle spielt der GLT-1 auch bei ischimischen Bedingungen im Gehirn infolge
eines Schlaganfalls. Im Rahmen eines ischimischen Prozesses kommt es im Gehirn zu einer
Minderversorgung des Gewebes mit Blut, was sich in einem regionalen Mangel von
Sauerstoff, Glucose und anderen Nihrstoffen sowie in einer Akkumulation von
Stoffwechselprodukten im Areal der Ischdmie &duBert. Als Folge der regionalen
Minderversorgung zum einem und der Akkumulation schédlicher Metabolite zum anderen
kommt es zu einer gestorten Glutamathomdoostase. Dies zeigt sich in einer drastischen
Zunahme der extrazelluliren Glutamatkonzentration und daraus resultierenden
exzitotoxischen Effekten auf die betreffenden Neuronen. Die Zunahme des extrazelluldren
Glutamats ist dabei auf 1.) einen abnehmenden Glutamattransport vom Extrazelluldrraum zum
Intrazelluldrraum, 2.) einer verminderten Expression von Transporterprotein und 3.) einem
reversen Glutamattransport zuriickzufiihren (Camacho 2006).

Die Abnahme des Glutamattransports kann auf eine Interaktion von peri-ischimisch
gebildeten freien Radikalen (Peters 1998) mit Sulfhydrylgruppen des Transporterproteins
(Trotti 1996; Trotti 1997) sowie auf die lokal im Ischdmie-Gebiet vorliegende Laktatazidose
(Swanson 1995) zuriickgefiihrt werden.

Eine verminderte Expression von GLT-1 nach Hypoxie ist beschrieben und zeigt sich in einer
Abnahme der entsprechenden mRNA- und Protein-Konzentrationen meist schon vor dem
Auftreten neuronaler Zellschiden (Rao 2001a, Raghavendra Rao 2000).

Das Auftreten eines reversen Transports durch Glutamattransporter (Abbildung 1.3) entlang
des Konzentrationsgradienten von intrazelluldr nach extrazelluldr wird im Allgemeinen auf

Anderungen von Elektrolytgradienten entlang der Zellmembran zuriickgefiihrt (Rossi 2000).

ana GluH o+

+
K

3N GluH

normal transport reverse transport

Abbildung 1.3. schematische Darstellung des normalen und reversen Glutamattransportes

(aus Kanai 2003).
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Diese sind auf einen Anstieg der intrazelluliren Na'-Konzentration, verursacht durch einen
lokalen ATP-Mangel, zuriickzufiihren (Longuemare 1999).

Die Bedeutung des GLT-1 im Schlaganfall belegen Experimente mit heterozygoten Méusen,
denen ein Allel des GLT-1 fehlt. Bei diesen Tieren zeigte sich nach experimentell induzierter
Ischimie ein vergroBertes Hirnodem (Namura 2002). Ahnliche Beobachtungen konnten beim
experimentellen Tierversuch im Schlaganfall gemacht werden, wenn den Tieren antisense-
Nukleotide gegen den GLT-1 verabreicht wurden. Hier zeigten sich bei der
Behandlungsgruppe eine Zunahme des Infarktvolumens und eine gestiegene Mortalitit (Rao
2001b).

Diese Untersuchungen belegen aber nicht nur den Einfluss des GLT-1 auf das Geschehen im
ischdmischen und post-ischdmischen Gehirn, sondern zeigen auch das Potential einer
moglichen Modulation des GLT-1 im Schlaganfallgeschehen. Wie oben bereits erwéhnt,
konnten Rothstein er al. in einem groBangelegten Screening das B-Laktam-Antibiotium
Ceftriaxon als Modulator der GLT-1-Expression identifizieren (Rothstein 2005). Wenn sich
diese Modulation auch in in vitro- und in vivo-Modellen des Schlaganfalls bestitigen liefe,
stinde ein potentielles Therapeutikum zur Verfiigung, welches die negativen Effekte des
exzitotoxischen Glutamats in ischdmischen oder postischimischen Arealen vermindern
konnte.

Dass dabei die astrozytdren Glutamattransporter im Fokus der Untersuchungen stehen, ldsst
sich durch folgende Betrachtung relativ leicht herleiten. Die Neuronen auf der einen Seite
werden mit ihren hohen intrazelluliren Glutamatkonzentrationen, ihrer Vulnerabilitit
gegeniiber einer Sauerstoff- und Nihrstoffdepletion und der Moglichkeit des reversen
Transports iiber Glutamattransporter zu einem grolen Anteil an einer Erhohung der
extrazelluldren Glutamatkonzentrationen wiéhrend einer Ischidmie verantwortlich sein. Die
Astrozyten auf der anderen Seite werden dagegen aufgrund der hohen Anzahl von
Glutamattransportern in den Zellmembranen sowie der geringeren intrazelluldren
Glutamatkonzentration, die das Ausmaf eines reversen Transports einschriankt, um so mehr in
der Lage sein, erhohte Konzentrationen an extrazellulirem Glutamat wihrend und nach einer
Ischdmie effektiv zu senken. Wiirde man diese astrozytire ,Eigenschaft* bewusst
therapeutisch steuern konnen, hitte man ein effektives Therapeutikum fiir die Behandlung
eines Schlaganfalls sowie dessen Folgen in der Hand. Mit Ceftriaxon scheint sich, wie oben
beschrieben, ein moglicher Kandidat fiir eine Steuerung der astrozytidren Glutamataufnahme

zu prisentieren (Rothstein 2005).
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1.4. Ceftriaxon

Das seit mehr als zwanzig Jahren in der Therapie bakterieller Infektionen verwendete
Antibiotikum Ceftriaxon gehort als Vertreter der Cephalosporine zu der Gruppe der
B-Laktam-Antibiotika und wurde 1982 von der Firma Roche unter dem Handelsnamen

Rocephin auf den Markt gebracht.

Als B-Laktame werden Stoffe bezeichnet, die in ihrem Molekiil als strukturgebendes Element
ein zyklisches Amid (Abbildung 1.4.) enthalten, welches durch eine intramolekulare
Kondensationsreaktion aus einer Amino- und einer Hydroxyl-Gruppe entsteht. Substanzen
mit einer B-Laktam-Struktur werden von einer Vielzahl von Pilzen und Bakterien produziert

und dienen dem produzierendem Organismus als Schutz vor (bakterieller) Besiedelung.

_|
/—NH

O

Abbildung 1.4. -Laktam-Struktur

Der Nachweis der antimikrobiellen Eigenschaften dieser Substanzen gelang als erstem Robert
Flemming im Jahre 1928, als er auf einer mit Staphylococcus aureus beimpften Agarplatte ein
Areal ohne Bakterienwachstum um eine Kolonie von Penicillium notatum, welcher als
unerwiinschte Kontamination auf dieser Platte wuchs, bemerkte. Er isolierte den Pilz in
Reinkultur und konnte aus diesem das Penicillium (Penicillin) gewinnen, welches zum einem
das Wachstum zahlreicher humanpathogener Keime auch in Anwesenheit physiologischer
Stoffe hemmen konnte und zum anderen eine erstaunliche ,,Ungiftigkeit gegeniiber
Wirbeltieren aufwies. Nachdem in ersten klinischen Behandlungsserien die Wirksamkeit des
Penicillins bei schweren bakteriellen Infektionen gezeigt werden konnte, begann in den
Jahren nach dem zweiten Weltkrieg eine groBangelegte Suche nach weiteren antimikrobiell
wirksamen Naturstoffen. So konnte bereits 1953 aus dem Pilz Cephalosporium acremonium
das Cephalosporin C isoliert werden, welches gegeniiber den Penicillinen den Vorteil einer
erhohten Festigkeit gegeniiber Staphylokokken-Penicillinase besaB. Als weiterer Vorteil
stellte sich in spidteren Untersuchungen dann die erhohte Hydrolysestabilitit gegeniiber
Sduren dar, die das Cephalosporin-Grundgeriist (Abbildung 1.5.) partialchemischen
Strukturabwandlungen zugénglicher machte (Hamilton-Miller 2000; Friedrich 2006).
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Abbildung 1.5. Cephalosporin-Grundgeriist

Ihre bakteriostatische Wirkung gegeniiber Bakterien entfalten die -Laktame, zu denen neben
den Penicillinen und Cephalosporinen auch die Monobactame und die Carbapeneme gehoren,
iiber eine Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese. Die fiir die Proliferation der
Bakterien essentielle Zellwandsynthese wird iiber Peptidoglykansynthasen (Mureinsynthasen)
vermittelt, welche als Transpeptidasen die Glykanstringe des Mureingeriists quervernetzen
und somit stabilisieren. Die f-Laktam-Antibiotika sind aufgrund der Strukturverwandtschaft
zur terminalen D-Alanyl-p-Alanin-Gruppe der unvernetzten Peptidoglykanbausteine des
Mureins in der Lage, an das beim Menschen nicht vorhandene Enzym b-Alanin-
Transpeptidase zu binden und dieses in einer Acylierungsreaktion unter Bildung eines stabilen
Transpeptidase-Penicillosdure-Derivates zu inhibieren. Infolge der Inhibition dieser auch
,Penicillin-bindende Proteine” genannten Enzymsysteme konnen die Einzelbausteine des
Mureins wihrend des bakteriellen Wachstums nicht mehr vernetzt werden, so dass die
Bakterienzellwand ihre physikalische und physiologische Integritit verliert. Uber die
bakteriostatische Wirkung der pB-Laktame hinaus wird aber auch eine direkte Bakteriolyse

durch Aktivierung von Murein-Hydrolasen diskutiert (Bayles 2000; Heisig 2006).

Resistenzen gegeniiber diesen Substanzen treten infolge chromosomal vermittelter
Verinderungen der ,,Penicillin-bindenden Proteine®, einer Induktion von Effluxmechanismen
zur Ausschleusung der Antibiotika, einer vermehrten Produktion B-Laktam-hydrolysierender
Enzyme (B-Laktamasen) sowie einer strukturell verdnderten Zellwand, die die Penetration der
B-Laktame erschwert, auf. Die beschriebenen Resistenzmechanismen konnen dabei
plasmidvermittelt auch iiber Speziesgrenzen hinweg tiibertragen werden (Tenover 2006;

Heisig 2006; Davies 1994).

Aufgrund der Stabilitit der 7-Aminocephalosporansiure (7-ACS) bei gleichzeitig guter
Zuginglichkeit der Substituenten an Position 3 und Position 7 der 7-ACS kam es zur

Entwicklung zahlreicher Cephalosporin-Derivate, die aufgrund ihrer unterschiedlichen
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Sdurestabilitdt in Cephalosporine zur parenteralen Anwendung und in Cephalosporine zur
oralen Anwendung unterschieden werden konnen. Nach Empfehlung der Paul-Ehrlich-
Gesellschaft werden die Cephalosporine innerhalb dieser Gruppen entsprechend ihres
Wirkspektrums und ihrer Stabilitit gegeniiber f-Laktamasen in fiinf Untergruppen unterteilt

(Paul-Ehrlich-Gesellschaft 1994).

Ceftriaxon (Abbildung 1.6.) gehort laut dieser Einteilung zu den parenteralen
Cephalosporinen der 3. Generation und zeichnet sich gegeniiber den Cephalosporinen der
1. und 2. Generation durch eine hohere Stabilitdt gegeniiber bakteriellen f-Laktamasen und
einem verdnderten Wirkspektrum aus. Durch FEinfithrung einer Oximether-Struktur in
Nachbarschaft zu einem Aminothiazolyl-Ring sowie eines Triazin-Rings an Position 3 der
7-ACS konnte eine hohe Stabilitit des Arzneistoffs gegeniiber bakteriellen B-Laktamasen
erreicht werden. Gleichzeitig ist jedoch eine nur geringe orale Bioverfiigbarkeit zu

beobachten, die eine parenterale Anwendung notig macht (Richards 1984).
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Abbildung 1.6. Strukturformel von Ceftriaxon

Das Wirkspektrum von Ceftriaxon gegeniiber grampositiven Erregern ist im Vergleich zu den
Cephalosporinen der 1. und 2. Generation leicht abgeschwicht, wohingegen bei
gramnegativen Erregern eine verstirkte Empfindlichkeit gegeniiber Ceftriaxon zu beobachten
ist. Die fiir Cephalosporine typische Nichtwirksamkeit gegeniiber Enterococcus-Arten (sog.
Enterokokken-Liicke) aufgrund der erregerspezifischen Synthese von ,,Penicillin-bindenden
Proteinen* mit einer nur geringen Affinitéit zu f-Laktam-Strukturen (Fontana 1990) ist auch
bei Ceftriaxon zu finden. Desweiteren ist Ceftriaxon, wie alle B-Laktam-Antibiotika, aufgrund
seines Wirkmechanismus grundsitzlich ohne Wirkung bei zellwandlosen Bakterien wie

Mycoplasma sp., obligat intrazellulir wachsenden Bakterien wie Chlamydia sp., obligat
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intrazelluldr parasitierenden Bakterien wie Brucella sp. und langsam wachsenden Bakterien

wie Mycobacterium sp. (Forth 2001).

Von diesen Ausnahmen abgesehen, besitzt Ceftriaxon ein breites Wirkspektrum gegeniiber
grampositiven und gramnegativen Bakterien sowie gegeniiber einigen Anaerobiern. Es ist
hoch aktiv gegeniiber den meisten Vertretern der Enterobacteriaceae, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalacticae und Streptococcus viridians.
Weiterhin ist es in niedrigen Konzentrationen hoch aktiv gegen B-Laktamase-positive und
B-Laktamase-negative Stimme von Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae und
Neisseria meningitidis. Im Allgemeinen erzielt Ceftriaxon gegeniiber solchen Erregern eine
antimikrobielle Aktivitit, bei denen eine Minimale Hemmkonzentration (MHK) von <Img/I
Ceftriaxon vorliegt (Emmerson 1985). Eine geringere Aktivitit zeigt es gegeniiber Penicillin-
empfindlichen und Penicillin-resistenten Stdmmen von Staphylococcus aureus. Gegeniiber

Pseudomonas aeruginosa und Enterococcus sp. besteht eine natiirliche Resistenz.

Von pharmakokinetischer Seite ist die lange Halbwertszeit, die gute Penetration in Gewebe
und Korperfliissigkeiten und die dosisabhingig séttigbare Serumeiweillbindung von
Ceftriaxon hervorzuheben. So liegt die Plasma-Halbwertszeit unabhingig von Dosierung und
Applikation bei 6-9 Stunden, wihrend bei den meisten anderen Cephalosporinen
Halbwertszeiten von 0,6 bis 4,4 Stunden erreicht werden. Nach intravendser Einmalgabe von
0,5 g, 1 g oder 2 g Ceftriaxon werden maximale Serumkonzentrationen (Cyax) von 82, 151
und 257 mg/l erreicht, wihrend bei intramuskulédrer Gabe von 0,5 g oder 1 g Ceftriaxon nach
2 Stunden Cyax-Werte von 38 und 76 mg/l im Serum gemessen wurden. Selbst 24 Stunden
nach einer intravendsen Gabe von 2 g Ceftriaxon wurden noch Serumkonzentrationen von
12-20 mg/l gemessen (Lamb 2002). Eine Besonderheit weist Ceftriaxon bei der
Serumeiweil3bindung auf. So ist Ceftriaxon im Bereich normaler Dosierungen in der Lage,
alle verfiigbaren Proteinbindungsstellen zu besetzen und damit zu sittigen (Stoeckel 1984).
Daraus resultiert bei hoheren Dosierungen eine erhohte Serumkonzentration von freiem
Ceftriaxon, welches antibiotisch wirksam ist und in der freien Form auch leichter in
verschiedene Korperfliissigkeiten diffundieren kann. Weiterhin wird durch die vollstindige
Proteinbindung, und im geringeren Ausmall auch durch die Verteilung in anderen
Korperfliissigkeiten, eine verldngerte Halbwertszeit erreicht, da der proteingebundene Anteil
der renalen Eliminierung nicht zur Verfiigung steht. Die Anreicherung in transzelluldren
Fliissigkeiten und der hohen PlasmaeiweiB3bindung erkldart indes auch das hohe

Verteilungsvolumen von 5,8 -15,5 Litern (Lamb 2002).
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Unter pharmakodynamischen Gesichtspunkten betrachtet, gehort Ceftriaxon wie die anderen
B-Laktame und die Makrolide auch, zu den zeitabhédngig wirkenden Antibiotika (Perry 2001).
Bei einer zeitabhingigen Wirkung muss die Serumkonzentration des Antibiotikums wéhrend
des gesamten Zeitraums iiber der jeweiligen minimalen Hemmkonzentration (MHK) des
Erregers liegen, um eine sichere Wirkung zu garantieren. Diese Forderung wird bei
Ceftriaxon aufgrund seiner gesittigten Proteinbindung und der langen Halbwertszeit auch bei

einer tiglichen Einmalgabe erreicht.

Aufgrund der oben beschrieben Eigenschaften findet Ceftriaxon eine vielfiltige klinische
Anwendung. So ist Ceftriaxon bei schweren Infektionen der Atemwege, im HNO-Bereich,
der Nieren und Harnwege, der Haut und Weichteilgeweben, der Geschlechtsorgane,
einschlieBlich  Gonorrhoe, im Bauchraum, der Knochen und Gelenke, bei Sepsis und

Meningitis sowie bei der Lyme-Borreliose indiziert.

Dieses breite Spektrum an Anwendungsmoglichkeiten wird durch eine im Allgemeinen gute
Vertriglichkeit von Ceftriaxon ergénzt, die, wie bei den anderen B-Laktam-Antibiotika auch,
aus der Wirkungsweise und der daraus resultierenden fehlenden Interferenz mit Zielstrukturen
im humanen Organismus erkldrt werden kann. Als relativ hdufige Nebenwirkungen sind ein
Anstieg von Leberenzymen im Serum, Reaktionen an der Applikationsstelle (Phlebitis,
Thrombophlebitis), zentralnervose Beschwerden wie Kopfschmerzen und Schwindel,
gastrointestinale Storungen und ein Anstieg des Serumkreatinins zu nennen. Als weitere, in
der klinischen Anwendung zwar seltene, aber trotzdem relevante Nebenwirkungen sind
Inkompatibilititen mit Ca®*- enthaltenden Iniectabilia, eine Nephrotoxizitidt sowie die bei
anderen Antibiotika auch zu beobachtende pseudomembrandse Kolitis aufzufiihren

(Marquardt 2004; Hurley 2002).

Weiterhin zu beachten ist, wie bei allen anderen B-Laktam-Antibiotika auch, das allergene
Potential der B-Laktam-Struktur. Infolge eines nukleophilen Angriffs der Aminogruppe von
Proteinen des Plasmas oder der GefidBBwénde auf die Cephalosporin-Gruppe kann es zur
Bildung einer Cephalosporoyl-Struktur kommen, welche antigene Eigenschaften besitzt

(Madaan 2004, Kelkar 2001).

Wie bereits oben beschrieben, eignet sich Ceftriaxon auch zur Behandlung bakterieller
Infektionen im Gehirn. Dies beruht auf dem Erreichen relativ hoher Ceftriaxon-
Konzentrationen im Liquor. So konnten bei Kindern mit Meningitis nach Applikation von
50-100 mg/kg Ceftriaxon i.v. oder i.m. Liquorkonzentrationen von 18,3 mg/l vier Stunden

nach Applikation und 2,8 mg/l 24 Stunden nach Applikation gemessen werden (Martin 1983).
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Bei Patienten mit einer neurologischen Manifestation der Lyme-Borreliose, bei denen die
Funktion der Blut-Hirn-Schranke nur unwesentlich eingeschrinkt war, wurden nach Gabe von
2 g Ceftriaxon i.v maximale Ceftriaxon-Konzentrationen von 2,25 mg/l im Liquor gemessen,
welche 24 Stunden nach Applikation auf Werte von 1,36 mg/l abgesunken waren (Pfister
1991).

Fiir diese, auch iiber die Zeit deutlich iiber den MHK-Werten der meisten im ZNS zu
findenden bakteriellen Erreger liegenden, Konzentrationen werden zwei Mechanismen
verantwortlich gemacht. Zum einem fiihrt die bereits oben beschriebene, schon in normalen
Dosierungen gesittigte, Plasmaproteinbindung von Ceftriaxon zu einer hohen Konzentration
von freiem, nicht gebundenen und damit ZNS-permeablen Ceftriaxon. Der zweite
Mechanismus liegt in der geringen Affinitdt von Ceftriaxon zu Transportssystemen im Plexus
choroideus, welche unter anderem fiir die Clearance der Zerebrospinalfliissigkeit von
endogenen Metaboliten und Fremdstoffen verantwortlich sind, begriindet (Spector 1987). Der
Transport von Ceftriaxon von der Blutbahn iiber die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn erfolgt
aufgrund der geringen Lipophilie und der ausgeprégten Ionisation nur langsam, wobei das
Antibiotikum iiber passive Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten parazellulér
durch die Blut-Hirn-Schranke gelangt (Lutsar 2000). Durch die hohe Konzentration von
nichtproteingebundenen Ceftriaxon wird dabei ein hoher Konzentrationsgradient fiir die

passive Diffusion sichergestellt.

Diese gut untersuchte ZNS-Gingigkeit auch entlang einer intakten Blut-Hirn-Schranke auf
der einen Seite und neu beschriebene Effekte auf astrozytire Glutamattransportsysteme auf
der anderen Seite lassen Ceftriaxon mittlerweile auch in den Fokus der Schlaganfallforschung
riicken, wobei ein Hauptaugenmerk dabei auf dem astrozytdren Glutamattransporter GLT-1

und dessen Beeinflussung durch Ceftriaxon liegt (Lee 2008, Lipski 2007, Rothstein 2005).
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1.5. Hypothesen

Wie in der Einleitung beschrieben, fiihrt eine lokale Ischdmie im Gehirn zu einem Anstieg der
extrazelluldren Glutamatkonzentration. Durch einen verstirkten Transports des Glutamats aus
dem Extrazellularraum kann die exzitotoxische Wirkung des Glutamats auf Neurone
verringert werden. Durch Rothstein et al. ist beschrieben wurden, dass Ceftriaxon
neuroprotektive  Figenschaften im Gehirn entwickeln kann, welche auf eine
Expressionssteigerung des astrozytdren Glutamattransporters GLT-1 zuriickzufiithren seien
Rothstein  2005). Da diese Untersuchungen jedoch im Kontext der amyotrophen
Lateralsklerose durchgefiihrt und diskutiert wurden, soll in dieser Arbeit der Einfluss von

Ceftriaxon auf den GLT-1 im Zusammenhang mit dem Schlaganfall untersucht werden.

Somit konnen folgende Hypothesen fiir diese Arbeit formuliert werden:

1. Ceftriaxon ist in der Lage, in vivo die Expression des GLT-1 zu steigern.

2. Mittels Ceftriaxon kann in einem in vivo-Schlaganfallmodell die neurologische

Situation nach einem zerebralen ischdmischen Ereignis positiv beeinflusst werden.

3. Durch Ceftriaxon kann das aus einem Schlaganfall resultierende Infarktvolumen

gegeniiber einer Kontrolle reduziert werden.

4. Mit Ceftriaxon kann die Uberlebensrate nach einem Schlaganfall im Tiermodell

erhoht werden.

Ergénzt werden sollen die in vivo-Experimente durch in vitro-Untersuchungen, fiir die

folgende Hypothesen aufgestellt werden:

5. Ceftriaxon ist in der Lage, in kultivierten Astrozyten die Expression von GLT-1-

mRNA zu steigern.
6. Mittels Ceftriaxon kann der zelluldre Gehalt an GLT-1-Protein erhoht werden.

7. Durch Ceftriaxon kann somit in vitro eine Erhohung der Glutamataufnahme in die

Astrozyten erreicht werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1. verwendete Materialien und Gerite
2.1.1. Materialien

2.1.1.1. Chemikalien und Losungen

Chemikalien, allgemein:

- bei allen Chemikalien: wenn nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitit

- bei allen Losungen: wenn nicht anders angegeben, Aqua piges; als Losungsmittel

Ammoniumpersulfat SIGMA, Taufkirchen, D
Bromphenolblau SIGMA, Taufkirchen, D
Calciumchlorid (CaCl,) SIGMA, Taufkirchen, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) SIGMA, Taufkirchen, D
Dithiothreitol (DTT) SIGMA, Taufkirchen, D
Ethylendiamino-N,N,N",N"-

tetraessigsdure (EDTA) SIGMA, Taufkirchen, D
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)

-N,N'-tetraessigsdure (EGTA) SIGMA, Taufkirchen, D
Ethanol (70% v/v) Mallinckrodt Baker, Deventer, NL
para-Formaldehyd SIGMA, Taufkirchen, D
Glutaraldehyd-Losung (25% m/v) SIGMA, Taufkirchen, D
Glycerol Roth, Karlsruhe, D
Glycin Roth, Karlsruhe, D
Essigsdure Merck, Darmstadt, D
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, D
Magnesiumchlorid (MgCl,) Roth, Karlsruhe, D
Magnesiumsulfat (MgSO.) Aldrich, Steinheim D
Methanol Mallinckrodt Baker, Deventer, NL
Milchpulver Roth, Karlsruhe, D
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, D
Natriumdeoxycholat SIGMA, Taufkirchen, D

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg, D
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Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid (NaOH)

Polyethylenglykol 6000/8000
(PEG 6000/8000)

Salzsaure (HCI)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
als Tris-Base und Tris-HCl

Triton X-100
Tween 20

Chemikalien fiir die in vivo-Versuche

Buprenorphin (Temgesic)
Chloralhydrat
Isofluran (Forene)

Sauerstoff, medizinisch

SIGMA, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D

SIGMA, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D

SIGMA, Taufkirchen, D
FLUKA, Buchs, CH
SIGMA, Taufkirchen, D)

essex pharma, Miinchen, D
SIGMA, Taufkirchen, D
Abbot, Wiesbaden, D

Hausversorgung

Medien, Zusétze und Losungen fiir die Zellkultur

Alpha MEM Eagle Medium
Bovines Serum-Albumin (BSA)

Na-N°2 "-O-Dibutyryl-3-,5zyklisches
Adenosin-monophosphat (dbcAMP)

Fetales Kilberserum (FCS)
Gentamycinsulfat-Losung (10mg/ml)
D-(+)-Glucose-Losung (10% m/v)
Hank’s Salzlosung (HBSS)

LB-Agar; Miller

LB-Broth; Miller

Opti-MEM Medium

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
Ceftriaxon-Dinatrium-3,5H,0 (Rocephin)
Ceftriaxon-Dinatrium

Trypsin/EDTA (0,25% wrv / 0,5 mM)

PAN Biotech, Aidenbach, D
SIGMA, Taufkirchen, D

SIGMA, Taufkirchen, D

PAN Biotech, Aidenbach, D
PAN, Aidenbach, D

SIGMA, Taufkirchen, D

SIGMA, Taufkirchen, D

Beckton Dickenson, Sparks, USA
Beckton Dickenson, Sparks, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

PAN Biotech, Aidenbach, D
Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, D
SIGMA, Taufkirchen, D

PAN Biotech, Aidenbach, D
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Chemikalien und Lésungen fiir die Proteinanalytik

Acrylamid/Bis-Losung (30% w/v)

Complete Mini-
Protease-Inhibitor-Losung

PageRuler Prestained Protein Ladder

Ponceau-S-Losung

N,N,N",N"-Tetrameethylethylendiamin

(TEMED)

ECL Western Blotting -
Detection Reagents

Serva, Heidelberg, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D
Fermentas, St.Leon-Rot, D

SIGMA, Taufkirchen, D

SIGMA, Taufkirchen, D

Amersham, Little Chalfont, UK

Chemikalien und Losungen fiir die Nukleotidanalytik

Ampicillin

Desoxynukleosid-Triphosphate (AINTP)

Ethidiumbromid (1% m/v)
GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Glycerol

MgCl, (50 mM)

5x M-MLV-Puffer

NP40 (10% (viv)

Orange G

PCR-Puffer

10x PCR-Puffer

ROX

SYBR Green RT-PCR Mastermix
Transfektions-Reagenz FuGENE 6
Transfektions-Reagenz GeneJuice
TRIzol Reagenz

Wasser (Ultra-Pure)

SIGMA, Taufkirchen, D
Promega, Mannheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Fermentas, St.Leon-Rot, D
Fermentas, St.Leon-Rot, D

Roth, Karlsruhe, D

Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D

SIGMA, Taufkirchen, D

Roth, Karlsruhe, D

Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Applied Biosystems, Darmstadt, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D
Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

PAN Biotech, Aidenbach, D
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Chemikalien und Lésungen fiir die Imnmunzytofluoreszenzchemie

4’,6”-Diamino-2-phenylindol- HCI (DAPI) Invitrogen, Karlsruhe, D

Fluorescent Mounting Medium

Chemikalien fiir die Bestimmung der Transporteraktivitit

L—[G—3H] Glutaminsiure

(250 uCi; 1,0 mCi/ml; 52,0 Ci/mmol)

2.1.1.2. Puffer und Losungen

DAKO, Glostrup, DK

Puffer und Losungen fiir die Proteinanalytik

1x RIPA-Puffer/ Proteinlysepuffer: 4 M NaCl

4x Trenngelpuffer:
(1,5 M Tris-Base, pH 8,8)

4x Sammelgelpuffer:
(0,5 M Tris-Base, pH 6,8)

1x Elektrophoresepuffer:

1 M Tris pH 8,0

10% SDS

Triton X-100
Natriumdeoxycholat
250 mM EDTA pH 7,4
250 mM EGTA pH 8,0
200 mM NazVOg4

200 mM NaF

H>Opidest

Amersham, Little Chalfont, UK

3,5ml

1 ml

1 ml

1 ml
0,1¢g

400 pl
400 pl
500 pl
500 pl

ad 100 ml

vor Gebrauch 10 ml 1x RIPA-Puffer mit 1 Tablette
Complete Mini-Protease-Inhibitor versetzen

Tris-Base
HZObidest
HCI

Tris-Base
H>Opidest
HC1

Tris Base
Glycin

10 % SDS
H>Opidest

363¢
ad 200 ml
ad pH 8,8

30¢g
ad 50 ml
ad pH 6,8

3,03 ¢g
14,4 ¢
10 ml
ad 1000 ml
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6x Probenpuffer:

Towbin-Puffer (Nass-Blot Puffer):

10x TBS:

1x TBS-T:

Block-Puffer:

Antikorper-Puffer:

Strip-Losung:

1 M Tris-HCI pH 6,8

SDS
Glycerol
DTT

Bromphenolblau 2%

Tris-Base
Glycin
10% SDS
Methanol
HOpidest

Tris (Base)
NaCl
H;Opidest
HCI

10x TBS
Tween 20
H>Opigest

10x TBS
Tween 20
Milchpulver
H>Opidest

rec.par.
10x TBS
H>Opidest
Tween 20
Milchpulver
rec.par.

Glycin
HC1

7 ml
lg
3ml
093¢
60 pl

3,03¢g

144 ¢

5 ml

200 ml

ad 1000 ml

242 ¢

80 g

ad 1000 ml
ad pH 7,6

100 ml
1 ml
ad 1000 ml

10 ml
100 ul
2g

ad 100 ml

1 ml
9 ml
Sul
05¢g

100 mM
ad pH 2,8
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Puffer und Losungen fiir die Nukleotidanalytik

50x TAE-Puffer:
(Tris-Acetat-EDTA)

TBE-Puffer:
(Tris-Borat-EDTA)

Ladepuffer:

TSB:

5x KCM:
(Transformationsmix)

Tris-HC1
Na-Acetat
EDTA
HZObidest
Essigsédure

Tris
Borsiure
EDTA
H;Opidest
HCI / NaOH

Glycerol
Orange G
in H,O (Ultra-Pure)

DMSO
MgSO,
MgCl
PEG 6000/3000

KCl
CEICIZ
MgClz

40 mM

5 mM

1 mM

ad 1000 ml
ad pH 8,0

89 mM

89 mM

2 mM

ad 1000 ml
ad pH 8,0

10% viv
0,01% viv

5% viv

10 mM

10 mM

10% wiv

in LB-Medium

500 mM
150 mM
250 mM
in HoOpigest

Losungen fiir die Bestimmung der Transporteraktivitiit

Inkubationspuffer:

NaCl

KCl

CEICIQ
MgCl,-6H,0
Glucose

125 mM
4,5 mM
1,2 mM
1,2 mM

5 mM

in HyOpigest
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2.1.1.3. Primer und Vektoren

Random Hexamer Primer Promega, Mannheim, D
Gen-spezifische Primer: SIGMA, Taufkirchen, D
18S-rRNA

forward 5°-CCG CAG CTA GGA ATA ATG GAA TA-3°
reverse  5™-TCT AGC GGC GCA ATA CGA CGA AT-3°
GLT-1

forward 5°- AGC CAT CTT CAT AGC CCA GA-3°
reverse  5°- ATA CTG GCT GCA CCA ATG CT-3°

Klonierungs-Primer fiir GLT-1 Promotor: SIGMA, Taufkirchen, D

forward 5- GAGGAG GTCGAG GTTGGTGGAAGAGATACGTCT TC-3°
reverse 5’- GAGGAG AAGCTT CATGGCGTGGGGAACGCCCCCTCCTCC-3"

Luciferase Reporter Vektor pGL3basic Promega, Mannheim, D
Renilla-Luciferase Vektor phRL Promega, Mannheim, D

Endogenous Green Fluorescenting
Protein Vektor pEGFP-N1 Clontech, Mountain View, USA

2.1.1.4. Enzyme

RNasin Promega, Mannheim, D
T4 DNA-Ligase mit Puffer Fermentas, St.Leon-Rot, D
M-MLYV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim, D
Tag-Polymerase Invitek, Berlin, D

Restriktions-Endonukleasen Xhol/HindIII Fermentas, St.Leon-Rot, D

Restriktionspuffer Buffer R Fermentas, St.Leon-Rot, D
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2.1.1.5. Antikorper

Mouse anti-GAPDH IgG
Rabbit anti-GFAP IgG

Mouse anti-GFAP IgG

Rabbit anti-GLT1/EAAT?2 IgG
Goat anti-GLT1/EAAT?2 IgG

ECL sheep anti-mouse IgG, Horseradish-
Peroxidase linked whole antibody

Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP
Swine Anti-Rabbit [gG/HRP
Cy3-conjugated Donkey anti-Mouse IgG
Fluorescein (FITC)-conjugated Donkey

anti-Rabbit IgG

2.1.1.6. Kits

Kits fiir die Proteinanalytik

BCA Protein Assay Reagent Kit

Kits fiir die Nukleotidanalytik

Dual-Luciferase Reporter Assay
NucleoSpin Extract II
NucleoSpin Plasmid Quick Pure
StrataPrepR PCR Purification Kit

2.1.1.7. Prokaryonten

Escherichia coli, XLL1-Blue

2.1.1.8. Eukaryonten

Rattus norvegicus, HsdCpb: WU

Chemicon, Temecula, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Alpha Diagnostic, San Antonio, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Amersham, Little Chalfont, UK
DAKO, Glostrup, DK
DAKO, Glostrup, DK

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

Perbio Science, Bonn, D

Promega, Mannheim, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
Stratagene, La Jolla, USA

Stratagene, La Jolla, USA

Harlan Winkelmann, Borchen, D
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2.1.1.9. Verbrauchsmaterialien und Glasgeriite

Verbrauchsmaterialien wie Pipetten, Pipettenspitzen, Eppendorfgefifie etc. sowie Glasgerite

wurden iiber den zentralen Einkauf der Charité bestellt und geliefert.

Materialien fiir die in vivo-Versuche

Nahtmaterial Ethilon, nicht resorbierbar,
monofil, 4-0

Nahtmaterial Prolene, nicht resorbierbar,
monofil, 4-0

Bosworth Trim Allzweckkunststoff

Materialien fiir die Zellkultur

Lab-Tek ChamberSlides
Filtereinheit FP30/0.2 CA-S
Spritzen Omnifix

Kaniilen Sterican

CryoTube Kryorohrchen

Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

Materialien fiir die Proteinanalytik

Hyperfilm ECL Chemilumineszenz-Film
Whatman Filterpapier
Hybond-C extra Blotting-Membran

Materialien fiir die Nukleotidanalytik

96-well Multiply PCR-Platten
Klebefolie, optisch klar
PCR Tubes und Caps

Ethicon, Norderstedt, D

Ethicon, Norderstedt, D
Bosworth, Skokie, USA

Nunc, Wiesbaden, D
Whatman, Dassel, D
Braun Melsungen, Melsungen, D
Braun Melsungen, Melsungen, D
Nunc, Roskilde, DK

Sarstedt, Numbrecht, D

Nunc, Wiesbaden, D

Beckton Dickinson, Le Pont De Claix, F
Eppendorf, Hamburg, D

Whatman, Dassel, D

Amersham, Little Chalfont, UK
Whatman, Brentford, UK
Amersham, Little Chalfont, UK

Sarstedt, Niumbrecht, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
Biozym, Hessisch Oldendorf, D
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Materialien fiir die Bestimmung der Transporteraktivitiit

MicroBeta Minivial 4 ml PerkinElmer, Waltham, USA
OptiPhase Supermix Szintillations-

fliissigkeit Wallac, Turku, FI

2.1.2. Gerite

Gerite, allgemein

Analysenwaage BL 310 Sartorius, Gottingen, D
Analysenwaage BL 1508 Sartorius, Gottingen, D
Magnetriihrer RET basic C IKA-Werke, Staufen, D

pH-Meter pH 211 Hanna Instruments, Woonsocket, USA
pH-meter pH 340 WTW, Weilheim, D

Pipettierhilfe pippetus-akku Hirschmann, Eberstadt, D
Prizisionswaage SC2 Sartorius, Gottingen, D
Schiittelgerit Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohema, USA
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Micro 20 Hettich, Tuttlingen, D

Wasserbad WB 14 Memmert, Schwabach, D
Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, D

Geriite fiir die in vivo-Versuche

monitoring-System 1025 (MR-kompatibel) SA Instruments, Stony Brook, USA

PharmaScan 70/16 MRT-Gerit Bruker Biospin, Ettlingen, D
(Standort: NWFZ Berlin)

Analyze 5.0 Visualisations- und

Analysen-Software AnalyzeDirect, Overland Park, USA

PeriFlux System 5000 zur Laser-Doppler-

basierten Durchflussmessung Perimed, Jarfilla, SE

Heizmatten Anfertigung von Bettina Roeder, CCR Berlin, D
Isofluran-Verdampfer Volker, Kaltenkirchen, D

Radiometer ABL 555 zur

Blutgasanalyse Radiometer medical, Kopenhagen, DK
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Geriite fiir die Zellkultur

CO,-Inkubator HERACell 150
Mikroskop DM IL
Pipettierhilfe pippetus-akku
Sicherheitswerkbank Safe2010
Vakuumsaugpumpe
Wasserbad WB14

Zentrifuge 32R

Geriite fiir die Proteinanalytik

Film-Entwicklungsautomat Curix 60
Horizontalschiittler HS 260
Mini-Protean 3 System fiir Western blot
NaBblott-Kammer

Netzteil Power Pack 200

Rotator Stuart SB3

Schiittelgerét Vortex-Genie 2
Spektrophotometer SmartSpec 3000
Zentrifuge 5415R

Ultraschall-Homogensiator Bandelin
Sonoplus HD2070

Rollenmischgerit RMS

Geriite fiir die Nukleotidanalytik

Elektrophoresekammer 250 EX
Elektrophorese-System Midi/Maxi
Gel-Dokumentations-System ChemiDoc
Luminometer Monolight 3010
Real-time PCR-System Mx3000P
PCR-Cycler iCycler

Spektrophotometer DU 530
Thermomixer comfort

Zentrifuge 5415R

Kendro, Langenselbold, D
Leica, Wetzlar, D
Hirschmann, Eberstadt, D
Heto-Holten, Allergd, DK
KNF Neuberger, Freiburg, D
Memmert, Schwabach, D
Hettich, Tuttlingen, D

Agfa, Koln, D

IKA-Werke, Staufen, D

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Barloworld Scientific, Stone, UK
Scientific Industries, Bohema, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Bandelin, Berlin, D
Karl Hecht, Sondheim, D

Whatman, Brentford, UK
Harnischmacher, Kassel, D

Bio-Rad, Hercules, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Stratagene, La Jolla, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Beckman, Fullerton, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D
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Inkubationsschiittler Unitron Infors HAT, Bottmingen, CH

Geriite fiir die Inmunzytofluoreszenzchemie

Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 Leica, Wetzlar, D
Software Openlab 3.1.7. Improvision, Coventry, UK

Gerdite fiir die Bestimmung der Transporteraktivitit

MicroBeta Trilux Fliissigszintillations-
und Lumineszenzzihler PerkinElmer, Waltham, USA
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2.2. Methoden

2.2.1. Methoden der in vivo-Versuche

Haltung und Pflege der Ratten

Die Haltung der Ratten erfolgte mit Genehmigung und unter Aufsicht des Landesamtes fiir
Gesundheit und Soziales (LaGeSo) Berlin in der tierexperimentellen Einrichtung des Center
for Cardiovascular Research (CCR) der Charité Universitdtsmedizin Berlin.

Die Ratten wurden mit einem Gewicht von 180-200 g vom Lieferanten bezogen und unter
standardisierten Bedingungen (22°C, 55% absolute Luftfeuchtigkeit, 4-5 Tiere/Kifig,
12-Stunden-Rhythmus sowie freier Zugang zu Einheitsfutter und Wasser) in keimarmer

(special pathogen free-SPF) Umgebung gehalten.

Behandlung der Ratten mit Ceftriaxon

Unter Beriicksichtigung der Adaptationszeiten wurde mit der Behandlung der Tiere frithestens
5-7 Tage nach Eingang in der tierexperimentellen Einrichtung begonnen.

Das Ceftriaxon wurde in einer Dosierung entsprechend des Korpergewichts (KG) des
jeweiligen Tieres gegeben, die NaCl-Losung in einem Volumen, welches dem bei anderen
Tieren applizierten Volumen der Ceftriaxon-Losung entsprach.

Mittels randomisierter Einteilung wurden die Tiere fiinf verschiedenen Behandlungsgruppen
zugeordnet: Vehikel + MCAO; Ceftriaxon pri-OP + MCAO; Ceftriaxon post-OP + MCAO;
Vehikel + Sham OP, Ceftriaxon + Sham (Schein)-OP.

Die Ceftriaxon-Dosierungen sowie das Behandlungsregime entsprechend den Vorgaben von
Rothstein ef al. (Rothstein 2005) {ibernommen.

Den Tieren der Ceftriaxon-Gruppe wurden einmal tdglich 200 mg/kg KG Ceftriaxon i.p.
appliziert, wobei die Behandlung bei den Tieren der Gruppen Ceftriaxon pri-OP + MCAO
und Ceftriaxon + Sham (Schein)-OP fiinf Tage vor dem MCAO-Eingriff beziehungsweise
dem Schein-Eingriff begonnen wurde, wihrend den Tieren der Gruppe Ceftriaxon post-OP +
MCAOQ einmalig 90 Minuten nach MCAO eine Ceftriaxon-Dosis von 200 mg/kg KG i.p.
appliziert wurde. In der Gruppe der Vehikel-Behandlungen erhielten die Tiere einmal téglich
intraperitoneal ein Volumen an isotoner NaCl-Losung appliziert, welches dem Volumen der

in den Ceftriaxon-Gruppen applizierten Ceftriaxon-Losung adidquat war.
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Induktion des Schlaganfalls mittels middle cerebral artery occlusion (MCAQ) im

Tiermodell und Messung des zerebralen Blutflusses mittels Laser-Doppler-Messung

Alle tierexperimentellen Arbeiten zur Induktion eines Schlaganfalls in der Ratte wurden durch
das genehmigte Versuchsvorhaben G0088/04 beim Landesamt fiir Gesundheit und Soziales
(LaGeSo) Berlin angezeigt.

Die operativen Titigkeiten wurden von Maxim Krikov aus der Arbeitsgruppe Unger, Center
for Cardiovascular Research, Campus Charité Mitte durchgefiihrt.

Zur Induktion eines Schlaganfalls in der Ratte wurde die middle cerebral artery occlusion
(MCAO) verwendet. Bei dieser Methode, die das Geschehen eines voriibergehenden ,,Media-
Infarktes® beim Menschen gut simulieren kann, wird die rechte Arteria cerebri media der
Tiere tempordr verschlossen, wobei nach Entfernen der Okklusion eine Reperfusion des
ischdmischen Gebietes erfolgen kann (Li 2005; Groth 2003; Dai 1999; Belayev 1996; Longa
1989).

Nach Narkotisieren der Tiere mit Chloralhydrat (400 mg/kg KG i.p.) und dem Lagern auf
Heizmatten wurde die rechte Arteria carotis communis inklusive der beiden Hauptiste
freigelegt. Nach Ligation der Arteria carotis externa erfolgte eine stumpfe Priparation der
Arteria carotis interna bis zur Bifurcatio carotidis sowie eine Erdffnung der Arteria carotis
communis mittels einer Mikroschere. In die eroffnete Arteria carotis communis wurde ein
monofiler Faden der Grofe 4,0 etwa 1,8 mm nach kranial in die Arteria carotis interna
geschoben und dort mittels einer lockeren Ligatur kurz oberhalb der Bifurcatio carotidis
fixiert. Durch diesen in die Arteria carotis interna platzierten Faden ist ein Verschluss der
Arteria cerebri media gewihrleistet. Die Blutversorgung im Bereich der Versorgungsgebiete
der Arteria carotis externa bleibt trotz der bestehenden Ligation durch Kollateralen
gewihrleistet, so dass der Verschluss iiber den gesamten Zeitraum der MCAO bestehen
bleiben kann.

Durch Freilegen der Schideldecke im Bereich des Versorgungsgebietes der Arteria cerebri
media sowie dem Fixieren des Messkopfes mittels Kunststoff konnte tiber Laser-Doppler-
FluBmessung die Reduktion des Blutflusses im Bereich der Arteria cerebri media verfolgt
werden.

Nach 90 Minuten wurden der Faden in der Arteria carotis interna sowie die Ligaturen an der
Arteria carotis communis und Arteria carotis externa wieder entfernt, so dass eine
Reperfusion der betreffenden Areale erfolgen konnte.

Bei den Sham (Schein-)-operierten Tieren erfolgte lediglich eine Priparation der Gefél3e,

wobei auf das Platzieren des Fadens in der Arteria carotis interna verzichtet wurde.

38



Materialien und Methoden

Die Wunden wurden im Anschluss chirurgisch verschlossen und die Tiere bis zum Erwachen
aus der Narkose auf Heizmatten gelagert. Zur postoperativen Schmerzprophylaxe wurde den

Tieren nach dem Eingriff Buprenorphin (0,2 mg/kg KG s.c.) appliziert.

Darstellung der zerebralen GefiBle vor, wihrend und nach der middle cerebral artery

occlusion (MCAO) in Ratten

Zur Darstellung der zerebralen Gefédlle vor, wihrend und nach einer MCAO wurde ein sich
am Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum am Campus Charité Mitte befindlicher 7-T-
Kleintier-Magnetresonanztomograph (Kleintier-MRT) verwendet. Diese Untersuchungen
wurden, ebenso wie die spiter beschriebenen Messungen des intrazerebralen Schadens nach
MCAQOQ, durch Susanne Miiller von der Arbeitsgruppe Prof. Villringer unterstiitzt.

Diese Untersuchung wurde, im Gegensatz zur Laser-Doppler-gestiitzten Messung des
zerebralen Blutflusses, nur an einer kleinen Anzahl von Tieren angewendet und diente der

Visualisierung der durch MCAO verinderten Durchblutungsverhiltnisse im Gehirn.

Peri-operative Messung verschiedener Klinisch-chemischer Parameter im gemischt-

venosen Blut

Zur peri-operativen Bewertung einzelner Stoffwechselparameter wurde den Ratten wéhrend
des MCAO-Eingriffs mittels eines angespitzten Kapillarrohrchens aus dem retrobulbédren
Venenplexus Blut abgenommen, welches von einem Blutgasanalyse-Automaten auf die
Parameter Sauerstoffpartialdruck (paO,), Kohlendioxipartialdruck (paCO,), pH-Wert,
Glucosekonzentration ([Glucose]), Hiamatokrit (Hk), Na*-Konzentration ([Na']) und K'-

Konzentration ([K]) hin untersucht wurde.

Messung der neurologischen Parameter

Zur Messung des neurologischen Schadens der Tiere nach MCAO wurde eine
Bewertungsskala verwendet, bei der der Untersucher, welcher beziiglich der
Gruppeneinteilung verblindet wurde, eine Erhebung der folgenden Parameter durchfiihrt und
mit einem Rangwert von 3 (ohne Einschrinkungen) bis O (Ausfall) bewertet: Spontanaktivitét;
Symmetrie der Bewegung der vier Gliedmalien; Ausstrecken der Vorderpfoten; Klettern an

einem Stahlgitter; Propriozeption und Reaktion auf Beriihrung der Tasthaare. Per Definition
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konnen gesunde Tiere einen maximalen Summenwert von 18 erzielen, wihrend der

Minimalwert nicht unter 2 sinken kann (Garcia 1995).

Messung der hirnorganischen Schidigung mittels Magnetresonanztomographie (MRT)

Das Messen und Bewerten der hirnorganischen Schidigung erfolgte nichtinvasiv mittels der
der Magnetresonanztomographie. Dazu wurden die Tiere unter Isofluran-Narkose und
Lagerung auf einer Wirme- und Uberwachungsmatte mittels des MRT-Schlittens in die
38 mm-Volumenspule des 7-Tesla (7-T)-MRT-Gerites verbracht. Unter Verwendung einer
T2-gewichteten, 2D Turbo-Spin-Echo Sequenz mit Fettunterdriickung wurden 35 axiale
Schnitte mit einer jeweiligen Schnittdicke von 0,5 mm aufgenommen und Volumen der
hyperintens erscheinenden, Odematdosen Regionen mittels der in der Auswerteeinheit

integrierten Software (Analyze 5.0) kalkuliert.

Hirnentnahme und Priparation separater Hirnareale

Bei Tieren, die fiir 5 Tage mit 200 mg/kg KG Ceftriaxon i.p. behandelt wurden und die nicht
einem MCAO-Eingriff unterzogen wurden, erfolgte eine Hirnentnahme nach folgender
Prozedur. Nach Dekapitation ohne vorherige Narkose wurde der Schidel, wie unter 2.2.5.
beschrieben, eroffnet, das Hirn entnommen und unverziiglich in Trockeneis eingefroren. Die
Priparation von Hippocampus, Stammhirn, Amygdala, Striatum, Hypothalamus und
frontalem Cortex erfolgte nach den Vorgaben aus einem Atlas des Rattengehirns (Paxinos
1996) auf einer gekiihlten Arbeitsfliche mit ebenfalls gekiihltem Priparationsbesteck. Die
einzelnen Hirnareale wurden nach der Préiparation unverziiglich auf Trockeneis verbracht und

bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2.2. Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellen erfolgten unter keimarmen Bedingungen in einer entsprechend

ausgestatteten Sicherheitswerkbank.

Bereiten des Zellkulturmediums

Zu 450 ml Alpha-MEM werden 50 ml FCS und 5 ml einer Losung von Gentamycinsulfat
(10 mg/ml) gegeben und gemischt.
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Gewinnung und Kultivierung priméarer Astrozyten der Ratte

Alle Organentnahmen zur Gewinnung primirer Astrozyten aus der Ratte wurden durch die
Totungsanzeige T0059/05 beim Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LaGeSo) Berlin
angezeigt.

Das Protokoll orientiert sich an einer Methode zur Gewinnung humaner Astrozyten (De Groot
1997).

Ratten im Alter von 1-3 Tagen wurden durch Dekapitation getdtet und das Gehirn steril
entnommen, indem der Schéddel mittels einer kleinen, spitzen Schere vom Foramen magnum
entlang der Suttura sagittalis nach rostral gedffnet wurde. Bei dieser Prozedur ist streng
darauf zu achten, dass das darunter liegende Gewebe nicht verletzt wird. Danach wurde das
Kleinhirn und das Mittelhirn vom GroBhirn getrennt, wobei das GroBhirn von den
anhaftenden Meningen befreit und bis zur weiteren Verarbeitung in einem Falcon-Gefil}
(50 ml) mit eiskaltem Kulturmedium (Alpha-MEM mit 10% FCS und 100 pg/ml
Gentamycinsulfat) aufbewahrt wurde.

Alle weiteren Arbeiten erfolgten wunter Beachtung steriler Kautelen in der
Sicherheitswerkbank. Von den entnommenen Hirnteilen wurde das Medium vorsichtig
abgesaugt, das Hirngewebe einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und durch eine Losung,
bestehend aus 20 ml HBSS, 3 ml Glucose-Losung und 0,5 ml Trypsin/EDTA-Ldsung ersetzt.
AnschlieBend wurden die Fragmente in der Losung durch das mehrmalige Aufziehen in
Pipetten suspendiert, wobei die Lumina der Pipetten mit jedem Suspensierungsschritt
verringert wurden. Eine optimale Zerkleinerung konnte mit einem letztmaligen Aufziehen der
Fragmente durch eine Pasteurpipette erreicht werden. Die so erhaltene Suspension wurde
anschlielend bei 37°C fiir 30 Minuten im Wasserbad inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgte eine Zentrifugation des Gemisches bei 25°C und 1500 rpm fiir
5 Minuten. Danach wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet mit 15 ml Kulturmedium
resuspendiert, diese Suspension in eine T75-Zellkulturflasche gegeben und bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Nach 24 Stunden wurde mikroskopisch kontrolliert, ob sich
Gewebsfragmente am Boden der Flasche abgesetzt haben und ob aus diesen Gewebsstiicken
erste Astrozyten wachsen. War dies der Fall, wurde vorsichtig die Hilfte der Kulturmediums
abgesaugt und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Haben sich zu diesem Zeitpunkt noch
keine Zellausldufer aus den Gewebsstiicken gebildet, wurde mit dem Mediumwechsel noch

weitere 24 Stunden gewartet.
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In jedem Fall erfolgte ein kompletter Mediumwechsel frithestens drei Tage nach der
Priparation. Die Kultivierung wurde bis zur vollstindigen Konfluenz fortgesetzt. Danach

konnten die Zellen in neue Zellkulturgefdf3e umgesetzt werden.

Umsetzen der Zellen

Zum Umsetzen wurden die Zellen nach Absaugen des Zellkulturmediums einmalig mit einer
ausreichenden Menge warmen PBS gewaschen und dann mit 1-2 ml Trypsin/EDTA-L6sung
versetzt. Nach vollstindiger Benetzung des Zellrasens mit der Trypsin/EDTA-L6sung wurde
der Verlauf des Ablosens der Zellen mikroskopisch beobachtet. Bei beginnenden Abldsen der
Zellen konnte die Trypsin/EDTA-Losung abgesaugt werden. Im Anschluss daran wurde die
Zellkulturflasche fiir ca. 5 Minuten bei 37°C im Inkubator gelagert. Danach konnte durch
sanftes Schlagen gegen die Flasche der Zellrasen soweit gelost werden, dass die Zellen
problemlos mit einer entsprechenden Menge Zellkulturmedium abgespiilt und suspendiert
werden konnten.

Die so gewonnene Zellsuspension wurde nach entsprechendem Verdiinnen mit Medium,

gemil den experimentellen Anforderungen, auf die benétigten ZellkulturgefiBe verteilt.

Einfrieren der Zellen

Bei Préparation groBerer Mengen an primédren Astrozyten konnte der nicht bendtigte Teil
aliquotiert und eingefroren werden, wobei die Zellen in einer T175-Kulturflasche im
konfluenten Stadium in der Regel auf zwei Aliquote mit je 1 ml aufgeteilt wurden.

Zum Einfrieren wurden die Zellen, sobald sie das konfluente Stadium erreicht haben, wie in
den Vorgaben zum Umsetzen der Zellen beschrieben, vom Zellkulturgefiall abgelost. Die
gewonnene Zellsuspension wurde dann bei 25°C und 1000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit Einfriermedium, bestehend aus Alpha-
MEM mit 10% DMSO und 20% FCS, resuspendiert und in Kryordhrchen zu jeweils 1 ml
aliquotiert. Diese wurden sofort bei -80°C fiir 24 Stunden gelagert und danach in einen

Vorratstank mit fliissigem Stickstoff iiberfiihrt.

Auftauen der Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde der Inhalt zweier Kryorohrchen mit jeweils 1 ml

Zellsuspension in einer T75-Kulturflasche in Kultur gebracht.
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Vor dem Auftauen wurde durch Zugabe von FCS die Serumkonzentration in einer definierten
Menge Zellkulturmedium von 10% auf 20% erhoht. Pro Kryorshrchen wurden 10 ml dieses
Hochserum-Zellkulturmediums mit einer Temperatur von 37°C vorgelegt.

Nach Entnahme der Kryorohrchen aus dem fliissigen Stickstoff wurden diese einzeln im
Wasserbad bei 37°C unter leichtem Schiitteln aufgetaut. Sofort nach dem Auftauen wurde die
Zellsuspension tropfenweise in das vorgelegte Hochserum-Zellkulturmedium pipettiert und
danach bei 25°C und 1000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen,
wihrend das entstandene Zellpellet in Zellkulturmedium mit einem Anteil von 20% FCS
resuspendiert und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt wurde. Wenn sich nach 24 Stunden bei
mikroskopischer Betrachtung eine Adhésion der Zellen am Flaschenboden zeigte, wurde die
Hilfte des Mediums abgesaugt und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. Zeigte sich
dagegen keine oder nur eine geringe Adhésion, wurde mit dem Mediumwechsel noch weitere

24 Stunden gewartet. Nach 72 Stunden erfolgte in jedem Fall ein kompletter Mediumwechsel.

Behandeln der Astrozyten mit Ceftriaxon

Zum Behandeln der Zellen wurde das als Rocephin im Handel erhiltliche Ceftriaxon-
Dinatrium-3,5H,0 (Mg: 661,6 g/mol) verwendet. Dazu wurde unter normalen
Laborbedingungen eine definierte Menge Ceftriaxon eingewogen, im mitgelieferten Aqua ad
iniectabilia gelost, diese Losung dann unter sterilen Bedingungen in einer
Sicherheitswerkbank sterilfiltriert und als Stammlésung zum Verdiinnen in 0,9% NaCl bis zur
gewiinschten Konzentration verwendet. Fiir Konzentrationen von 1 mM - 100 uM wurde eine
Stammlosung von 10 mM verwendet, fiir Konzentrationen von 10 uM - 1 uM wurde eine
Stammlosung von 100 uM verwendet. Im Allgemeinen wurden fiir eine 10 mM-Stammldsung
6,616 mg Rocephin in 1 ml Losungsmittel gelost. Mit dieser Stammlésung konnte dann auch
die 100 uM-Stammlosung hergestellt werden. Um Wirkverluste durch Abbau des Ceftriaxons
im Zellkulturmedium so gering wie moglich zu halten, wurde das mit Ceftriaxon versehene
Zellkulturmedium nicht linger als 48 Stunden auf den Zellen belassen und dann gegen neues
Medium ausgetauscht.

Um das Rocephin mit einem nur fiir Laboruntersuchungen verwendetem Ceftriaxon von
SIGMA vergleichen zu konnen, welches aufgrund als Ceftriaxon-Dinatrium ein verédndertes
Molekulargewicht (Mg: 598,6 g/mol) aufweist, wurden die Einwaagen entsprechend des
verdnderten Molekulargewichts angepasst, um dquimolare Konzentrationen an Ceftriaxon zu

erreichen.
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Behandeln der Astrozyten mit dbcAMP

Zum Behandeln der Zellen mit dbcAMP wurde eine definierte Menge dbcAMP unter
Laborbedingungen eingewogen, mit Wasser fiir Injektionszwecke zu einer Stammldsung der
dbcAMP-Konzentration von 20 mg/ml geldst, sterilfiltriert und dann in entsprechender
Verdiinnung zu den Zellen gegeben, wobei die dbcAMP-Losung jedes Mal frisch angesetzt
wurde.

Die Stammldsung mit einer Konzentration von 20 mg/ml wurde in einer 1:100-Verdiinnung
zu den Zellen gegeben. Simultan zur Behandlung der Zellen mit Ceftriaxon wurde auch hier
nach jeweils 48 Stunden das alte Zellkulturmedium abgesaugt und gegen neues, dbc AMP-

haltiges Zellkulturmedium ausgetauscht.

Transfektion der Astrozyten

Vor der eigentlichen Transfektion der primédren Astrozyten musste zuerst die
Transfektionsfihigkeit der Zellen liberpriift werden. Dazu wurden die Astrozyten transient mit
einem Vektor fiir das Endogenous Green Fluorescenting Protein transfiziert. Fiir diese
Transfektion wurden 0,6 ug Vektor mit 1,8 ul FuGENE 6 versetzt und zu den Zellen gegeben,
welche in 6-well-Platten kultiviert wurden. Nach 24 Stunden konnte in den entsprechend
transfizierten Zellen mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie die Bildung des griin
fluoreszierenden Endogenous Green Fluorescenting Protein beobachtet werden.

Nach diesem Vorversuch und der Feststellung der Transfektionsfihigkeit wurden Zellen in
6-well-Platten bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert. Unter sterilen Bedingungen in
einer Sicherheitswerkbank erfolgte dann in EppendorfgefiBlen die Vereinigung von
0,75 pg/well des Luciferase-Reporter-Vektor pGL3basic-Gltl (Herstellung siehe 2.2.4.) mit
0,25 pg/well Renilla-Luciferase-Vektor phRL. Als separate Kontrolle wurden in einem
weiteren Ansatz 0,75 pg/well des Luciferase-Reporter-Vektor pGL3basic und 0,25 pg/well
Renilla-Luciferase-Vektor phRL vermengt. Weiterhin wurden in einem separaten
Eppendorfgefdl vorsichtig 3 ul/well GeneJuice in 50 pl/well Opti-MEM pipettiert und fiir
10-15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach wurde der GenelJuice/Opti-
MEM-Mix in das jeweilige DNA-Gemisch pipettiert und fiir 10-15 Minuten bei RT inkubiert.
Wihrend der Inkubationszeit erfolgte das Absaugen des Zellkulturmediums von den Zellen
und das Ersetzen des normalen Zellkulturmediums durch 500 pl/well Opti-MEM. Nach
Ablauf der Inkubation des DNA-/Opti-MEM-Gemisches wurde der Gesamtansatz mit einem
Volumen von 50 ul/well zu den Zellen gegeben. Nach 8 Stunden wurde das Opti-MEM von

den Zellen entfernt und durch normales Zellkulturmedium ersetzt. Entsprechend der
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Versuchsbedingungen (siehe unten) wurde dem Zellkulturmedium je nach Ansatz noch
100 uM Ceftriaxon oder ein addquates Volumen Vehikel (0,9% NaCl) zugesetzt. Am Tag 2
und Tag 4 der Transfektion erfolgte dann bei allen Zellen ein kompletter Mediumwechsel,
wobei dem Medium entsprechend des Versuchsplans Ceftriaxon, 0,9% NaCl oder dbcAMP
zugesetzt wird. Am Tag 5 wurden die Zellen, nachdem das Medium abgesaugt wurde, mit
500 pl/well PBS gespiilt, mit 200 pl/well Passive Lysis Buffer des Dual-Luciferase Reporter
Assay versetzt, fiir 15 Minuten bei RT auf dem Horizontalschiittler geschiittelt und danach fiir
mindestens 30 Minuten bei -80°C gelagert. Danach wurden gemifl den Vorgaben des Dual-
Luciferase Reporter Assays 20 pl des Lysats in Reagenzrohrchen gefiillt und im Luminometer

vermessen.

Schema der Transfektion und der nachfolgenden Behandlung:

- Tag 1: Transfektion der Zellen, nach 8 Stunden Mediumwechsel mit
- Medium +100 pM Ceftriaxon (Ceftriaxon-Ansatz)
- Medium + 0,9% NaCl (Negativkontrolle)

- Medium (Positivkontrolle)

- Tag 2: Mediumwechsel mit
- Medium +100 uM Ceftriaxon (Ceftriaxon-Ansatz)
- Medium + 0,9% NaCl (Negativkontrolle)
- Medium + 200 pg/ml dbcAMP (Positivkontrolle)

- Tag 4: Mediumwechsel mit
- Medium +100 uM Ceftriaxon (Ceftriaxon-Ansatz)
- Medium + 0,9% NaCl (Negativkontrolle)
- Medium + 200 pg/ml dbcAMP (Positivkontrolle)

- Tag 5: Lyse der Zellen und luminometrische Auswertung

Préparieren der Zellen fiir die Proteinanalytik

Zur Gewinnung von Proteinen aus der Zellkultur wurden die Zellen in 9 cm-Petrischalen

kultiviert. Nach Abschluss des entsprechenden Behandlungsschemas wurden die Zellen, nach
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Absaugen des Zellkulturmediums, mit 10 ml eiskalten PBS gewaschen und danach in 1 ml
eiskaltem PBS mit Hilfe eines Zellkulturschabers von der Petrischale gel6st, in einem
Eppendorfgefdll aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Zur Entfernung des PBS wurden die Zellen in einer Kiihlzentrifuge bei 4°C und 5000 rpm fiir
5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das so gewonnene Pellet konnte

entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert werden.

Préparieren der Zellen fiir die Nukleotidanalytik

Zur Gewinnung von Proteinen aus der Zellkultur wurden die Zellen in 6-well-Platten
kultiviert, wobei pro Ansatz zur RNA-Gewinnung zwei Wells verwendet wurden.

Nach Abschluss des entsprechenden Behandlungsschemas wurden die Zellen, nach Absaugen
des Zellkulturmediums, mit 1 ml eiskalten PBS gewaschen und danach mit 1 ml TRIzol-
Reagenz versetzt. Nach intensiven Spiilen der Zellen mit TRIzol wurde das entstandene
Gemisch in das zweite Well des Ansatzes iiberfiihrt, um dort ebenfalls die Zellen zu lysieren.
Das so gewonnene Gemisch konnte entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert

werden.

Kultivieren der Zellen fiir die Inmunzytofluoreszenzchemie

Fiir die Versuche der Immunzytofluoreszenzchemie wurden die Zellen entweder in Lab-Tek
ChamberSlides (zur Zellidentifizierung) oder auf runden Plastik-Deckgldschen mit einem
Durchmesser von 2 cm (zur Detektion verschiedener Proteine) kultiviert, welche in die
Locher einer 12-well-Platte gelegt wurden. Beim Verwenden der Lab-Tek ChamberSlides
wurde in allen Kammern das Medium abgesaugt und vorsichtig dreimal mit PBS gewaschen.
Beim Kultivieren der Zellen auf Deckgldschen in der 12-well-Platte wurden nach Ablauf des
entsprechenden Behandlungsschemas die Zellen in den entsprechenden L&chern nach
Absaugen des Zellkulturmediums einmal mit PBS gewaschen und entsprechend

weiterverwendet.
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2.2.3. Methoden der Proteinanalytik
Aufschluss der Zellen und Gewinnung der enthaltenen Proteine

Zum Aufschluss der Zellen wurde das Pellet mit 50-100 ul RIPA-Puffer versetzt und intensiv
gemischt. Im Anschluss daran wurde das entstandene Gemisch zur weiteren Homogenisation
mittels Ultraschall (10 Impulse mit jeweils 60%) behandelt. Nach Ablauf der Homogenisation
wurde die Suspension bei 4°C und 13200 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert, der Riickstand

verworfen und das Zentrifugat als Proteinlosung weiterverwendet.

Aufschluss von Korpergewebe und Gewinnung der enthaltenen Proteine

Die zur Proteinisolation bestimmten Gehirnteile wurden mit Hilfe von fliissigem Stickstoff in
einem Morser zerkleinert. Das dabei gewonnene Gewebepulver wurde in einem
Eppendorfgefd aufgenommen und mit einer addquaten Menge (100-400 pl) RIPA-Puffer
versetzt. Zum besseren Aufschluss wurde die Suspension durch eine Kaniile (18 G / 20 G)
gezogen und danach mittels Ultraschall (10 Impulse mit jeweils 60% der Gerételeistung)
homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 4°C und 13200 rpm fiir 30 Minuten wurde das

verbleibende Pellet verworfen und das Zentrifugat als Proteinlésung weiterverwendet.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA-Protein Assay Reagent Kit
verwendet, welches mithilfe der Bicinchoninsdure (BCA)-Methode die photometrische
Quantifizierung von Proteinen erlaubt. Die Proteinlésungen wurden gemél dem Protokoll des
Herstellers aufgearbeitet und vermessen, wobei unter Verwendung von Standardkurven
lineare Bereiche in der Beziehung von Extinktion und Proteinkonzentration ermittelt wurden,

die zur Berechnung der Proteinkonzentrationen in den Proben herangezogen werden konnten.

SDS-PAGE und Western blotting

In einem ersten Schritt wurden unter Verwendung der entsprechenden Utensilien Gele mit
einer Dicke von 1,5 mm, einer SDS-Konzentration von 12% und einer Breite des Sammelgels

von 15-20 mm nach folgender Rezeptur hergestellt:
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Trenngel: H,O 3,35 ml
4x Trenngelpuffer 2,5 ml
10% SDS-Losung 100 pl
Acrylamid/Bis-Losung 4 ml
10% Ammoniumpersulfat 50 ul
TEMED Spul

Dabei wurde das Gemisch fiir das Trenngel bis ca. 2 cm unter den Unterrand zwischen die
Glasplatten gegossen, mit Isopropanol bedeckt und fiir 45 Minuten ausgehdrtet.

Sammelgel:
H,O 3,05 ml
4x Sammelgelpuffer 1,25 ml
10% SDS-Losung 50 ul
Acrylamid/Bis-Losung 650 ul
10% Ammoniumpersulfat 50 ul
TEMED 6 ul

AnschlieBend wurde das iiber dem Trenngel stehende Isopropanol mit Wasser entfernt und
das Trenngel mittels Filterpapier vorsichtig getrocknet, bevor das Gemisch fiir das Sammelgel
auf das Trenngel gegeben wurde. In das noch fliissige Gemisch fiir das Sammelgel wurde
dann der Kamm fiir die Probentaschen eingesetzt und das Gel fiir 45 Minuten gehértet.

Zum Durchfilhren der SDS-PAGE wurden 30 pg Protein mit RIPA-Puffer und 6x
Probenpuffer zu einem Gesamtvolumen von 30 pl/Tasche (bei Verwendung von Gelen mit
insgesamt 10 Probentaschen) bzw. 16 pl/Tasche (bei Verwendung von Gelen mit insgesamt
15 Probentaschen) gemischt und bei 95°C fiir 5 Minuten geschiittelt. In einem parallelen
Ansatz wurden etwa 5 ul/Gel PageRuler Prestained Protein Ladder (Protein-Leiter) bei 40°C
fir 1 Minute inkubiert. Danach wurden die Protein-Leiter und die Proteinproben in die
entsprechenden Probentaschen pipettiert und unter Verwendung des Mini-Protean 3 Systems
und 1x Elektrophoresepuffer bei 100 V fiir 90 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt.

Nach der SDS-PAGE wurden die in dem Gel aufgetrennten Proteine mittels einer Nass-Blott-
Kammer (Mini-Protean 3 System) unter Verwendung von Towbin-Puffer gemill den
Vorgaben des Herstellers bei 100 V fiir 60 Minuten auf eine Hybond-C extra Blotting-
Membran transferiert. Zum Abschluss des Blottings erfolgte eine Kontrolle des Transfers
mittels Anfirben der Membran mit Ponceau-S-Losung. Bei erfolgreichem Transfer wurde die

Membran bei RT fiir 90 Minuten mit Block-Puffer behandelt und danach bei 4°C iiber Nacht
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mit einer Losung des entsprechenden Primérantikorpers in Antikorper-Puffer inkubiert. Im
Anschluss daran wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10 Minuten mit einer ausreichenden
Menge TBS-T gewaschen, bevor der Sekundérantikorper in entsprechender Verdiinnung in
Antikorper-Puffer bei RT fiir 1 Stunde auf die Membran gebracht wurde. Nach Ablauf der
Inkubation wurde die Membran wieder dreimalig fiir je 10 Minuten mit TBS-T gewaschen.
AnschlieBend wurde mithilfe der ECL Western Blotting-Detection Reagenzien ein
Chemilumineszenz-Film gemédf den Angaben des Herstellers belichtet und entwickelt. Nach
erfolgreicher Belichtung konnte die Membran mit Strip-Losung von den Antikorpern befreit
werden und nach erneutem Inkubieren mit Block-Puffer wieder mit Primér- und Sekundir-

Antikorpern gemif3 dem oben angefiihrten Vorschriften behandelt werden.

2.2.4. Methoden der Nukleotidanalytik

Lyse der Zellen und Gewinnung der enthaltenen RNA

Nachdem die Zellen, wie in den Anleitungen zum Priparieren der Zellen fiir die
Nukleotidanalytik beschrieben, mit TRIzol-Reagenz von den ZellkulturgefiBBen angelost
wurden, erfolgte die Priparation der RNA aus den Zellen gemidfl den Angaben des TRIzol-
Protokolls.

Lyse von Korpergewebe und Gewinnung der enthaltenen RNA

Die zur RNA-Isolation bestimmten Gehirnteile wurden mit Hilfe von fliissigem Stickstoff in
einem Morser zerkleinert. Das dabei gewonnene Gewebepulver wurde in einem Eppendorf-
Gefdll aufgenommen, mit 1 ml TRIzol-Reagenz versetzt und gem&dB den Angaben des

Herstellers weiterverarbeitet.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte in einer 1:25-Verdiinnung mittels UV-
Photometrie bei einer Wellenldnge von A=260 nm, wobei eine parallel durchgefiihrte
Messung bei einer Wellenldnge von A=280 nm der Kontrolle auf eventuelle Verunreinigungen

durch verschleppte Proteine diente.
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Gewinnung von cDNA

Zur Gewinnung von komplementirer DNA (cDNA) wurde die vorhandene RNA mittels des
folgenden Protokolls mit einer Reversen Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben. Dazu
wurden 1 ug mRNA mit 0,5 ul Random Hexamer Primer versetzt und der Ansatz mit Wasser
zu einem Gesamtvolumen von 15 ul verdiinnt und bei 70°C fiir 5 Minuten inkubiert. Nach der
Inkubation wurde der Ansatz sofort auf Eis gelagert und mit einem Gemisch, bestehend aus
0,75 pl RNasin; 5 pul 5x M-MLV-Puffer; 1,25 ul 10 mM dNTP’s; 0,5 ul M-MLV Reverse
Transkriptase und 2,5 ul Wasser, versetzt und bei 37°C fiir 60 Minuten inkubiert. Eine
entsprechende Negativkontrolle (im folgenden RT(-) genannt), in deren Ansatz die Reverse
Transkriptase durch ein adidquates Volumen an Wasser ersetzt wurde, ist bei allen RT-
Reaktionen mitgefiihrt worden und wurde ebenfalls den nachfolgenden PCR-Untersuchungen

unterzogen.

Qualitative RT-PCR

Die qualitative PCR wurde durchgefiihrt, um vor quantitativen Messungen sicherzustellen,
dass die zu untersuchende mRNA in den Proben vorhanden ist und deren Expression in den
untersuchten Proben untereinander verglichen werden kann. Dazu wurden in speziellen PCR-
Gefidllen die angefiihrten Bestandteile vorsichtig gemischt und anschliefend in einem PCR-
Cycler dem unten aufgefiihrten Reaktionszyklus unterzogen. Im Anschluss daran erfolgte eine

elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsansétze.

Reaktionsansatz: 10x PCR-Puffer 2,5ul
50 mM MgCl,-Losung 1l
10 mM DNTP’s 0,5 ul
10 uM Primer forward 0,5 ul
10 uM Primer reverse 0,5 ul
Wasser 17,75 ul
5 U/ul Tag-Polymerase 0,25 pl
cDNA (~50 ng) 1 ul
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Reaktionszyklus: 94°C fiir 5 Minuten
94°C fiir 30 Sekunden
60°C fiir 30 Sekunden
72°C fiir 40 Sekunden
Durchlauf 30-40x wiederholen
72°C fiir 10 Minuten

4°C bis zur weiteren Bearbeitung

Simultan zu den Proben sowie den RT(-)-Kontrollen wurden bei jeder RT-PCR Reaktion
sogenannte ,,Wasserproben* durchgefiihrt, bei denen der oben angefiihrte Reaktionsansatz

anstelle der cDNA ein adidquates Volumen von Wasser enthiilt.

Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Fir die in der qualitativen PCR gewonnenen Produkte wurde in einem Horizontal-
Elektrophorese-System ein Gel, bestehend aus 1,5% Agarose, welche in 1x TAE-Puffer durch
Aufkochen gelost und mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid versetzt wurde, gegossen. Nach dem
Erkalten des Gels wurden die Proben dem PCR-Cycler entnommen, pro Ansatz mit
Ladepuffer im Verhiltnis 5:1 versetzt und mit einem Volumen von 10-15 ul/Tasche in die
entsprechenden Taschen pipettiert. Weiterhin wurden in weitere Probentaschen geeignete
Molekulargewichtsmarker sowie Wasserproben und RT(-)-Ansitze als Negativkontrollen
gebracht. Anschlieend erfolgte die Elektrophorese in 1x TAE-Puffer bei 80-100 V fiir
45-60 Minuten. Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht betrachtet

und fotografiert.

Quantitative Real-time PCR

Bei der quantitativen Real-time PCR kann der gesamte Amplifikationsprozel3 in statu
nascendi mittels Fluoreszenzdetektion verfolgt werden. Bei dieser Methode kénnen entweder
genspezifische, fluoreszenzmarkierte Sonden oder unspezifische, nur an Doppelstrang-DNA
(dsDNA) bindende Fluoreszenzfarbstoffe (z. Bsp. SYBR Green) eingesetzt werden (Wittwer
1997). Die SYBR Green-Methode zeichnet sich dadurch aus, dass hierbei die gleichen Primer
wie bei der qualitativen PCR verwendet werden konnen. Grundlage dieser MeBmethode ist
die Wechselwirkung des SYBR Green Farbstoffs mit der bei jedem Amplifikationsschritt
gebildeten dsDNA.
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Fir die quantitative Real-time PCR wurden in eine 96-well-Platte entsprechend der
Versuchsplanung 10 pl/well cDNA pipettiert und diese mit einem Gemisch, bestehend aus
15 ul SYBR Green RT-PCR Mastermix, jeweils 0,6 ul forward-/reverse-Primer (10 mM),
3,725 ul Wasser und 0,075ul Tag-Polymerase (5 U/ul) zu einem Gesamtvolumen von
25 ul/well versetzt. Danach wurde die gesamte Platte mittels einer Klebefolie verschlossen
und bei 4°C und 4000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde die Platte in
den Real-time PCR-Cycler verbracht und der entsprechende Reaktionszyklus gestartet. Die
Auswertung erfolgt mit der zum Gerit gehdrenden Software.

Jede Probe wurde dreimal vermessen und dann auf die Expression eines stabil exprimierten
Genes, hier auf das Gen fiir die ribosomale 18S-RNA-Untereinheit (18S-rRNA), bezogen.
Eine gleichzeitig durchgefiihrte Wasserprobe wurde ebenfalls auf jeder Platte vermessen,
wobei es sich bei der ,,Wasserprobe” um einen Reaktionsansatz handelt, der anstelle von

cDNA ein dquivalentes Volumen an Wasser enthélt.

Herstellen kompetenter E.coli-Stimme

Eine Kolonie Escherischia coli (E.coli; XL1-blue) wurde in 10 ml LB-Medium inokuliert und
bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Anschlieend wurde 1 ml dieser Kultur in 100 ml LB-Medium
gebracht und bei 37°C und 200 rpm in Inkubationsschiittler kultiviert, bis eine ODggo
(optische Dichte bei 600 nm) von 0,4 - 0,6 erreicht worden ist. Dann wurde bei RT und
2500 g fiir 10 Minuten zentrifugiert und das entstehende Pellet in 7,5 ml TSB-Medium
resuspendiert und fiir 60 Minuten auf Eis gelagert. Diese Suspension wurde dann in 100 pl-
Aliquots geteilt, bei -196°C in fliissigen Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

Klonieren des GLT-1-Promotors

Zu Beginn der Klonierung des GLT-1-Promotors wurde mit cDNA von unbehandelten
Astrozyten und speziellen, auf die Schnittstellen der verwendeten Endonukleasen
konzipierten, Klonierungsprimern eine qualitative PCR durchgefiihrt. Hiermit wurde eine
Amplifikation des Promotors mit flankierenden Schnittstellen-spezifischen Sequenzen
erreicht.

Im Anschluss dazu wurde das PCR-Produkt elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Bestétigung

einer GroBensimilaritit mit dem vorher theoretisch ,berechneten“ Produkt konnte das
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entsprechende PCR-Produkt aus dem Gel geschnitten und mittels eines PCR-Aufreinigungs-
Kits pripariert werden.

Zur Vorbereitung der Ligation der DNA wurden sowohl der pGL3-basic-Vektor als auch die
spezifische GLT1-Promotor-DNA iiber einen Restriktionsverdau geschnitten, indem jeweils
1 pg Plasmid bzw. GLTI1-Promotor-DNA mit 10U Xhol, 10U HindIIl und 10 pl
10x Puffer R ad 100 pl versetzt wurden und bei 37°C iiber Nacht inkubiert wurden. Zur
Kontrolle des Restriktionsverdaus erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung beider
Produkte im Agarosegel. Im Anschluss daran wurden der linearisierte pGL3-basic-Vektor mit
GLT1-Promotor-DNA, 5 U Ligase und 2 ul 10x Ligase-Puffer in 20 pul Gesamtansatz bei 4°C
iiber Nacht inkubiert. Eine parallele Re-Ligation des pGL3-basic-Vektors ohne Promotor-
DNA als Restriktionskontrolle fand gleichzeitig statt.

Im néchsten Schritt wurde ein 100 pl-Aliquot der kompetenten E.coli auf Eis aufgetaut und
mit 80 ul eines Gemisches von 5 ul Ligationsansatz und 75 pul Wasser versetzt. Nach Zugabe
von 20 ul 5x KCM-Puffer und Durchmischung wurde der Ansatz auf Eis fiir 20 Minuten
inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Ansatz fiir weitere 10 Minuten bei RT belassen, bevor
1 ml LB-Medium hinzugegeben werden konnte. Nach einer mindestens einstiindigen
Inkubation in einem Inkubationsschiittler bei 750 rpm und 37°C wurde die Kultur auf
Agarplatten, welche Ampicillin enthalten, plattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Da der
verwendete Vektor fiir eine durch das Plasmid bedingte Ampicillinresistenz kodiert, konnten
auf den Kulturplatten nur Kolonien wachsen, bei denen die Transformation und damit die
Aufnahme des Vektors in die Bakterien vonstatten gegangen war. Zur weiteren Vermehrung
dieser transformierten E.coli wurden mittels einer Pipettenspitze 8-10 Kolonien vorsichtig von
der Platte gehoben und jeweils einzeln in Erlenmeyer-Kolben, in welchen sich Ampicillin-
haltiges LB-Medium befand, iiberfiihrt und bei 37°C und 200 rpm iiber Nacht inkubiert. Aus
diesen Ansitzen wurden im Anschluss an diese Inkubation mittels des NucleoSpin Plasmid
Quick Pure Kits die Plasmid-DNA prépariert und der DNA-Gehalt mittels UV-Photometrie
bestimmt. Mit 500 ng DNA wurde dann der bereits beschriebene Restriktionsverdau erneut
durchgefiihrt und das Produkt elektrophoretisch aufgetrennt. Waren in diesem Agarosegel
getrennte Banden fiir sowohl die DNA des pGL3-basic-Vektors als auch fiir die spezifische
GLT-1-Promotor-DNA zu finden, wurde die aus der Pridparation gewonnene DNA einer
Sequenzierung zugefiihrt. Die jetzt noch vorhandenen transformierten Bakterien konnten
durch Kultivierung in 250 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium bei 200 rpm und 37°C iiber
Nacht in groferem MaBstab vermehrt werden und zur Préparation groBerer Mengen an

Plasmiden mit insertierter GLT-1-Promotor-DNA verwendet werden.
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Sequenzierung des GLT-1 Promotors

Samtliche Sequenzierungen sind am Institut fiir Genetik der Humboldt-Universitéit zu Berlin
unter Leitung von Dr. M. Meixner, an einem ABI 373/377 BigDye-Terminator-Chemie

durchgefiihrt worden.

2.2.5. Methoden der Immunzytofluoreszenzchemie

Identifizierung der primiaren Astrozyten mittels Immunzytofluoreszenzchemie

Nachdem die Zellen in Lab-Tek ChamberSlides gemifl den Vorgaben der Methoden der
Zellkultur  kultiviert worden sind, wurden sie mit 3% para-Formaldehyd und
1% Glutaraldehyd in PBS bei RT fiir 10 Minuten fixiert. AnschlieBend erfolgte ein
dreimaliges Waschen mit PBS sowie, nach einmaligem Vorspiilen, eine Inkubation mit 0,1%
Triton X-100 in PBS bei RT fiir 10 Minuten. Danach wurden die Zellen fiir 60 Minuten bei
RT mit FCS geblockt. Im Anschluss daran erfolgte ein dreimaliges Waschen mit 0,1% Triton
X-100 in PBS. Nach diesem Waschen wurden die Zellen mit dem Primirantikdrper (Mouse
anti-GFAP) in einer Verdiinnung von 1:100 in 0,3% Triton X-100 und 3% BSA in PBS bei
RT fiir 60 Minuten inkubiert. Im Anschluss daran wurde, nach dreimaligem Waschen mit
0,1% Triton X-100 in PBS, der Sekundirantikdrper (Donkey anti-Mouse, CY3-markiert) in
einer Verdiinnung von 1:200 in 0,3% Triton X-100 und 3% BSA in PBS bei RT fiir 30
Minuten auf die Zellen gebracht. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte auch hier ein
dreimaliges Waschen mit 0,1% Triton X-100 in PBS. Vor dem Entfernen des
Kammeraufsatzes wurden die Zellen letztmalig mit PBS gewaschen. Der Objekttriger mit den
fixierten und markierten Zellen wurde dann mit einem Deckgldschen und Mounting-Medium
luftdicht abgeschlossen.

Zur Kontrolle eventueller unspezifischer Bindungen des Sekundirantikorpers wurde bei
dieser Untersuchung gleichzeitig eine entsprechende Negativkontrolle durchgefiihrt, bei der
anstelle des Primérantikorpers nur das addquate Volumen 0,3% Triton X-100 und 3% BSA in

PBS zu den Zellen gegeben wurde.

Identifizierung verschiedener zelluldrer Proteine mittels Immunzytofluoreszenzchemie

Bei diesen Versuchen verblieben die Plastikdeckgldschen mit den darauf gewachsenen Zellen

bis zum Fixieren auf einem Objekttriger in der 12-well-Platte.
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In einem ersten Schritt wurde das Medium abgesaugt und durch eiskaltes Methanol ersetzt.
Danach wurden die Zellen mit dem Methanol bei -20°C fiir 10 Minuten gelagert.
AnschlieBend wurde das Methanol abgesaugt und die Zellen an der Luft getrocknet, bevor sie
einmal mit TBS-T gewaschen wurden. Zum Blocken wurden die Zellen mit 5% Milchpulver
und 1% BSA in TBS-T bei RT fiir 60 Minuten inkubiert, bevor der entsprechende
Primérantikdrper (Verdiinnungen siehe unten) in 5% Milchpulver in TBS-T bei 4°C iiber
Nacht zu den Zellen gegeben wurde. Nach der Entfernung der Antikorperlosung von den
Zellen wurde jede Vertiefung (Well) der 12-well-Platte dreimal mit TBS-T gewaschen, bevor
die Zellen mit dem entsprechenden Sekundirantikérper (Verdiinnungen siehe unten) in
5% Milchpulver in TBS-T bei RT fiir 60 Minuten inkubiert wurden. Danach wurde auch diese
Antikorperlosung abgesaugt und die Zellen dreimal mit TBS-T gewaschen. Fiir eine
Anfiarbung der Zellkerne wurde eine Losung des fiir den Zellkern spezifischen Farbstoffs
DAPI (100 ng/ml PBS) bei RT fiir 30 Minuten zu den Zellen gegeben. AbschlieBend wurden
die Wells dreimal mit TBS-T gewaschen und die in den Wells befindlichen Deckglédschen
mithilfe einer an den Rand des Gldschens gestochenen Kaniile aus der Platte gehoben. Die
Deckglédschen wurden kurz in Wasser geschwenkt und dann mit Mounting-Medium auf einem
Objekttriger fixiert, welcher zusitzlich mittels handelsiiblichen Nagellacks mit einem
groBeren Deckglidschen luftdicht verschlossen wurde.

Zur Kontrolle eventueller unspezifischer Bindungen der Sekundirantikdrpers wurden bei
diesen Untersuchungen gleichzeitig entsprechende Negativkontrollen durchgefiihrt, bei der
anstelle des jeweiligen Primérantikdrpers die Zugabe eines adidquaten Volumens von

0,3% Triton X-100 und 3% BSA in PBS zu den Zellen erfolgte.

Verdiinnungen der Antikorper (jeweils durch Titrationen der Antikdrper ermittelt)

Rabbit anti-GLT1/EAAT?2 IgG 5 pg/ml
FITC-conjugated anti-Rabbit IgG 1:100
Mouse-anti-GFAP IgG IgG 1:100
Cy3-conjugated anti-Mouse IgG 1:200

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte mittels eines Fluoreszenzmikroskops
unter Verwendung entsprechender, auf die Fluoreszenzfarbstoffe abgestimmter Filter und

einer zum Mikroskopsystem gehdrenden Bildbearbeitungssoftware.
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2.2.6. Methoden zur Bestimmung der Transportaktivitiit
Bestimmung der Transportaktivitiit des GLT-1

Alle Arbeiten mit radioaktiven Materialien wurden unter Beachtung der geltenden
gesetzlichen Bestimmungen in speziell dafiir ausgeriisteten Réumen am Center for
Cardiovascular Research (CCR) durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Transportaktivitit wurden primére Astrozyten in 12-well-Platten bis zu
einer Konfluenz von 60-70% kultiviert. Danach wurden die Zellen in die
Behandlungsgruppen Vehikel, 1 pM Ceftriaxon, 10 pM Ceftriaxon, 100 uM Ceftriaxon und
200 pg/ml dbcAMP geteilt und entsprechend den Methoden der Zellkultur behandelt. Nach
Ablauf der Behandlung wurden die Zellen auf eine Temperatur von 25°C #quilibriert und
nach dem Absaugen des Mediums mit 500 pl/well Inkubationspuffer versetzt. Die Zugabe der
L—[G—3H]—Glutaminséiure in einer Endkonzentration von 500 nM zu dem Inkubationspuffer
erfolgte im Anschluss daran. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei 25°C wurden die
Zellen zweimal mit 500 pul Inkubationspuffer gewaschen und danach mit
500 pl 0,25 mM NaOH iiber Nacht lysiert. Die Messung der Radioaktivitiit erfolgte nach
Versetzen von 200 pl Lysat mit 2 ml Szintillationsfliissigkeit in einem Fliissigszintillations-
und Lumineszenzzihler. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte aus Griinden der
Strahlensicherheit mit einer &quivalent kultivierten Platte mit jeweils gleichem
Behandlungsschema, jedoch ohne Zugabe von L-[G-H]-Glutaminsiure unter Verwendung

von 50 pl Lysat mittels der unter Methoden der Proteinanalytik beschriebenen BCA-Methode.

2.2.7. Methoden der Statistik

Die statistische Bearbeitung erfolgte mit dem SPSS-Computerprogramm zur statistischen
Datenanalyse in der Version 12.0 (SPSS, Chicago, USA).

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Differenzen zwischen den
Gruppen wurden mittels Mann-Whitney U-Test, analysis of variance (ANOVA) und
Studentschen t-Tests verglichen. Signifikanzen in der Mortalitit wurden mittels des Chi-
Quadrat-Tests und dem exaktem Test nach Fisher bestimmt. Alle Tests wurden zweiseitig
durchgefiihrt und ein p<0,05 wurde als signifikant bewertet.

Die Berechnungen zur Akutmortalitit nach MCAQO wurden mithilfe von Michael Godes,

Center for Cardiovascular Research der Charité Berlin, durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Tierexperimentelle Untersuchungen zur Wirksamkeit von Ceftriaxon

in einem Schlaganfallmodell der Ratte

Peri-operative Messung des zerebralen Blutflusses wiahrend der middle cerebral artery

occlusion (MCAO) in Ratten

Um belegen zu konnen, dass es mittels der in 2.2.1. genannten Prozeduren durch den
Verschluss der Arteria cerebri media zu einem nachweisbaren Sistieren der zerebralen
Blutversorgung kommt, wurde bei einer Anzahl von Tieren, welche aus den jeweiligen
Behandlungsgruppen stammten, eine lasergestiitzte Messung des zerebralen Blutflusses
durchgefiihrt. Bei dieser nichtinvasiven Methode konnen mithilfe des Doppler-Prinzips
Veridnderungen des intrakraniellen Blutflusses vor, wihrend und nach einem MCAO-Eingriff
dokumentiert werden. In Abbildung 3.1. sind die Ergebnisse der Messungen des Blutflusses
vor dem MCAOQO-Eingriff, fiinf Minuten nach dem Verschluss der Arteria cerebri media,
achtzig Minuten nach Okklusion des GefiBes sowie fiinfzehn Minuten nach dem Offnen der
okkludierten Arterie graphisch dargestellt. Wie dabei zu erkennen ist, sind vor dem
GefidBverschluss keine signifikanten Unterschiede zwischen der Werten der einzelnen
Gruppen erkennbar. Wihrend der Okklusion kommt es in den Tieren, die einem MCAO-
Eingriff unterzogen wurden, zu einem signifikanten Absinken des zerebralen Blutflusses
gegeniiber den Werten von Tieren, die nur einem Schein-Eingriff unterzogen wurden. Diese
Ergebnisse konnten sowohl zu einem frithen als auch zu einem spiten Zeitpunkt des
GefidlBverschlusses gefunden werden und zeigten auch keine signifikanten Unterschiede in den
einzelnen Behandlungsgruppen. Durch Entfernen des Fadens aus dem Geféd3lumen zum Ende
des MCAO-Eingriffs konnte eine rasche Wiederherstellung der normalen
Blutflussverhiltnisse erzielt werden, was sich in den Werten des zerebralen Blutflusses
fiinfzehn Minuten nach dem Ende des Fingriffs widerspiegelt. So sind die Werte des
zerebralen Blutflusses wieder auf die gemessenen Werte vor dem FEingriff gestiegen und
zeigen im Vergleich zur Gruppe, die nur einer Schein-Operation unterzogen wurde, keinerlei

signifikante Unterschiede im zerebralen Blutfluss.
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Abbildung 3.1. Darstellung des zerebralen Blutflusses bei Ratten mit MCAO und Ceftriaxon-Behandlung (n=6; weil3),
bei Tieren mit MCAO und Vehikel-Behandlung (n=6; grau) oder mit Schein-OP (n=3; schwarz); jeweils
vor MCAO, 5 Minuten nach MCAO-Beginn, 80 Minuten nach MCAO-Beginn und wihrend der
Reperfusionsphase

Peri-operative Messung verschiedener Klinisch-chemischer Parameter im gemischt-

venosen Blut

Wihrend des in 2.2.1. beschriebenen Eingriffs zum Verschluss der Arteria cerebri media
wurde den Ratten iiber den retrobulbdren Venenplexus Blut entnommen, was auf die
Parameter Sauerstoffpartialdruck (paO,), Kohlendioxidpartialdruck (paCO,), pH-Wert,
Glucosekonzentration, Hiamatokrit (Hk), Na“-Konzentration ([Na‘]) und K'-Konzentration
(IK*]) hin untersucht wurde. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 3.1. aufgefiihrt.
Dabei zeigte sich in keinem der untersuchten Parameter ein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen, die einer MCAO unterzogen wurden und den Gruppen, an

denen nur ein Schein (Sham)-Eingriff vorgenommen wurde.

58



Ergebnisse

MCAO/ MCAO/ Schein-OP/ Schein-OP/
Ceftriaxon Vehikel Ceftriaxon Vehikel
n 11 12 7 8
pa0;
in mmHg 80,68 ( 10,68) 87,58 (+6,18) 72,68 (+ 13,69) 80,06 (+ 9,36)
paCoO,
in mmHg 4380 (x447) 43,13 (£5,10) 47,1 (£5,92) 42,65 (2 5,14)
PH 6,69 (x0.17) 7,06 (+ 0,29) 7,09 (+0,17) 7,04 (+ 0,30)
[Glucose]
in mM 9,82 (0,26) 9,78 (+ 0,58) 9,37 (+0,42) 9,64 (+ 0,69)
.
iLN;DL 130,91 (£2,39) 130,33 (x4,21) 133,43 (£399) 131,00 (+4,63)
+
HEIfng/[ 4,58 (0.47) 4,93 (+0,78) 5,23 (£0,99) 4,96 (£0,42)
Hk 41,62 (+ 1,21) 43,40 (+ 1,92) 41,20 (2,53) 43,74 (+ 1,73)

Tabelle 3.1. Ubersicht iiber die in der Blutgasanalytik gemessenen Parameter in den verschiedenen Behandlungsgruppen

Darstellung der zerebralen GefiBle vor, wihrend und nach der middle cerebral artery

occlusion (MCAOQO) in Ratten

Zur Darstellung der zerebralen Gefédlle vor, wihrend und nach einer MCAO wurde ein sich
am Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum der Charité Berlin befindlicher 7-T-
Kleintier-Magnetresonanztomograph (Kleintier-MRT) verwendet. Diese Untersuchungen
wurden, ebenso wie die spiter beschriebenen Messungen des intrazerebralen Schadens nach
MCAQOQ, durch Susanne Miiller von der Arbeitsgruppe Prof. Villringer unterstiitzt.

Wie in der Abbildung 3.2. zu sehen ist, lassen sich die Gefif3e des zerebralen Kreislaufs in der
MRT-Aufnahme gut darstellen. Das dabei dem Stromgebiet der Arteria cerebri media
entsprechende Areal ist weill eingekreist. In der linken Aufnahme, welches vor dem MCAO-

Eingriff aufgenommen wurde und in der rechten Aufnahme, welches nach dem Entfernen des
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Fadens aus der Arteria cerebri media aufgenommen wurde, ist die Arteria cerebri media im
Areal des weilen Kreises gut zu erkennen. In der mittleren Aufnahme, die die zerebralen
GefiBle wihrend der MCAO darstellt, ist im Areal des weillen Kreises die Arteria cerebri

media nicht dargestellt, was einen Verschluss des Gefilles beweist.

Abbildung 3.2. Darstellung der MRT-Angiographie bei Ratten vor (links), wéhrend (Mitte) und nach (rechts) einem
MCAO-Eingriff; der weifie Kreis markiert das Areal der Arteria cerebri media; Ansicht von kranial.

Untersuchung der Akutmortalitit 24 Stunden nach middle cerebral artery occlusion

(MCAO) in Ratten unter Ceftriaxon-Behandlung

Um Aussagen iiber eine protektive Wirkung von Ceftriaxon zu erhalten, wurde die
Sterblichkeit von Tieren untersucht, in deren Gehirn im Rahmen einer middle cerebral artery
occlusion (MCAOQO) ein dem Schlaganfall addquates Schadensmuster erzeugt wurde. Wie unter
2.2.1. dargestellt, wurden die verwendeten Tiere entsprechend der Behandlungsmodi in die
Gruppen: Vehikel + MCAO; Ceftriaxon prdi-OP + MCAQ; Ceftriaxon post-OP + MCAO;
Vehikel + Schein-OP, Ceftriaxon + Schein-OP eingeteilt, wobei die applizierte Ceftriaxon-
Dosis 200 mg/kg KG i.p. betrug und als Vehikellosung 0,9% NaCl-Losung verwendet wurde.
In Tabelle 3.2. sind die entsprechenden Daten fiir die Tiere, an denen eine MCAOQ vollzogen
wurde und die entsprechend der Gruppeneinteilung mit 0,9% NaCl i.p. prioperativ,
200 mg/kg KG i.p. Ceftriaxon priaoperativ oder 200 mg/kg KG i.p. Ceftriaxon postoperativ
behandelt wurden, dargestellt. Die Sterblichkeit wurde 24 Stunden nach dem MCAO-Eingriff
erhoben und stellt die Akutmortalitéit dar. Darunter wird die Sterblichkeit von Tieren in einer
Behandlungsgruppe nach einem MCAOQO-Eingriff, bezogen auf die Anzahl der Tiere in der

jeweiligen Behandlungsgruppe, verstanden.
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Behandlung Tiere pro Gruppe Mortalitét Mortalitét
(n) (n) (%)
Vehikel 29 10 34,5
Ceftriaxon prioperativ 33 4 12,1*
Ceftriaxon postoperativ 19 0 O**

Tabelle 3.2. Ubersicht iiber die Anzahl an Tieren in den einzelnen Behandlungsgruppen und der Mortalitit nach
MCAO (*p<0,05, **p<0,001 vs. Vehikel im Chi-Quadrat-Test).

Bei Betrachtung der Daten zeigt sich im Vergleich der Gruppen eine signifikante Senkung der
Akutmortalitit in der Gruppe der prid-operativen Ceftriaxon-Behandlung gegeniiber der
Gruppe der mit NaCl-Losung behandelten Tiere. Hochsignifikant fillt der Unterschied beim
Vergleich der Gruppe der postoperativen Ceftriaxon-Behandlung mit der Gruppe der NaCl-
Applikation aus.

Beurteilung des neurologischen Schadens einer middle cerebral artery occlusion (MCAO)

in Ratten

Zum Beurteilen der neurologischen Schiden infolge des MCAO-Eingriffs wurde eine
Bewertungsskala verwendet, die sich auf eine Arbeit von Garcia et al. stiitzt (Garcia 1995)
und sensorische sowie motorische Qualititen bewertet. Beurteilt werden dabei neben
Spontanaktivitit die Symmetrie der Bewegung der vier Gliedmafen, das Ausstrecken der
Vorderpfoten, das Klettern an einem Stahlgitter, die Reaktion auf Beriihrung der Tasthaare
sowie die allgemeine Propriozeption. Der neurologische Status der Tiere wurde
dementsprechend 24 Stunden nach dem Eingriff von einem geblindeten Untersucher
untersucht und evaluiert. In Abbildung 3.3. sind die zusammengefassten Werte der Evaluation
zu sehen. Bei der neurologischen Evaluation, wie sie in dieser Arbeit angewandt wurde, ist
anzumerken, dass der Maximalwert von 18 Punkten nicht iiberschritten und der Minimalwert

von 2 Punkten nicht unterschritten werden kann.
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Abbildung 3.3. graphische Darstellung der Mittelwerte des neurologischen Defizit-scores bei Ratten nach MCAO
oder Schein-OP, erhoben 24 Stunden nach MCAO-Eingriff;
in Gruppen mit Schein-OP und Vehikelbehandlung (n=8), mit Schein-OP und Ceftriaxon-
Behandlung (n=13), mit MCAO-Eingriff und Vehikel-Behandlung (n=18), mit MCAO-Eingriff
und pri-operativer Ceftriaxon-Behandlung (n=22) sowie mit MCAO-Eingriff und postoperativer
Ceftriaxon-Behandlung (n=19); # p<0,001; * p<0,05; ** p<0,01 vs. MCAO+Vehikel.

In der graphischen Darstellung ist zu sehen, dass sich der score der Tiere, bei denen nur eine
Schein-Operation vorgenommen wurde, im Bereich von 15 bis 18 Punkten bewegt. Bei der
Gruppe, die mit 0,9% NaCl ip. behandelt wurde und an der eine MCAQO vorgenommen
wurde, ist eine signifikante Verschlechterung des scores gegeniiber der ebenfalls mit 0,9%
NaCl i.p. behandelten und nur Schein-operierten Gruppe zu beobachten. Im Vergleich zur
Schein-operierten Gruppe mit NaCl-Behandlung fallen die Mittelwerte des scores fiir Tiere
der Gruppen, die einer MCAO unterzogen wurden und Ceftriaxon prd- oder post-operativ
erhalten haben, ebenfalls signifikant schlechter aus. Der Vergleich der MCAO-Gruppen
untereinander zeigt jedoch eine signifikante Verbesserung der score-Mittelwerte bei

Ceftriaxon-behandelten Tieren.

Beurteilung des intrazerebralen Schadens nach middle cerebral artery occlusion
(MCAO) in Ratten mittels MRT

Zur Beurteilung des durch den middle cerebral artery occlusion (MCAO)-Eingriffs in Ratten
induzierten intrazerebralen Schadens wurde das bereits bei der peri-operativen Darstellung
der Hirngefile wihrend einer MCAQO beschriebene Kleintier-MRT benutzt. Wie in
Abbildung 3.4. zu sehen, stellt sich ein durch den MCAO-Eingriff induzierter Schaden in der
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T2-Wichtung als hyperintenses, fliissigkeitsreiches Areal in der betroffenen Hemisphére dar.
Eine Kontrolluntersuchung an einem nicht operierten Tier zeigt dagegen keine radiologisch

detektierbaren Unterschiede zwischen den Hemisphiren.

Abbildung 3.4. reprisentative MRT-Aufnahmen bei Ratten mit einer MCAO-Operation (links)
und ohne entsprechenden Eingriff (rechts), Ansicht jeweils von kaudal.

Messung des intrazerebralen Infarktvolumens nach middle cerebral artery occlusion

(MCAO) in Ratten unter Ceftriaxon-Behandlung

Um eine genaue Aussage iiber das Infarktvolumen treffen zu konnen, wurde die unter 2.2.1.
beschriebene MRT-Technik verwendet. Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich infolge
des MCAO-Eingriffs geschiddigte Areale sicher darstellen lassen, wurden die entsprechend
ihrer Gruppeneinteilung behandelten Tiere 48 Stunden nach dem operativen Eingriff im MRT
vermessen. Die dabei visualisierten Schadensareale in den einzelnen Schichten wurden
mithilfe eines Computerprogramms (Analyze 5.0) dreidimensional zusammengefasst und als
Infarktvolumen angegeben.

In Abbildung 3.5. ist eine graphische Darstellung der Mittelwerte der Infarktvolumina fiir die
Tiere, an denen eine MCAO vollzogen wurde und die entsprechend der Gruppeneinteilung
mit 0,9% NaCl ip. préaoperativ, 200 mg/kg KG ip. Ceftriaxon praoperativ oder
200 mg/kg KG i.p. Ceftriaxon postoperativ behandelt wurden, zu sehen.
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Abbildung 3.5. graphische Darstellung der Infarktvolumina bei Ratten nach MCAO-Eingriff ; Anzahl der Vehikel-
behandelten Tiere (weil) n=14; Anzahl der praoperativ Ceftriaxon-behandelten Tiere (dunkelgrau)
n=22; Anzahl der postoperativ Ceftriaxon-behandelten Tiere (hellgrau) n=19.

Im Vergleich der Gruppen sind keine signifikanten Unterschiede feststellbar, auch wenn beim
Betrachten der Abbildung 3.5. zu erkennen ist, dass sich die mittlere Infarktgrofle bei den
Tieren, welche postoperativ mit Ceftriaxon behandelt wurden, im Vergleich zu den beiden

anderen Behandlungsgruppen tendenziell verringert hat.

3.2.  Nachweis der GLT-1-mRNA-Expression im Gehirn der Ratte unter
Ceftriaxon-Behandlung

Quantitativer Nachweis der GLT-1-mRNA-Expression in verschiedenen Hirnarealen

der Ratte unter Ceftriaxon-Behandlung

Um die Expression von GLT-1-mRNA in vivo messen zu konnen, wurde Ratten entsprechend
dem unter 2.2.1. angegebenen Behandlungsprotokoll Ceftriaxon in der Konzentration von
200 mg/kg KG i.p. oder ein addquates Volumen an 0,9% NaCl i.p. appliziert. Nach
fiinftagiger Behandlung wurden die Tiere mittels Dekapitation getotet, das Gehirn entnommen
und daraus gemill den Vorgaben aus 2.2.1. durch Frau Prof. Hortnagl, Institut fiir
Pharmakologie der Charité Berlin, einzelne Hirnbestandteile pripariert. Aus der Gruppe der
Ceftriaxon-behandelten Ratten wurden dazu sieben Tiere, aus der Gruppe der mit NaCl-
Losung behandelten Tiere wurden sechs Ratten, verwendet. Nach der Préparation wurden die

Proben aus dem Hippocampus, dem Stammhirn, der Amygdala, dem frontalen Cortex, dem
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Striatum und dem Hypothalamus bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C tiefgefroren und fiir
die mRNA- und Protein-Analytik verwendet.

Die Préparation der RNA aus den einzelnen Arealen erfolgte wie in 2.2.4. beschrieben. Nach
dem Umschreiben in cDNA wurde eine quantitative PCR mit GLT-1-spezifischen Primern
unter gleichzeitiger 18S-rRNA-Expressionsbestimmung durchgefiihrt. In Abbildung 3.6. sind
die Ergebnisse dieser Untersuchungen als AusmalBl der GLT-1-mRNA-Expression im Bezug

auf die 18S-rRNA-Expression dargestellt.

Bei den Untersuchungen konnten in keinem der untersuchten Hirnareale Unterschiede in der
GLT-1-mRNA-Expression zwischen Ceftriaxon-behandelten Tieren und Kontrolltieren

festgestellt werden.
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Abbildung 3.6. graphische Darstellung der relativen GLT-1-mRNA Expression in verschiedenen Hirnarealen der
Ratte, dargestellt in Prozent, normalisiert auf 18S-rRNA-Expression; Anzahl der Vehikel-
behandelten Tiere (weil) n=6; Anzahl der Ceftriaxon-behandelten Tiere (schwarz) n=7.
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3.3. Nachweis von GLT-1-Protein im Gehirn der Ratte unter
Ceftriaxon-Behandlung

Nachweis von GLT-1-Protein in verschiedenen Hirnarealen der Ratte unter Ceftriaxon-

Behandlung

Simultan zu den Untersuchungen zur GLT-1-mRNA-Expression in verschiedenen
Hirnarealen wurde geméfl den Vorgaben aus 2.2.1. aus Gehirnen von Tieren, die fiir fiinf
Tage einmal téglich entweder Ceftriaxon in einer Dosierung von 200 mg/kg KG i.p. oder ein
addquates Volumen von 0,9% NaCl i.p. erhalten haben, spezifische Hirnregionen prépariert,
aus welchen Proteinproben nach der Vorschrift 2.2.3. isoliert wurden. Bei den Hirnregionen
handelt es sich wie bei den Untersuchungen zur GLT-1-mRNA-Expression um den
Hippocampus, das Stammhirn, die Amygdala, den frontalen Cortex, das Striatum sowie den
Hypothalamus. Fiir diese Untersuchungen wurden aus der Ceftriaxon-Gruppe vier Tiere und

aus der Kontrollgruppe drei Tiere verwendet.

Die gewonnenen Proteinproben, die den Bestand an Gesamtprotein der einzelnen Regionen
zum Zeitpunkt der Pridparation reprisentieren, wurden mittels der unter 2.2.1. und 2.2.3.
beschriebenen Methoden aufbereitet, elektrophoretisch getrennt und mit Antikdrpern gegen
das GLT-1-Protein sowie gegen das ubiquitédr in tierischen Zellen vorkommende Enzym
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) inkubiert und entsprechend detektiert.
Durch die Markierung der GAPDH-Banden konnten eventuelle Inhomogenititen bei der
Proteinbeladung detektiert werden.

Die in Abbildung 3.7. dargestellten Ausschnitte aus dem entsprechend den Vorgaben in 2.2.3.
entwickelten Films als Resultat des Western blots auf GLT-1-Protein und GAPDH-Protein
zeigen jeweils den Ausschnitt der Membran, der die Banden des GLT-1-Proteins bei 70 kDa
sowie die Banden des gleichzeitig durchgefithrten GAPDH-Nachweises bei 24 kDa
reprisentiert. Wie im Bereich der GAPDH-Bande zu erkennen ist, wurden bei der Beladung
des SDS-PAGE-Gels iquivalente Proteinmengen verwendet, was sich in homogenen

Intensititen der GAPDH-Banden darstellt.
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Abbildung 3.7. Ausschnittsweise Darstellung des Western blot-Films mit Proben aus verschiedenen
Hirnarealen der Ratte, dargestellt sind die Banden des GLT-1- und GAPDH-Proteins.

Wie in der Abbildung 3.7. zu sehen ist, sind keine Unterschiede in der Konzentration des

GLT-1-Proteins innerhalb der untersuchten Hirnregionen zwischen den mit Ceftriaxon

behandelten Tieren und den mit NaCIl-Losung behandelten Tieren zu beobachten.
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3.4. Isolierung, Identifizierung und Kultur von Astrozyten aus der Ratte

Isolierung primiirer Astrozyten der Ratte

Als Grundlage aller in Folge beschriebenen in vitro-Ergebnisse dienten Untersuchungen an
primdren Astrozyten der Ratte. Diese wurden, wie unter 2.2.2. beschrieben, aus neonatalen
Ratten im Alter von maximal drei Tagen post partum gewonnen. Unter mikroskopischer
Betrachtung imponieren die solitir wachsenden Astrozyten, also Astrozyten ohne Kontakt zu
Nachbarzellen, als sternformige Zellen mit einer durchschnittlichen Grée von 10-12 ym und
den charakteristischen Plasmafortsitzen, die diesen Zellen ihren Namen gaben. In Abbildung
3.8. ist das mikroskopische Bild mehrerer solitir wachsender Zellen in einer 200-fachen

Vergroferung zu sehen.

Abbildung 3.8. Lichtmikroskopische Darstellung solitir wachsender
Astrozyten in Primarkultur (Vergroerung 200x).

Im Zellverband, in dem sich alle Zellen konfluent auf dem Boden des Zellkulturgefifies und
mit unmittelbarem Kontakt zu den jeweiligen Nachbarzellen befinden, zeigen sich die Zellen
in einer Fibroblasten-dhnlichen Form. In Abbildung 3.9. ist das mikroskopische Bild eines
Zellverbandes in einer 100-fachen Vergroflerung dargestellt. Die amorphen braunen Stiicke

stellen Gewebsreste aus der Priparation dar.
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Abbildung 3.9. Lichtmikroskopische Darstellung im Zellverbund
wachsender Astrozyten in Primérkultur (VergroBerung 100x).

Unter denen in 2.2.2. genannten Bedingungen wachsen die Zellen im Allgemeinen innerhalb
von 10-12 Tagen nach der Priparation zur nahezu volligen Konfluenz heran.

Um Entdifferenzierungsprozesse innerhalb der Kultur zu vermeiden, wurden fiir die in vitro-
Experimente in Ubereinstimmung mit entsprechenden Beobachtungen aus der Literatur keine
Zellen verwendet, die iiber die 4. Passage hinaus kultiviert wurden (Pertusa 2007; Campisi

1992).

Identifizierung der gewonnenen Astrozyten aus der Ratte

Zur Identifizierung der Astrozyten wurde eine Immunzytofluoreszenzchemie mit Antikorpern
gegen das glidre fibrilldre saure Protein (glial fibrillary acidific protein — GFAP), welches als
Markerprotein fiir Astrozyten gilt (Eng 2000), durchgefiihrt. Ein gleichzeitig verwendetes
Immunglobulin, welches gegen die anti-GFAP-Antikorper gerichtet und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 konjugiert ist, dient der visuellen Identifizierung der Zellen nach
Anregung des Farbstoffs im Fluoreszenzmikroskop.

In Abbildung 3.10. ist auf der linken Seite eine lichtmikroskopische Aufnahme von Zellen zu
sehen, die nach den unter 2.2.2. beschriebenen Methoden isoliert und kultiviert wurden. Auf
der rechten Seite dieser Abbildung ist das entsprechende fluoreszenzmikrokopische Korrelat
des linken Bildes zu sehen. Hierbei fillt auf, dass nicht alle Zellen des Zellkonglomerats das
Fluoreszenzsignal in der fiir den Antikorper-markierenden Fluoreszenzfarbstoff typischen
Farbe zeigen. Dieser Befund ldsst darauf schlieBen, dass aufgrund der Konfluenz der Zellen

nicht jede Zelle der Antikbrpermarkierung zugénglich war.
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Abbildung 3.10. Lichtmikroskopische (links) und fluoreszenzmikroskopische (rechts) Darstellung eines
Zellverbandes von Astrozyten (VergroBerung 100x).

Zur sicheren Identifizierung der Zellen wurden zudem Priparate mit weniger konfluent
wachsenden Zellen entsprechend den Vorgaben aus 2.2.5. behandelt und
fluoreszenzmikrokopisch ausgewertet. In Abbildung 3.11. ist ein solitir wachsender Astrozyt
in der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Man erkennt hierbei das den gesamten Zellkorper

umfassende Fluoreszenzsignal

Abbildung 3.11. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung eines
einzelnen, GFAP-positiven Astrozyten
(VergroBerung 500x).
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3.5.  Untersuchungen zu Expression und Gehalt des GLT-1 in Astrozyten
der Ratte

Nachweis der GLT-1-mRNA in Astrozyten der Ratte mittels qualitativer RT-PCR

Zum Nachweis der GLT-1-mRNA in primiren Astrozyten der Ratte wurde RNA aus
Astrozyten verwendet, welche entweder fiir fiinf Tage mit 0,9% NaCl-Losung inkubiert oder
fiir den gleichen Zeitraum mit 100 uM Ceftriaxon behandelt wurden. In Abbildung 3.12. sind
die in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten Reaktionsprodukte der Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction - PCR) mit GLT-1- und 18S-rRNA-spezifischen
Primern dargestellt. Eine gleichzeitig aufgetrennte ,,DNA-Leiter* dient dem Grofenvergleich.
Eine gleichzeitig durchgefiihrte ,,Wasserprobe‘ zeigte sowohl bei der GLT-1- als auch bei der
18S-rRNA-PCR-Reaktion keine Produkte und wurde daher in der Abbildung nicht dargestellt.
Wie in der Abbildung 3.12. dargestellt, ist in beiden Behandlungsgruppen eine homogene
Expression der 18S-rRNA und der GLT-1-mRNA erkennbar, so dass davon ausgegangen

werden kann, dass die kultivierten Zellen GLT-1-mRNA exprimieren.

GLT-1-mRNA 18S-rRNA

Abbildung 3.12. Bilder von Agarosegelen unter UV-Betrachtung mit Produkten der RT-PCR auf
GLT-1-mRNA (links) und 18S-rRNA (rechts)aus RNA-Proben kultivierter Astrozyten;
Beladung jeweils von links nach rechts:
DNA-Leiter - Vehikel —Vehikel - Ceftriaxon - Ceftriaxon.
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Nachweis von GLT-1-Protein mittels Immunfluoreszenzmikroskopie in primiren

Astrozyten der Ratte

Zum Nachweis des GLT-1-Transporters und des glialen Markerproteins glial fibrillary
acidific protein (GFAP) in der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden kultivierte Astrozyten
der Ratte gemill den Protokollen in 2.2.2. und 2.2.5. entweder mit 100 uM Ceftriaxon, mit
200 pg/ml dbcAMP oder mit 0,9% NaCl-Losung behandelt und entsprechend aufbereitet.

Zur Markierung wurden Primérantikorper gegen das GLT-1- und GFAP-Protein, die
entsprechenden Sekundirantikdrper sowie ein als DAPI bezeichneter Kernfarbstoff
verwendet. In Abbildung 3.13. ist eine reprisentative Zusammenstellung von Aufnahmen der
Fluoreszenzmikrokopie mit identischen Belichtungszeiten zu sehen. In der oberen Bildzeile
sind Zellen dargestellt, welche als Negativkontrolle mit einer 0,9% NaCl-Losung behandelt
wurden. Die mittlere Bildzeile stammt von Zellen, die fiir fiinf Tage mit 100 uM Ceftriaxon
behandelt wurden, wihrend in der unteren Bildzeile Zellen zu sehen sind, die als
Positivkontrolle mit 200 ug/ml dbcAMP fiir drei Tage behandelt wurden. Eine gleichzeitig
durchgefiihrte Kontrolle mit Zellen ohne fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper ergab

keinerlei Autofluoreszenz, so dass auf eine Abbildung dieser Aufnahmen verzichtet wurde.

FITC (anti-GLT1) Cy3 (anti-GFAP) DAPI (Nukleus) merge

Abbildung 3.13. Zusammenstellung von Bildern der Immunfluoreszenzmikroskopie auf verschiedene
Proteine sowie einer DAPI-Firbung bei jeweils gleichen Astrozyten (VergroBerung 200x).

Vehikel
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In der linken Bildspalte sind die Aufnahmen zu sehen, die durch Interaktion des GLT-1-
Proteins der Zellen mit den entsprechend spezifischen Primir- und Sekundirantikérpern
zustande gekommen sind. In der zweiten Bildspalte von links sind entsprechende Aufnahmen
zum Nachweis des glialen Markerproteins GFAP zu sehen, wihrend die dritte Spalte von
links die Bilder einer nicht zellspezifischen, aber zellorganellspezifischen Kernfiarbung mittels
DAPI enthilt. Auf der ganz rechten Seite sind dann die Kompositionen der vom im
Mikroskop integrierten Software (Openlab 3.1.7.) iibereinandergelegten (merge-Modus)
Bilder zu sehen.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigen, dass alle untersuchten Zellen das
GLT-1-Protein enthalten. Bei der vergleichenden Betrachtung ist jedoch kein signifikanter
Unterschied im GLT-1-Gehalt zwischen den Behandlungsgruppen zu erkennen, wobei selbst

in der Positivkontrolle keine signifikante Steigerung des GLT-1-Signals zu beobachten war.

Quantitativer Nachweis der GLT-1-mRNA-Expression in Astrozyten der Ratte

Zur quantitativen Bestimmung der GLT-1-mRNA-Expression wurden kultivierte Astrozyten
gemill der unter 2.2.2. beschriebenen Vorschrift fiir fiinf Tage mit Ceftriaxon in einer
Konzentration von 100 uM behandelt. Als Positivkontrolle fiir die GLT-1 Expression dienten
Zellen, welche fiir drei Tage mit dbcAMP in einer Konzentration von 200 pg/ml behandelt
wurden, wihrend fiir die Negativkontrolle Zellen verwendet wurden, die anstelle Ceftriaxon
ein addquates Volumen an 0,9% NaCl-Losung erhalten haben. Nach dem Ende der
Behandlungsmodi wurde nach den in 2.2.4. beschriebenen Methoden aus den Zellen RNA
gewonnen. Der quantitative Nachweis der GLT-1-mRNA- und 18S-rRNA-Expression
erfolgte durch eine Real-time RT-PCR. In Abbildung 3.14. ist die graphische Darstellung
dieser Untersuchung zu sehen. Die Expressionsdaten stammen aus jeweils drei
unterschiedlichen Ansétzen, wobei jede Gruppe dreifach vermessen wurde. Die
»Wasserprobe* als interne Kontrolle genomischer DNA-Kontaminationen von Primern und
Chemikalien wurde sowohl fiir die GLT-1- als auch fiir die 18S-rRNA-PCR durchgefiihrt.

Wie in der Abbildung 3.14. ersichtlich, zeigen die Expressionswerte fiir die GLT-1-mRNA,
jeweils bezogen auf die 18S-rRNA, in der Gruppe der Ceftriaxon-behandelten Zellen keine
signifikante Verdnderung im Vergleich zu den Expressionswerten der Kontrollgruppe. Bei der
Positivkontrolle lédsst sich dagegen eine signifikant gesteigerte Expression der GLT-1-mRNA

gegeniiber der Kontrollgruppe beobachten.
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Abbildung 3.14. Graphische Darstellung der relativen GLT-1-mRNA Expression in kultivierten Astrozyten,
dargestellt in Prozent, normalisiert auf 18S-rRNA-Expression; n=3; * p<0,05 vs. Vehikel.

Quantitativer Nachweis der GLT-1-mRNA-Expression in Astrozyten der Ratte unter

Ceftriaxon-Behandlung mit verschiedenen Ceftriaxon-Chargen

Bei diesem Experiment wurden, wie im vorigen Experiment auch, Astrozyten geméil} der
unter 2.2.2. beschriebenen Vorschrift fiir fiinf Tage mit Ceftriaxon in einer Konzentration von
100 uM behandelt. Als Positivkontrolle fiir die GLT-1-Expression dienten Astrozyten, die fiir
drei Tage mit dbcAMP in einer Konzentration von 200 pug/ml behandelt wurden. Die
Kontrollgruppe wurde aus Zellpopulationen gebildet, die anstelle von Ceftriaxon NaCl-
Losung in der Konzentration von 0,9% in einem der Ceftriaxon-Losung #quivalenten
Volumen erhalten haben. Die Ceftriaxon-Gruppe wurde hier aber nochmals differenziert. Eine
Gruppe erhielt das in den vorherigen Versuchen schon verwendete und als Human-
Arzneimittel zugelassene Ceftriaxon der Firma Roche, welches unter dem Handelnamen
Rocephin vertrieben wird. Einer anderen Gruppe von Zellen wurde dagegen das nur fiir
Laboruntersuchungen zugelassene Ceftriaxon der Firma SIGMA in das Medium appliziert.
Nach dem Ende der Behandlungsmodi wurde nach den in 2.2.4. beschriebenen Methoden die
mRNA aus den Zellen pripariert. Diese mRNA wurde dann analog zum vorherigen
Experiment in cDNA umgeschrieben, welche dann mittels GLT-1- und 18S-rRNA-
spezifischer Primer auf die Expression von GLT-1-mRNA und 18S-rRNA in der Real-time
PCR untersucht wurde. In Abbildung 3.15. sind die Ergebnisse dieser Untersuchung
dargestellt.
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Abbildung 3.15. graphische Darstellung der relativen GLT-1-mRNA Expression in Prozent, normalisiert
auf 18S-rRNA-Expression; n=3; * p<0,05 vs. Vehikel.

Wie in der vorigen Untersuchung auch, zeigt sich im Vergleich zwischen der Kontrollgruppe
und den beiden Ceftriaxon-Gruppen keine signifikant erhohte Expression von GLT-1-mRNA,
wihrend die Zellen, welche mit dbcAMP behandelt wurden, signifikant erhohte GLT-1-

mRNA-Expressionswerte zeigen.

Quantitativer Nachweis der GLT-1-mRNA-Expression in Astrozyten der Ratte unter

Ceftriaxon-Behandlung in verschiedenen Ceftriaxon-Konzentrationen

Fiir diese Untersuchung wurden Astrozyten gemél} der unter 2.2.2. beschriebenen Prozedur
mit Ceftriaxon fiir fiinf Tage in Konzentrationen von 1 mM, 100 uM, 10 pM und 1 pM
Ceftriaxon behandelt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, welche anstelle von Ceftriaxon im
gleichen Behandlungszeitraum eine sterile isotone NaCl-Losung (0,9%) gleichen Volumens
erhalten haben.

Nach dem Ablauf der Behandlung wurde aus den Zellen die RNA isoliert und mittels einer
RT-Reaktion in cDNA umgeschrieben. Danach wurde die cDNA wie in unter 2.2.4.
beschriebenen Untersuchungen einer quantitativen Analyse der GLT-1-mRNA- und 18S-
rRNA-Expression unterzogen.

In Abbildung 3.16. ist die graphische Darstellung dieser Untersuchung zu sehen. Die
Expressionsdaten stammen aus drei unterschiedlichen Versuchsansétzen, wobei jede Gruppe

jeweils dreifach vermessen wurde.
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Abbildung 3.16. graphische Darstellung der relativen GLT-1-mRNA Expression in kultivierten Astrozyten,
dargestellt in Prozent, normalisiert auf 18S-rRNA-Expression; n=3.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass keine der hier gewihlten Ceftriaxon-
Konzentrationen zu einer im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant gesteigerten GLT-1-

mRNA-Expression gefiihrt hat.

Nachweis von GLT-1-Protein in Astrozyten der Ratte unter Ceftriaxon-Behandlung

Fiir die hier gezeigten Western blot Untersuchungen wurden primédre Astrozyten der Ratte
nach Erreichen der entsprechenden Konfluenz mit 100 uM Ceftriaxon fiir fiinf Tage
behandelt. Als gleichzeitige Positivkontrolle wurde ein separater Ansatz von Zellen mit
200 pg/ml dbcAMP fiir drei Tage behandelt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, welche
anstelle von Ceftriaxon im gleichen Behandlungszeitraum eine sterile isotone NaCl-Losung
(0,9%) gleichen Volumens erhalten haben.

Die dieser Western blot-Untersuchung zugrundeliegenden Proteingemische wurden aus
jeweils drei verschiedenen Ansitzen gewonnen, wihrend sich die Kontrollgruppe aus zwei
verschiedenen Ansdtzen zusammensetzt. In Abbildung 3.17. sind die untersuchten Gruppen
im Abschnitt des entsprechend belichteten Films zu sehen, der dem GroBenbereich des

GLT-1-Proteins (70 kDa) und dem des GAPDH-Proteins (24 kDa) entspricht.
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Abbildung 3.17. Ausschnittsweise Darstellung des Western blot Films mit
Proteinproben kultivierter Astrozyten, dargestellt sind die
Banden des GLT-1- und GAPDH-Proteins.

Die in Abbildung 3.17. dargestellten Ausschnitte aus dem entsprechend den Vorgaben in
2.2.2. entwickelten Films als Resultat des Western blots auf GLT-1- und GAPDH-Protein
zeigt oben den Ausschnitt, der neben einigen Nebenbanden die Banden des GLT-1-Proteins
bei 70 kDa prisentiert, und unten das Areal des simultanen GAPDH-Nachweises bei 24 kDa.
Wie im Bereich der GAPDH-Bande zu erkennen ist, wurden bei der Beladung des SDS-
PAGE-Gels #dquivalente Proteinmengen verwendet, was sich in homogenen
Bandenintensititen fir GAPDH zeigt. Im Bereich der GLT-1-Banden ist erkennbar, dass sich
die Bandenintensititen zwischen der Gruppe der mit der Vehikellosung behandelten Zellen
und der mit 100 uM Ceftriaxon behandelten Zellen in nur sehr geringem Maf3e unterscheiden.
Weiterhin lédsst sich erkennen, dass die Bandenintensititen der Gruppe der mit 200 pg/ml
dbcAMP behandelten Zellen sehr viel ausgeprigter als in den Gruppen der mit der
Vehikellosung behandelten Zellen und der mit 100 uM Ceftriaxon behandelten Zellen sind.

3.6. Untersuchungen zur Aktivitit des GLT-1-Promotors in Astrozyten
der Ratte unter Ceftriaxon-Behandlung

Untersuchungen zur Transfektion primarer Astrozyten der Ratte

Um Untersuchungen zur Aktivitit des GLT-1-Promotors, wie unter 2.2.2. und 2.2.4.
beschrieben, durchfilhren zu konnen, musste die Eignung der Zellen fiir eine adiquate
Transfektion iiberpriift werden, da die Promotoraktivitit iiber einen mittels Transfektion in die
Zelle gebrachten exogenen Promotor untersucht wird. Da zur Transfektion primérer
Astrozyten der Ratte keine Angaben in der Literatur angegeben waren, wurde mittels
Transfektion eines pEGFP-N1-Plasmids, welches fiir das Endogenous Green Fluorescenting

Protein kodiert, iiberpriift, inwieweit sich unter dem in 2.2.2. beschriebenen Verfahren die
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Zellen transfizieren lassen. Das Ergebnis einer erfolgreichen Transfektion kann dann mittels
der Fluoreszenzmikroskopie verifiziert werden.

In Abbildung 3.18. sind die aus der Fluoreszenzmikroskopie gewonnenen Bilder in einer 100-
fachen VergroBerung zu sehen. Auf der rechten Seite ist eine Zellpopulation zu sehen, welche
als Negativkontrolle anstelle des pEGFP-NI-Plasmids mit einem entsprechenden Leer-

Plasmid bei sonst identischer Methodik transfiziert wurde.

PEGFP-N1 PCEP4

Abbildung 3.18. Fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahme von kultivierten Astrozyten, die mit dem pEGFP-N1-
Vektor (links und Mitte) oder mit dem pCEP4 Leer-Vektor (rechts) transfiziert wurden
(VergroBerung 100x).

Wie in der Abbildung 3.18. zu sehen ist, konnte bei zahlreichen Zellen, eine deutliche
Griinfarbung unter entsprechender Fluoreszenzanregung beobachtet werden, was eine
erfolgreiche Transfektion mit dem pEGFP-N1-Plasmid beweist. Bei einer ebenfalls
durchgefiihrten Transfektion der Zellen mit einem entsprechenden Leer-Plasmid war dagegen
keinerlei griine Fluoreszenz feststellbar. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die
verwendeten Astrozyten einer chemischen Transfektion nach der in dieser Arbeit

verwendeten Methode zugénglich sind.

Klonierung und Sequenzierung des GLT-1-Promotors der Ratte

Der GLT-1-Promotor wurde entsprechend den unter 2.2.4. aufgefiihrten Vorgaben kloniert.
Da in der Literatur und in entsprechenden Datenbanken die Sequenz des GLT-1-Promotors
der Ratte noch nicht beschrieben wurde, ist an dem entsprechenden Promotorklon eine
Sequenzanalyse durchgefiihrt wurden. In Abbildung 3.19 ist die vollstindige Sequenz des
Promotors mit einer Grofle von 1288 Basen upstream des translationalen Startpunkts

aufgefiihrt.
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Unter der Kennung DQ489741.1 GI:94958152 ist diese Sequenz in der ,,NCBI gene-bank*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=94958152) veroffentlicht

worden.

GTTGGTGGAA
GGGGGTTAGG
AGAGAGAGAT
ATATAGACGA
GCTGGGTCGC
CCCCATCCCA
GCAGATGTCC
GCATCCCGGG
AAGAAACAAT
CGGACTACCG
ACTGGTGGGG
CGGTTAAAGA
GAGCGATCGC
CGGCGCCGAG
ACGCGCACGC
GGTGACGGCC
CAGGACGCAG
GTAAGATCCC
CGCGCGCGGT
GGCGCTAAGG
CCGCTCCCCG
GGGAGGAGGG

GAGATACGTC
AGAGAGAGAG
TATGGCCTCC
ATGATCGAAT
GGTTCCTTCC
GAAGTGGTAG
AGGGAGTGAT
TCTCAGCACT
AGCGACTCCT
GCAGAGCCTT
GGAGGGACAA
AGTCGCCCCA
CTGCAAATCC
CCAGGGCGCA
ACGCACACAC
ACTCGTGGTA
GGAGCGTGTT
CGTAGCTCCT
GGAAAGCCAG
GCTTACCCAG
CCGCACTCCG
GTCGTTCACC

TCCAGCACTT
AGAGAGAGAG
CTCACACCCC
GTCCGGGATT
GGCCACCTGA
GATGAGGGTG
GGGGACCGCC
TGGCCCAGCA
TAGACCCTGG
TTTTTTTTTT
CAGAAGAGGG
GGCTGAGGCT
CCAGCTCCGG
GCAGCCTCCA
TCCCCCGCAC
CGGGTCTGCC
CCTGCAGCCC
CTCGGAGCGC
GACGTGGATT
GAGGGGGGTG
GGCTCACCCA
ACGCCATG

GGCCTGGGGA
AGAGAGAGAG
GCCCGCCCTC
TATTCGGGCC
GTGTTTCTGC
GGTGTGCCGG
AAGGCTTCTIC
CAGGGTGACC
GATCCTGCCA
TTTTTTTTTT
ACAGCGTCTA
CGGGTGATGT
CGGGGCTAAA
CCGCCTCCCC
TCGCACTCCC
CCGCGGCGAA
TGCGACCAGC
TGGCCGCGAG
AGCGCCCGCA
CGAGGGCGGA
GCTCGTCGCC

GTGGGGGTGG
AGAGAGAGAG
GGAGAACCAC
CCGGCGATGA
AGCTCAGATT
TCTGTGTGAT
CAAGGATTGG
CGGGGCCACT
CTGGCTGTCC
TGGTTAATTT
AAGATGGGGG
CAGCTCTGGA
CCTTGCAATC
CGGCGCGCAC
GGCCTTCCCC
GCACAGACAC
GCGACCTTGC
CCGTTCACGG
GCAGCCTCCG
GAGAGGCTGC
ACTGTCTCCA

GGGTGGGAGT
AGAGAGAGAG
ATTAATATTA
AGGACCCGCA
CTGTGGGACT
GTGAGCACGA
GGACGGAGGG
CGGACGCGAG
AAAGCGTTCC
ATGACTGGAG
GCAGGGGCAA
CAAAAATAGA
CCTCTTCGGC
ACACCAGCAC
AATCCCGCTIC
AGGTGGCGGC
AGGAGCCGGT
GAACGCGGAC
CGCGCGCCGA
CCGTTAAATA
GACCGTGCCC

Abbildung 3.19. Sequenz des GLT-1-Promotors der Ratte mit endstdndigem Transkriptionsstartpunkt ATG.

Untersuchungen zur Aktivitit des GLT-1-Promotors in priméren Astrozyten der Ratte

unter Ceftriaxon-Behandlung

Nachdem in einem Vorversuch mittels Transfektion des pEGFP-N1-Plasmids in kultivierten
Astrozyten die Transfektionsfihigkeit der Zellen gezeigt werden konnte, wurde die Aktivitit
des GLT-1-Promotors in diesem Zellsystem unter Ceftriaxon-Behandlung untersucht. Die
Zellen wurden geméll dem unter 2.2.2. beschriebenen Protokoll mit dem zuvor klonierten
GLT-1-Promotor transfiziert und danach entsprechend mit 100 uM Ceftriaxon, mit einem
dquivalenten Volumen an 0,9% NaCl als Negativkontrolle oder mit 200 ug/ml dbcAMP als
Positivkontrolle behandelt. Im Anschluss an die Behandlung wurden die Zellen entsprechend
den Vorgaben aufbereitet und die relative Luciferase-Aktivitit (RLA) als Mal} fiir die
Aktivierung des GLT-1-Promotors gemessen. In Abbildung 3.20. sind die Ergebnisse dieser

Untersuchung dargestellt. Pro Behandlungsgruppe wurden drei Ansitze untersucht.
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20

RLA

0-
Vehikel 100 uM Cef dbcAMP

Abbildung 3.20. Graphische Darstellung der relativen Renilla-Luciferase Aktivitit (RLA) in transfizierten
Astrozyten der Ratte; n=3; * p<0,05 vs. Vehikel.

In der Abbildung 3.20. ist eine im Vergleich zur Kontrollgruppe fast um das Doppelte erhohte
Aktivitit des GLT-1-Promotors in den Zellen, welche einer dbcAMP-Behandlung unterzogen
wurden, zu beobachten, wobei dieser Unterschied nach statistischer Berechnung mit p<0,05
als signifikant eingestuft werden kann. Kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur
Kontrollgruppe findet sich dagegen in der Aktivitit des GLT-1-Promotors bei den mit

Ceftriaxon behandelten Zellen.

3.7.  Untersuchungen zur Glutamataufnahme in Astrozyten der Ratte
unter Ceftriaxon-Behandlung

Um die Aktivitidt von transmembranédren Transportern bestimmen zu konnen, kann man auf
radioaktiv markierte Substrate, welche spezifisch fiir den untersuchten Transporter sind,
zuriickgreifen. In dieser Untersuchung wurden primire Astrozyten, die gemill den
Vorschriften unter 2.2.1. fiir fiinf Tage entweder mit 1 uM Ceftriaxon, mit 10 pM Ceftriaxon
oder mit 100 uM Ceftriaxon behandelt wurden, im Anschluss an diese Behandlung mit
Glutaminsiure inkubiert, bei der die "H-Protonen des Grundgeriistes der Aminosdure durch
isotope “H-Atome ausgetauscht wurden. Nach der Inkubationszeit von 10 Minuten wurde der
Uberstand entfernt und nach Zelllyse die aufgenommene Glutamatmenge iiber die Messung
der emittierten B-Strahlung im Lysat bestimmt. Eine parallel durchgefiihrte Proteinmessung in
den Lysaten stellte eine homogene Verteilung der Zellen in den einzelnen

Behandlungsgruppen sicher. In Abbildung 3.21. sind die Ergebnisse dieser Untersuchung,
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einschlieBlich der gleichzeitig durchgefiihrten Messung an einer nur mit 0,9% NaCl gleichen
Volumens als Kontrolle behandelten Zellpopulation sowie einer mit 200 pg/ml dbcAMP als
Positivkontrolle behandelten Zellpopulation aufgefiihrt. Die Werte sind dabei als relative
Radioaktivitdt, normalisiert auf die Radioaktivitit der Vehikel-behandelten Gruppe,

dargestellt.
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Abbildung 3.21. Graphische Darstellung der relativen Aktivitét der Lysate von kultivierten Astrozyten in Prozent;
n=4; * p<0,05 vs. Vehikel; ** p<0,01 vs. Vehikel.

Jede Untersuchungsgruppe umfasste jeweils vier Ansdtze von jeweils unterschiedlichen
Zellpopulationen. Wie aus der Abbildung 3.21. zu ersehen, fiihrt eine Ceftriaxon-Behandlung
fiir finf Tage in einer Konzentration von 10 uM und 100 uM ebenso wie eine dreitigige
dbcAMP-Behandlung zu einer signifikant erhohten Radioaktivitidt im Zelllysat und damit zu

einer erhohten Glutamataufnahme.
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4. Diskussion

Betrachtet man die Maoglichkeiten einer pharmakologischen Intervention nach einem
Schlaganfall, so muss man konstatieren, dass sich diese zur heutigen Zeit auf die Option einer
raschen medikamentdsen Revaskularisierung mittels Fibrinolytika beschrinken (Stingele
2006). Trotz vieler Jahre intensiver Forschung ist man einem Wirkstoff, der in der Akutphase
nach einem Schlaganfall gegeben werden kann und der die Mortalitdt, das Ausmal} des
neurologischen Schadens oder die Grofle des geschidigten Areals positiv im Sinne des
Patienten beeinflussen kann, noch nicht ndher gekommen. Zwar verbesserte eine Vielzahl von
Stoffen die neurologische Situation im Tierversuch, doch erwiesen sich diese potentiellen
Medikamente letztendlich nicht als effektiv im klinischen Test (Cheng 2004; Meisel 2004;
Onal 1997) oder vermochten die akute Mortalitit im Tierversuch beziehungsweise in einer
klinischen Studie nicht zu verbessern (Meisel 2004; Onal 1997).

Bei der Uberlegung, wie eine Substanz wirken muss, damit sie die Mortalitit, das Ausmal} des
neurologischen Schadens oder die Grofe des durch den Schlaganfall geschiddigten Areals
positiv beeinflussen kann, kommt man grundsitzlich auf zwei verschiedene, mogliche
Strategien. Wihrend die erste Strategie iiber eine schnelle Wiederherstellung der Perfusion
nach einem ischidmischen Verschluss auf eine Reduktion des neurologischen Schadens und
die Grofe der infarzierten Areals zielt (Schaller 2004), hat die zweite Strategie weniger die
Ursache des ischdmischen Infarkts, sondern vielmehr die biochemischen und metabolischen
Verinderungen, die in Folge des sistierten Blutflusses im Schadensgebiet auftreten, im Visier
(Mehta 2007).

Bei diesen biochemischen und metabolischen Veridnderungen handelt es sich um eine
Vielzahl komplexer und miteinander verkniipfter Prozesse der Apoptose, der Inflammation,
des oxidativen Stresses, der neurovaskuldren Schiadigung, der Genese elektrophysiologischer
Abnormitidten sowie der durch Glutamat vermittelten Exzitotoxizitdt (Mehta 2007; Dirnagl
1999). Uber eine exogen vermittelte Beeinflussung dieser Prozesse miisste den Neuronen die
Moglichkeit gegeben werden, eine ischdmische Phase und deren Folgen besser zu tolerieren,
so dass sich auf diesem als Neuroprotektion bezeichneten Wege die Schiden nach einem
Schlaganfall reduzieren lassen.

Eine weitere Moglichkeit, die zwar weniger Einfluss auf das AusmalBl des neurologischen
Schadens und die GréBe des Infarktvolumens hat, dafiir aber bei der Mortalitiit infolge von

Begleitinfektionen nach einem Schlaganfall eine umso bedeutendere Rolle spielt, ist eine
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effektive antibiotische Wirkung der potentiellen Substanz, welche die klinischen Folgen einer
durch den Schlaganfall induzierten Immunsuppression senken kann (Meisel 2004).

Gerade der an zweiter Stelle genannte Mechanismus der Neuroprotektion ist iiber die Jahre
durch eine Vielzahl von Untersuchungen genauer beleuchtet worden (Mehta 2007). Eine
wichtige Komponente im Konzept der Neuroprotektion ist dabei die Prédvention oder
Reduktion exzitotoxischer Effekte, die durch erhohte extrazelluldre Konzentrationen des
exzitatorisch wirkenden Glutamats bedingt sind (Hazell 2007).

Da sich durch einige Veroffentlichungen in der letzten Zeit die Hinweise gemehrt haben, dass
Ceftriaxon iiber eine Modulation des GLT-1-Systems im Gehirn eine potentielle
Neuroprotektion vermitteln kann (Rothstein 2005; Chu 2007), wurde in dieser Arbeit unter
anderem untersucht, welchen Einfluss Ceftriaxon auf die Akutmortalitit, die neurologische
Situation und die GroBe des infarzierten Areals nach einem Schlaganfall in vivo hat.

Dazu wurden Ratten einem als middle cerebral artery occlusion (MCAQ) bezeichneten
Eingriff unterzogen, der zu einer lokalen Ischimie und einem daraus resultierenden
ischdmischen Schaden im Gehirn der Tiere fiihrt. Der Nachweis der Wirksamkeit des
Verschlusses der Arteria cerebri media durch die in dieser Arbeit verwendeten Methode
konnte sowohl durch eine, an einzelnen Tieren exemplarisch angewendeten, MRT-gestiitzten
Angiographie der zerebralen Gefdfle und als auch durch die regelhaft durchgefiihrte
transkranielle, Laser-basierte Dopplermessung des zerebralen Blutflusses erbracht werden.
Bei beiden Methoden zeigt sich nach dem Platzieren des Fadens im Gefil} eine Reduktion des
Blutflusses, welche jedoch nach Entfernen des Fadens reversibel war.

Um sicherzustellen, dass eventuelle Unterschiede in Akutmortalitit, InfarktgroBe und
neurologisch-funktionellem Defizit nicht auf mogliche Stoffwechselverinderungen wihrend
des MCAO-Eingriffs zuriickzufithren sind, wurde ein peri-operatives monitoring von
Stoffwechselparametern im Blut durchgefiihrt, bei dem jedoch keine Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen beobachtet werden konnten.

Ein wichtiges Kriterium zur Uberpriifung moglicher neuroprotektiver Wirkungen von
Ceftriaxon ist die Bestimmung der Akutmortalitit oder akuten Sterblichkeit im Vergleich
zwischen den Behandlungsgruppen. Der Terminus ,akut’ bezieht sich dabei auf den Zeitraum
von 24 Stunden nach dem Eingriff.

Die erhobenen Daten zur Akutmortalitit nach einem MCAO-Eingriff sind in Tabelle 3.2.
aufgefithrt und zeigen, dass in den Gruppen der mit Ceftriaxon behandelten Tiere eine
signifikant verringerte Sterblichkeit nach einem MCAO-Eingriff im Vergleich zur

Kontrollgruppe zu beobachten war. Auffillig bei dieser Untersuchung war weiterhin die
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Tatsache, dass in der Gruppe von Tieren, welche nur post-operativ nach dem MCAO-Eingriff
Ceftriaxon erhalten haben, kein einziges Tier innerhalb von 24 Stunden nach dem Eingriff
verstorben war. Dieses Ergebnis konnte durch interne Untersuchungen an einer Gruppe von
weiteren acht Tieren bestétigt werden, die nach einem MCAO-Eingriff tiaglich 200 mg/kg KG
Ceftriaxon erhalten hatten. Von dieser Gruppe, die vier Wochen lang nach der MCAO-
Operation observiert wurde, starb ebenfalls kein Tier. Da hier aber keine Ergebnisse zum
Langzeitiiberleben einer Kontrollpopulation erhoben wurden, erlauben diese zuletzt
genannten Daten jedoch keine vergleichenden Aussagen.

Stellt man diese Werte bereits publizierten Mortalititsdaten anderer Arbeitsgruppen
gegeniiber, so ergibt sich ein widerspriichliches Bild. So konnte in Untersuchungen zum
Einfluss der neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthetase auf die Uberlebensrate nach einer
zerebralen Ischidmie festgestellt werden, dass in der Gruppe der Tiere mit einem MCAO-
Eingriff tiber 120 Minuten von 53 Ratten des verwendeten Wistar-Stammes 15 Tiere
innerhalb 24 Stunden nach dem Eingriff verstorben waren, was einer Mortalitétsrate von 28%
entspricht (Vannucchi 2007). Dieser Wert liegt ungefihr auch im Bereich der in dieser Arbeit
beobachteten Mortalitétsrate von 34,5% in der Vehikel-behandelten Gruppe. Verwendet man
zum Vergleich der in dieser Arbeit gefundenen Mortalitéitsraten dagegen Daten aus einem
Tierexperiment, welches den protektiven Einfluss von Endothelin-Antagonisten nach einem
120-miniitigen MCAO-Eingriff in Ratten untersucht, so findet man hier in der Kontrollgruppe
nach 24 Stunden eine Mortalititsrate von 71,4%, wihrend sich die Mortalititrate der
Behandlungsgruppe mit 33,3% nahezu halbierte (Matsuo 2001). Im Vergleich zur hier
diskutierten Arbeit liegen beide Werte hoher, was seine Ursache in der unterschiedlichen
Dauer des Verschlusses der Arteria cerebri media haben kann.

Neben der Berechnung der post-ischdmischen Akutmortalitit wurde zur Evaluation moglicher
Ceftriaxon-Effekte nach einem Schlaganfall auch die Diagnose und Bewertung neurologisch
manifester Schiaden und Ausfille herangezogen.

Beim Menschen umfasst eine klinisch-neurologische Untersuchung zur Diagnose und
Bewertung neurologisch manifester Schiden und Ausfille eine Vielzahl von Tests, die unter
anderem Reflexe, Muskelfunktionen und kognitive Leistungen erfassen sollen (Kasner 2006;
Goldstein 2005). Bei einem Tier, welches durch einen MCAO-Eingriff einem experimentell
induzierten Schlaganfall erlitten hat, werden ebenfalls standardisierte Tests verwendet, bei
denen entsprechend eines Untersuchungsbefundes fiir einzelne Tests Punkte nach festgelegten
Bewertungskriterien vergeben und spiéter zusammengefasst werden. Die Zusammenfassung

der Einzelpunkte zu einem Gesamt-score erlaubt dann im Sinne der Reproduzierbarkeit und
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Vergleichbarkeit eine Aussage zum Ausmal} funktioneller Schidigungen des Gehirns im
Vergleich zu anderen Tieren (Durukan 2007).

In Abbildung 3.3. sind die Ergebnisse der neurologisch-funktionellen Evaluation dargestellt.
Wie es fiir den Schein-Eingriff nicht anders zu erwarten war, liegen die erreichten
Bewertungspunkte bei den entsprechenden Tieren nahe dem Maximalwert von 18. Dies héngt
damit zusammen, dass bei einem Schein-Eingriff zu keiner direkten Schidigung des Gehirns
kommt, da die zerebrale Blutversorgung durch das Priparieren der Karotiden nicht
unterbrochen wird. Die geringfiigig unter dem Maximalwert liegenden Bewertungspunkte
konnen auf die post-operative Analgesierung oder durch Beeintridchtigungen der Motorik oder
Sensorik infolge des Wundareals am Hals der Tiere zuriickgefiihrt werden.

In den Gruppen, die einer MCAO-Operation unterzogen wurden, zeigten sich dagegen
schwere Beeintrichtigungen der neurologisch-funktionellen Leistungen des Gehirns, die ihre
Ursache in der 90-miniitigen Unterbrechung der Blutzufuhr in der Arteria cerebri media
haben. Dementsprechend sind die scores fiir die einzelnen Gruppen im Vergleich zur nur
Schein-operierten Kontrollgruppe mit gleicher Therapie signifikant niedriger. Der quantitativ
schlechteste Durchschnitt, was gleichbedeutend mit den in ihrem AusmaB schwersten
funktionellen Schidigungen war, wurde in der Gruppe von Tieren erzielt, die nur mit NaCl-
Losung behandelt wurden und einem MCAO-Eingriff unterzogen wurden. Deutlich bessere
Ergebnisse konnten im Vergleich dazu bei den Tieren festgestellt werden, die ebenfalls einem
MCAO-Eingriff unterzogen wurden, jedoch pri-operativ oder post-operativ Ceftriaxon
erhalten haben. Diese zeigten in der Auswertung signifikant weniger neurologisch-
funktionelle Einschrinkungen, was sich in einer erhohten Punktzahl der Bewertungsskala
zeigt. Somit fiithrt die Ceftriaxon-Behandlung neben einer geringeren Sterblichkeit auch zu
einer Verbesserung der funktionell-neurologischen Situation nach einem MCAO-Eingriff.
Dabei zeigte sich, in Analogie zu den Ergebnissen der Akutmortalitit, der Vorteil einer erst
nach der Schlaganfall-Induktion durchgefiihrten Ceftriaxon-Behandlung im Vergleich zur
bereits vor dem Eingriff durchgefiihrten Ceftriaxon-Gabe.

Als weiteres Kriterium zur Beurteilung moglicher neuroprotektiver Effekte von Ceftriaxon
wurde neben der Mortalitétsberechnung und der Bewertung der neurologischen Defizite nach
dem MCAO-Eingriff auch die Groe bzw. das Volumen des geschéddigten Areals im Gehirn
der Tiere herangezogen. Die Bestimmung der Ausdehnung des ischimischen Schadens kann
sowohl im lebenden Tier als auch im zuvor getoteten Tier erfolgen. Wéhrend eine post
mortem-Untersuchung mittels Vitalfirbung am préparierten und in Schnitten gleicher Dicke

zerteilten Gehirn den Vorteil eines geringen apparativen Aufwand mit sich bringt (Bederson
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1986, Goldlust 1996, Lundy 1986), haben radiologische Untersuchungen mithilfe der
Magnetresonanztomographie (MRT) am lebenden Tier unter anderen den Vorteil einer sehr
viel genaueren Volumenberechnung (Weber 2006).

Nachdem durch Vorversuche die sichere Darstellung des post-ischdmischen Schadens im
Gehirn mittels MRT gezeigt werden konnte, wurde an allen Tieren, die einem MCAO-
Eingriff unterzogen wurden, nach 48 Stunden eine MRT-Untersuchung durchgefiihrt. In
Abbildung 3.5. sind in Form von Diagrammen die Ergebnisse der MRT-gestiitzten
Bestimmung der Infarktvolumina bei verschiedenen Versuchsgruppen zusammengefasst.
Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den
einzelnen Behandlungsgruppen.

Somit stehen die Ergebnisse der Bestimmung des Infarktvolumens im Dissens zu den zuvor
dargelegten Resultaten der Mortalititsberechnung und der Bewertung des neurologischen
Schadens nach MCAO-Eingriff, auch wenn die Mittelwerte der Infarktvolumina in der
Gruppe der Tiere, welche erst nach dem MCAO-Eingriff einmalig Ceftriaxon erhalten haben,
tendenziell geringer ausfallen als in den beiden anderen betrachteten Gruppen.

Inwiefern letztlich aber eine positive Korrelation zwischen der GroBe des geschéddigten Areals
und dem AusmaB an neurologischen Defiziten besteht, wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. So finden sich auf der einen Seite Arbeiten, die sowohl beim Menschen
(Schiemanck 2006; Schiemanck 2005; Saver 1999) als auch bei der Ratte (Nedelmann 2007)
eine direkte Korrelation zwischen Infarktvolumen und funktionell-neurologischen Schaden
zeigen konnten. Auf der anderen Seite sind Ergebnisse aus MRT-Untersuchungen publiziert
worden, die radiologisch evaluierte Befunde im Gehirn von Ratten ohne korrespondierende
sensomotorische Defizite gefunden haben (Wegener 2005).

So ldsst in einer ersten Zusammenfassung der bisher diskutierten in vivo-Daten auf der einen
Seite unter Ceftriaxon-Behandlung eine signifikante Reduktion der Mortalitit nach MCAO
bei gleichzeitiger Verbesserung der neurologischen Situation feststellen, jedoch kann man auf
der anderen Seite keine radiologisch evaluierte Reduktion des Infarktvolumens unter
Ceftriaxon-Gabe beobachten.

Vergleicht man diese in vivo-Ergebnisse mit den eingangs dieser Arbeit aufgestellten
Hypothesen zur Beeinflussung von Mortalitit, neurologischer Situation und Infarktvolumen
mittels Ceftriaxon, so wird man feststellen dass die Hypothesen bestitigt werden konnten, die
fir Ceftriaxon einen positiven Effekt auf die neurologische Situation sowie die

Uberlebensrate nach einem MCAO-Eingriff formulierten.
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Somit sind positive Effekte des Ceftriaxons bei einem experimentell induzierten Schlaganfall
im Tier zu beobachten, jedoch fehlt zu diesem Zeitpunkt eine schliissige Erkldrung fiir die
Verbesserung der Mortalitit beziehungsweise der neurologischen Situation.

Postuliert man einen fibrinolytischen oder durchblutungsférdernden Effekt von Ceftriaxon, so
miisste man durch die Verbesserung der Perfusion jedoch eine Reduktion des Infarktvolumens
erwarten konnen, so dass ein Einfluss von Ceftriaxon auf die Perfusion im Schadensgebiet als
unwahrscheinlich gilt.

Ebenso scheint die antibiotische Wirkung des Ceftriaxons nicht allein die beobachtete
Verbesserung der neurologischen Situation und die Senkung der Mortalitét zu erklidren. Dass
Antibiotika in der Lage sind, die Mortalitit nach einem Schlaganfall zu senken, ist aus
tierexperimentellen Untersuchungen und aus der klinischen Praxis bekannt. So ist
beschrieben, dass es infolge eines Schlaganfalls zu einem als ,stroke induced
immunosuppression syndrome (SIDS)“ bekannten Phdnomen der schnellen und
langwirksamen Suppression der zelluldren Immunantwort kommen kann (Meisel 2005; Prass
2003), die fiir das Auftreten lebensbedrohlicher Infektionen wie Pneumonien in der akuten
Phase nach Schlaganfall verantwortlich ist. Tierexperimentelle Untersuchungen konnten
beispielsweise einen protektiven Effekt von Moxifloxacin in der Dosis von 600 mg/kg KG in
einem Modell des induzierten Schlaganfalls in der Maus zeigen (Meisel 2004). Im Gegensatz
zu den hier beschriebenen Effekten auf die Mortalitit, die sich bereits 24 Stunden nach
Induktion des Schlaganfalls manifestierten, fiithrte in den von Meisel et al. durchgefiihrten
Versuchen die Behandlung mit dem antibiotisch wirkenden Therapeutikum jedoch erst nach
drei beziehungsweise fiinf Tagen zu einer signifikanten Senkung der Mortalitit und einer
Verbesserung der neurologischen Situation (Meisel 2004). Diese verzogerte Wirkung kann
sehr gut mit der Verhinderung schwerer Infektionen durch das Antibiotikum im Rahmen des
SIDS erkldrt werden. Da in dieser Arbeit aber die Mortalitit bereits nach 24 Stunden
bestimmt wurde, kann ausgeschlossen werden, dass eine Priavention von Folgeinfektionen im
Zusammenhang mit einem sich entwickelnden SIDS der alleinige Grund fiir die Verbesserung
der Uberlebenswahrscheinlichkeit durch Ceftriaxon ist. Dass Ceftriaxon in Studien mit
lingeren Beobachtungsdauern nach MCAO den Verlauf eines SIDS positiv beeinflussen
kann, steht aufgrund seiner antibiotischen Eigenschaften gegeniiber einem breiten Spektrum
von Erregern klinisch relevanter Infektionen aufer Frage, nur erklirt seine antibiotische
Wirkung nicht die in dieser Arbeit gefundenen in vivo-Ergebnisse.

Die bis jetzt gefundenen Resultate lassen sich jedoch mit einer moglichen Neuroprotektion

iiber den Eingriff in die Glutamathomdostase durch Ceftriaxon in Einklang bringen. Wenn
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Ceftriaxon, wie in der Hypothese formuliert und in der Literatur bereits publiziert (Rothstein
2005), in der Lage ist, den astrozytidren Glutamattransporter GLT-1 zu beeinflussen, so kann
iiber die verringerte extrazellulire Glutamatkonzentration und eine Verminderung von
exzitotoxischen Wirkungen auf die Neuronen eine Neuroprotektion stattfinden, die sich nicht
zwingend in einem verringerten Infarktvolumen, wohl aber in einer verringerten Mortalitit
und einer verbesserten neurologischen Situation duflern wiirde.

Um die These vom Finfluss des Ceftriaxons auf das GLT-1-System belegen zu konnen,
wurden unter Beriicksichtigung der Arbeiten von Rothstein et al. (Rothstein 2005) die GLT-1-
mRNA-Expression und der GLT-1-Proteingehalt in Gehirnen entsprechend mit Ceftriaxon
behandelten Tieren untersucht. Dabei wurde sich sowohl bei der Dosierung von Ceftriaxon als
auch der Behandlungsdauer an die Vorgaben aus der Arbeit von Rothstein et al. orientiert
(Rothstein 2005). Somit wurden Ratten, die mit 200 mg/kg KG Ceftriaxon i.p. oder einem
identischen Volumen an NaCl-Losung i.p. behandelt wurden, die Gehirne entnommen und in
diesen die Expression von GLT-1-mRNA und der Gehalt von GLT-1-Protein untersucht.

In Abbildung 3.6. sind die Daten zur Expression der GLT-1-mRNA in verschiedenen
Hirnarealen von Ceftriaxon-behandelten Ratten und von Kontrolltieren dargestellt. Wie in
dieser Abbildung ersichtlich ist, konnte in keinem der untersuchten Hirnareale ein
signifikanter Unterschied in der relativen GLT-1-mRNA-Expression zwischen den
Ceftriaxon-behandelten Tieren und den Tieren der Kontrollgruppe festgestellt werden.
Auffillig ist die, unabhingig von der Vorbehandlung der Tiere, regional unterschiedliche
Verteilung der relativen GLT-1-mRNA-Expressionen. So finden sich in Stammhirn und
Striatum hohere Expressionswerte als im frontalen Cortex, Hypothalamus und Hippocampus,
wihrend die Amygdala ihrerseits wiederum geringere Expressionswerte als die vorgenannten
Hirnareale zeigt. Dies steht im Widerspruch zu bisher in der Literatur veroffentlichten Daten,
die entweder auf eine homogene Verteilung des GLT-1-Subtyps im Gehirn hinweisen
(Robinson 1998) oder eine stirkere Expression im Vorderhirn vermuten lassen (Lehre 1995).
Gerade der letztgenannte Befund konnte mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen nicht bestitigt werden, da hier fiir den frontalen Cortex und den
Hypothalamus als ,,Bestandteile* des Vorderhirns im Vergleich zum Stammbhirn und Striatum
geringere Expressionswerte fiir GLT-1 mRNA gefunden wurden.

Wie in Abbildung 3.7. erkennbar, zeigt sich bei der Untersuchung des Gehalts von GLT-1-
Protein im Gehirn der Ratte nach einer Ceftriaxon-Behandlung ein @hnliches Bild. Auch hier
lassen sich keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen feststellen, die auf eine

Beeinflussung des GLT-1-Protein-Gehalts in verschiedenen Hirnarealen durch Ceftriaxon
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hindeuten. Es finden sich zwar Unterschiede in der Bandenstidrke des GLT-1-Proteins in den
einzelnen Arealen, doch ergeben sich keine Unterschiede zwischen den jeweiligen
Behandlungsgruppen.

Anders als bei den Untersuchungen zur Expression der GLT-1-mRNA stehen die Ergebnisse
zum Gehalt von GLT-1-Protein im Gehirn der Ratte nach einer Ceftriaxon-Behandlung in
Ubereinstimmung zu bereits publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen. So konnten
Lipski et al., die sich ebenfalls mit moglichen neuroprotektiven Effekten von Ceftriaxon im
Schlaganfall beschiftigt haben, im Western blot keinerlei Unterschiede in der Konzentration
von GLT-1-Protein im isolierten Hippocampus oder in hippocampalen Schnitten unter einer
Ceftriaxon-Behandlung feststellen (Lipski 2007).

Da somit auch auf dieser Ebene in vivo keine Anhalte fiir eine transkriptionelle oder
translationale Regulation des GLT-1-Glutamattransporters gefunden wurden, die als
Erkldarung fiir die signifikante Mortalititssenkung und die deutliche Verbesserung der
neurologisch-funktionellen Situation in Ratten nach MCAOQO dienen konnen, wurden in einem
weiteren Schritt Untersuchungen auf zellulirer Ebene durchgefiihrt. Dazu wurden als
Untersuchungsobjekt kultivierte Astrozyten der Ratte verwendet, da sich der GLT-1 fast
ausschlieBlich auf dieser Zellpopulation im Gehirn befindet (Milton 1997).

Fir die Zellkultur wurden die Gehirne neonataler Ratten aufbereitet und die darin
enthaltenden Astrozyten isoliert und kultiviert, wobei sich das Protokoll der Gewinnung und
Kultivierung an Prozeduren orientierte, die in einer Arbeit iiber die Gewinnung und
Kultivierung post-mortaler humaner Astrozyten veroffentlicht wurden (De Groot 1997).

Die Identifizierung der gewonnenen Zellen erfolgte mittels Immunfluoreszenz-Nachweis des
fast ausschlieBlich in Astrozyten vorkommenden Strukturproteins glial fibrillary acidific
protein (GFAP). Dieses Protein wird sowohl in der Pathologie als Marker fiir Zellspezies
glialen Ursprungs als auch in der Grundlagenforschung zur Identifizierung von Astrozyten
verwendet (Eng 2000). Auf einen gleichzeitigen Nachweis neuronaler Markerproteine wurde
verzichtet, da Neuronen sich zum Zeitpunkt der Priparation und Gewinnung der Zellen
bereits in einer dauerhaften Go-Phase befinden und sich somit nicht mehr teilen und
vermehren konnen (Yang 2007). Aus diesem Grund werden eventuell mit in der
Astrozytenkultur kultivierte Neuronen aufgrund der fehlenden Proliferationsfihigkeit schnell
von den Astrozyten iiberwachsen, zumal die in der Zellkultur verwendeten Medien und
Bedingungen nicht auf die in Kultur sehr viel empfindlicheren Neuronen abgestimmt sind.
Die Protokolle zur Priparation und Kultur endothelialer Zellen aus dem Gehirn, welche

ebenfalls als Kontaminante in einer Astrozytenkultur in Frage kommen konnen, unterscheiden
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sich von den Bedingungen der beschriebenen Astrozytenpridparation und -kultur sowie bei
lichtmikroskopischer Betrachtung (Shi 1994), so dass diese Zellen als mogliche
»Verunreinigung® auch nicht in Betracht kommen und somit nicht {iber entsprechende
Methoden identifiziert werden mussten. Die ebenfalls in Erwigung zu ziehenden Mikroglia-
Zellen sind in ,,Astrozyten-angereicherten* Kulturen in aller Regel zu finden (Saura 2007),
wobei diese Zellen in der Regel kein GFAP besitzen (Saura 2007), jedoch in der Lage sind ,
den GLT-1 zu exprimieren (Persson 2005). Auf eine Betrachtung dieses Zelltyps wurde
jedoch ebenfalls verzichtet, da durch entsprechende GFAP-Untersuchungen wéhrend der
Zellpassagen verifiziert werden konnte, dass die Kulturen als iiberwiegend aus Astrozyten
bestehende Kulturen betrachtet werden konnen.

Fiir eine erste, orientierende Untersuchung mittels RT-PCR wurde den Zellen Ceftriaxon
zugesetzt, um zu diesem Zeitpunkt der Untersuchungen schon mogliche Effekte von
Ceftriaxon zu erkennen. In Analogie zu den in vivo-Untersuchungen wurde sich auch bei den
in vitro-Experimenten an die Dosierungen und Behandlungszeitraume von Rothstein et al.
orientiert, bei denen Effekte auf die Expression von GLT-1-mRNA und auf den Gehalt von
GLT-1-Protein beschrieben worden sind (Rothstein 2005).

Bei bloBem Betrachten fillt zwischen der Negativkontrolle und der mit Ceftriaxon
behandelten Gruppe keine deutliche Expressionssteigerung der GLT-1-mRNA auf. Eine
dezidierte Aussage beziiglich einer moglichen Expressionsverdnderung kann man bei dieser
Methode aufgrund ihres qualitativen Charakters jedoch nicht treffen. Eine weiterhin in der
Literatur beschriebene Beobachtung, dass im Vergleich zu kultivierten Hirnschnitten isoliert
kultivierte Astrozyten eine nur geringe Expression von GLT-1-mRNA zeigen (Kimelberg
2000), kann ebenfalls aufgrund des rein qualitativen Charakters der hier verwendeten PCR-
Methode nicht weiter verifiziert werden.

Eine Untersuchung verschiedener zelluldrer Proteine in den isolierten Zellen mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie ergab verschiedene Ergebnisse.

Zum einem konnte durch der Verwendung von anti-GFAP-Antikorpern ein nochmaliger
Nachweis erbracht werden, dass es sich bei den verwendeten Zellen um Astrozyten handelt
(Eng 2000).

Weiterhin konnte in diesem Experiment ebenfalls bestitigt werden, dass die Zellen den
GLT-1-Glutamattransporter exprimieren.

Durch die Verwendung einer Ceftriaxon-behandelten Zellpopulation, einer Vehikel-

behandelten Negativkontrolle sowie einer dbcAMP-behandelten Positivkontrolle sollte die
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Moglichkeit geschaffen werden, das GLT-1-Signal in den verschiedenen Gruppen
miteinander zu vergleichen.

Ein Vergleich der Signale fiir das GLT-1-Protein zeigt, von einigen punktuellen
Signalverstirkungen abgesehen, keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen, so
dass auf eine quantitative Auswertung des Experiments verzichtet wurde. Insbesondere das
Fehlen eines signifikanten Unterschieds in den GLT-1-Signalen bei der dbcAMP-Gruppe
bestitigt die Nichteignung dieser Methode zum Treffen definitiver Aussagen beziiglich der
GLT-1-Expression oder GLT-1-Konzentration.

Dass das dbcAMP, welches als Positivkontrolle in Untersuchungen zum GLT-1 verwendet
werden kann (Schlag 1998), in einer ausreichend hohen Konzentration verwendet wurde,
zeigt sich an einigen spezifischen Verinderungen der Zellen, welche mit dbcAMP behandelt
wurden. So ist in Abbildung 3.13. bei den mit dbc AMP behandelten Zellen eine Zunahme der
ZellgroBe, der Kerngrofe sowie der Lange der Zellfortsétze zu beobachten. In der Literatur ist
fiir Astrozyten, welche mit dbcAMP behandelt wurden, beschrieben, dass in diesen Zellen
Prozesse der Zellreifung und Differenzierung aktiviert werden, welche sich unter anderem
morphologisch durch einen Wechsel der Zellform zeigen (Schlag 1998). Dabei dndert sich die
annidhernd polygonale Form der ,,juvenilen” Zellen in die sternformige Form der ,,adulten®
Astrozyten (Schlag 1998), was auch in dem hier beschriebenen Experiment zu beobachten
war.

Um mogliche quantitative Unterschiede in der Expression von GLT-1-mRNA in Astrozyten,
die mit Ceftriaxon behandelt wurden, feststellen zu kénnen, wurde als nichster Schritt eine
quantitative Real-time RT-PCR durchgefiihrt. Als Vergleich dienten hier analog zu den
vorangegangenen Experimenten eine Vehikel-behandelte Negativkontrolle und eine dbc AMP-
behandelte Positivkontrolle.

Auch in diesem Experiment zeigt sich keine signifikante Steigerung der GLT-1-mRNA-
Expression in der Gruppe der Ceftriaxon-behandelten Zellen, wéhrend sich in der
Positivkontrolle eine gegeniiber der Negativkontrolle signifikante Steigerung der GLT-1-
mRNA-Expression beobachten ldsst, was auf die beschriebenen dbcAMP-Effekte
zuriickzufiihren ist (Su 2003; Schlag 1998; Eng 1997)

Um auszuschlieBen, dass eventuelle chemische oder galenische Unterschiede zwischen
Ceftriaxon-Zubereitungen  verschiedener Anbieter einen FEinfluss auf mdgliche
Veridnderungen der GLT-1-Expression haben konnen, wurden in einem parallel
durchgefiihrten Versuch kultivierte Astrozyten zum einem mit dem als Human-Arzneimittel

zugelassenem Ceftriaxon-Préaparat der Firma Roche (Rocephin) behandelt und zum anderen
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mit einer nur fiir Laboruntersuchungen verwendeten Ceftriaxon-Formulierung der Firma
SIGMA in der Konzentration von 100 uM behandelt, wobei Unterschiede in der
Molekularmasse entsprechend stochiometrisch bei der Einwaage Beriicksichtigung fanden.
Auch bei dieser Real-time RT-PCR-Untersuchung fand sich, wie in Abbildung 3.15.
erkennbar, kein signifikanter Unterschied in der GLT-1-mRNA-Expression gegeniiber der
Negativkontrolle. Somit zeigt dieses Ergebnis keine Abhéngigkeit der mRNA-Expression von
der chemischen und/oder galenischen Formulierung zweier verschiedener Ceftriaxon-
Préparate.

In einem weiteren Experiment wurden die kultivierten Astrozyten nach gleichem Schema mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Ceftriaxon behandelt, um auszuschliefen, dass sich
eine signifikante Verdnderung in der GLT-1-Expression bei niedrigeren oder hoheren
Ceftriaxon-Konzentrationen zeigt. Wie in Abbildung 3.16. zu sehen, findet sich auch hier in
der Real-time RT-PCR keine signifikante Verdnderung Expression von GLT-1-mRNA in den
Ceftriaxon-behandelten Zellen, so dass auch eine konzentrationsabhéingige Beeinflussung der
GLT-1-Expression durch Ceftriaxon ausgeschlossen werden kann.

Auch wenn in allen Real-time RT-PCR-Untersuchungen von mRNA-Proben aus den in vitro-
Experimenten kein Hinweis aus eine signifikante Verdnderung der GLT-1-Expression in
Ceftriaxon-behandelten Zellen gegeniiber einer Kontrollgruppe zu finden waren, so fillt bei
Betrachtung der Ergebnisse der Real-time RT-PCR-Untersuchungen eine Besonderheit auf.
Beim Vergleich der Ergebnisse der Real-time RT-PCR untereinander zeigen sich erhebliche
Schwankungen in der Expression der GLT-1-mRNA bei den jeweils mit dbcAMP
behandelten Zellen. Dabei ist die Expression zwar in jeden Experiment signifikant gegeniiber
der Expression in der jeweiligen Kontrollgruppe erhoht, jedoch schwankt diese Steigerung in
einem Bereich von 200% bis zu 1200%, jeweils normiert auf die 18S-rRNA und bezogen auf
die Expression der jeweiligen Kontrollgruppe.

Diese Schwankungen konnen ihre Ursache in der chemischen Natur des dbcAMP haben. Wie
in der Abbildung 4.1 zu sehen, besitzt das dbcAMP-Molekiil im Gegensatz zum natiirlich
vorkommenden cAMP eine mit Buttersiure veresterte Hydroxylgruppe am C,-Atom der
Ribose und einen weiteren Buttersdure-Rest, der iiber eine Amid-Bindung mit der
Aminogruppe des Adenins verkniipft ist. Da durch das Einfithren der beiden Butterséure-
Reste die Lipophilie und damit die Permeationsfihigkeit durch die Zellmembran erhoht
werden, wirkt sich eine Hydrolyse der Verbindung vor der eigentlichen Verwendung als
behindernd fiir die Penetration durch die zellulire Membran aus. So steigt im Vergleich zum

cAMP, dessen Lipophilie ein relativer Wert von 1 zugeordnet wird, die Lipophilie von
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dbcAMP durch Einfithren der beiden Buttersdure-Reste auf einen relativen Wert von 21,
wihrend das Produkt der dbcAMP-Hydrolyse, ein nur an der Aminogruppe des Adenins mit
Buttersdure amidiertes cAMP-Molekiil (siehe Abbildung 4.1.), einen relativen Lipophilie-
Wert von 3,5 aufweist (Schwede 2000). Somit ist bei einer partiellen Hydrolyse des Butyryl-
Restes an der Hydroxylgruppe des C,-Atoms der Ribose eine ausreichende
Membrangingigkeit des Hydrolyseprodukts nicht mehr gegeben und das Molekiil kann seine
Wirkung dementsprechend nicht mehr im selben Mafle wie das dbcAMP entfalten.

Diese Hydrolyse kann somit auch die wihrend der Experimente beobachteten Unterschiede
im makroskopischen Bild verschiedener dbc AMP-Chargen erkldren. So prisentierte sich der
Grofteil der verwendeten Chargen als weil3es, feinpudriges Pulver, wihrend einige Chargen,
welche aufgrund des Sichtbefundes dann auch nicht verwendet wurden, sich als gelbes,
klumpiges Pulver darstellten. Jedoch konnte bei den makroskopisch einwandfreien Chargen
aufgrund der geringen Mengen an dbcAMP, der hohen Kosten und der aufwendigen Analytik
keine Gehaltsbestimmung und somit eine Evaluierung des Hydrolysegrades durchgefiihrt
werden. Damit kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass eine geringergradige Hydrolyse
in den verwendeten dbcAMP-Chargen stattgefunden hat, was letztlich zu einem Verlust der
Zellmembran-Permeabilitit von dbcAMP und damit zu einem unterschiedlichen Ausmaf3 der
Expressionssteigerung von GLT-1-mRNA gefiihrt haben kann. Nichtsdestotrotz ist dbcAMP
fiir in vitro-Untersuchungen im Bereich der GLT-1-Expression eine hdufig verwendete
Positivkontrolle (Schlag 1998), bei welcher der Mechanismus der cAMP-abhingigen
Transkriptionssteigerung fiir GLT-1-mRNA im Detail aufgeklirt werden konnte (Su 2003)
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Abbildung 4.1. Strukturformeln von dbcAMP (links) und des Hydrolyseproduktes
von dbcAMP (rechts).
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Nachdem sich also, abgesehen von den gerade diskutierten ,,Nebenbefunden®, in der Real-
time RT-PCR ebenfalls kein Hinweis auf eine GLT-1-Expresssionssteigerung durch
Ceftriaxon ergeben hatte, wurde der Gehalt an GLT-1-Protein in kultivierten Astrozyten
bestimmt. Hierbei wurde aus Astrozyten, welche mit Ceftriaxon, dbcAMP oder
Vehikellosung behandelt wurden, das Gesamtprotein isoliert, welches dann mittels der
Western blot-Technik auf den Gehalt von GLT-1-Protein hin untersucht wurde. Dabei konnte
in Analogie zu den in vivo-Befunden keine Steigerung im Gehalt von GLT-1-Protein in den
Ceftriaxon-behandelten Astrozyten festgestellt werden, wihrend bei den mit dbcAMP
behandelten Zellen eine erhohte Konzentration an GLT-1-Protein zu beobachten war. Dieses
Ergebnis deckt sich insofern mit den bisher gefundenen Resultaten der in vitro-
Untersuchungen, als dass in der Immunfluoreszenzmikroskopie ebenfalls kein erhohter Gehalt
an GLT-1-Protein unter Ceftriaxon-Behandlung zu beobachten war.

Obwohl an dieser Stelle entlang einer hier nur recht plakativ und vereinfacht dargestellten
,molekularbiologischen Kausalkette®, welche von der Synthese entsprechender mRNA-
Transkripte an einem fiir ein Protein kodierenden DNA-Abschnitt bis zur Translation und
damit Synthese des Proteins, basierend auf den mRNA-Informationen, reicht (Gahtan 2002),
bereits bewiesen ist, dass Ceftriaxon in den kultivierten Astrozyten nicht in der Lage ist, die
Expression oder den Gehalt des GLT-1-Glutamattransporters zu beeinflussen, sollte in einem
weiteren Experiment der initiale Startpunkt der Transkription untersucht werden. Diese
Entscheidung fuBt dabei auf verschiedenen Uberlegungen. So ist die Untersuchung des
Promotors als Startpunkt der Transkription in den meisten Fillen sensitiver als eine
Untersuchung der Konzentration der mRNA-Molekiile als Produkte der Transkription, da
aufgrund verschiedener posttranskriptioneller Ereignisse mit einem Einfluss auf die mRNA-
Stabilitit (Eberhardt 2007; Guhaniyogi 2001) eine Promotoraktivierung nicht zwangsliufig zu
einer erhohten Anzahl an Transkripten fithren muss. In einem postulierten Fall kann es durch
eine exogen zugefiihrte Substanz, iiber den Promotor vermittelt, zu einer Aktivierung der
Transkription kommen, die sich aber aufgrund gleichzeitig ablaufender Prozesse mit
negativen Einfluss auf die mRNA-Stabilitit nicht in einer mittels PCR messbaren Anderung
der mRNA-Konzentration niederschligt. Bei Messung der Promotoraktivierung auf der einen
Seite und der Konzentration der spezifischen mRNA-Transkripte auf der anderen Seite kann
man somit das Ausmal} eventueller posttranskriptioneller Prozesse genauer bestimmen und
deren moglichen Einfluss auf die Untersuchungen bewerten.

Fir die Untersuchung der Promotoraktivitit waren verschiedene Vorversuche nétig. So

musste einerseits gekldrt werden, ob sich die kultivierten Astrozyten der Ratte mit einer
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gingigen Methode der chemischen Transfektion so behandeln lassen, dass sie das
entsprechende Plasmid mit dem Promotor aufnehmen und somit Untersuchungen zur
Aktivitit des GLT-1-Promotor zugiinglich sind. Um die Transfektionsfihigkeit der Astrozyten
zu iberpriifen, wurden die Zellen nach einem géingigen Protokoll mit einem Vektor
transfiziert, der die genetischen Informationen fiir das Endogenous Green Fluorescenting
Protein tragt. Dieses Protein kann, wenn es nach erfolgreicher Transfektion in den Zellen
synthetisiert wird, mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden (Chalfie 1994; Tsuchiya
2002). Wie in Abbildung 3.18. zu sehen ist, fluoreszieren Bestandteile der transfizierten
Zellen nach entsprechender Fluoreszenzanregung. Da diese Fluoreszenz jedoch nicht in
Zellen auftritt, die lediglich mit einem leeren Plasmid transfiziert wurden, kann man davon
ausgehen, dass die beobachtete Fluoreszenz in den Zellen, welche mit dem pEGFP-NI1-
Plasmid transfiziert wurden, nicht auf eine Auto-Fluoreszenz der Zellen zuriickzufiihren ist.
Desweiteren musste vor den eigentlichen Untersuchungen zum Einfluss von Ceftriaxon auf
die Aktivitit des GLT-1-Promotors noch der eigentliche GLT-1-Promotor kloniert und
aufgrund fehlender Sequenzdaten sequenziert werden. Dazu wurde der Promotor in einem
ersten Schritt nach der unter 2.2.4. beschriebenen Methode kloniert und dann am Institut fiir
Genetik der Humboldt-Universitét zu Berlin sequenziert. Die daraus gewonnene Sequenz mit
einer Linge von 1288 Basen (Abbildung 3.19.) wurde in der ,,NCBI Gene Bank* unter der
Kennung DQ DOQ489741.1 GI:94958152 veroffentlicht.

Die Untersuchung der Promotoraktivitit erfolgte mit Hilfe eines Luciferase-Assay, bei dem
die Aktivitit des Promotors iiber die direkt mit der Pomotoraktivierung gekoppelte Bildung
von Luciferase bestimmt wird. Wie in Abbildung 3.20. zu sehen, unterscheidet sich die
relative Luciferase-Aktivitit in den Zellen, welche 100 uM Ceftriaxon fiir fiinf Tage erhalten
haben, nicht signifikant von der relativen Luciferase-Aktivitit in den Zellen, welche ein
addquates Volumen an 0,9% NaCl fiir fiinf Tage erhalten haben. Bei Zellen, die fiir drei Tage
mit dbcAMP in einer Konzentration von 200 pg/ml behandelt wurden, stieg dagegen die
relative Luciferase-Aktivitit gegeniiber der relativen Luciferase-Aktivitit der Kontrollzellen
signifikant an. Der Effekt des dbcAMP auf die Induktion der Promotoraktivitiit erklért sich
aus dem Mechanismus, mit dem cAMP und Zellmembran-permeable cAMP-Analoga wie
dbcAMP den GLT-1-Promotor iiber die Proteinkinase A aktivieren konnen (Su 2003).

Somit ldsst sich an dieser Stelle iiber den Einfluss von Ceftriaxon auf kultivierte Astrozyten
der Ratte unter den in dieser Arbeit gegebenen Kaultivierungs-, Behandlungs- und
Untersuchungsbedingungen folgendes feststellen: Ceftriaxon ist weder in der Lage, den

Promotor des GLT-1-Gens zu beeinflussen, noch kann es die Anzahl der GLT-1-mRNA-
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Transkripte oder den Gehalt an GLT-1-Protein in der Zelle steigern. Dabei decken sich die
Ergebnisse der mRNA- und Protein-Untersuchungen mit den Ergebnissen aus dem
Tierversuch, wo ebenfalls keine erhohte Konzentration von GLT-1-mRNA und GLT-1-
Protein unter Ceftriaxon-Behandlung gefunden wurden.

Vergleicht man diese in vitro-Ergebnisse mit den zu Beginn der Arbeit aufgestellten
Hypothesen, so wird man konstatieren miissen, dass zwei der drei formulierten Hypothesen
nicht bestitigt werden konnten. Sowohl bei der GLT-1-mRNA-Expression als auch beim
zelluldiren Gehalt an GLT-1-Protein wurden keine Ceftriaxon-bedingten Veridnderungen
festgestellt. Damit fehlt zwar weiterhin eine Erkldrung fiir die signifikante Senkung der
Mortalitit und der signifikanten Verbesserung der neurologischen Situation in Ratten nach
MCAO-Eingriff, wenn die Tiere mit Ceftriaxon behandelt wurden. Der Schliissel fiir diese
Erkldrung sollte aber in der letzten, fiir die in vitro-Untersuchungen formulierten Hypothese
liegen. Darin wurde schlussfolgernd postuliert, dass durch die Effekte des Ceftriaxons auf
GLT-1-Expression und GLT-1-Gehalt die astrozytidre Glutamataufnahme gesteigert werden
kann. Dass trotz der bis dahin nicht belegten Wirkungen des Ceftriaxons eine Bestimmung
der Transportaktivitdt des GLT-1 durchgefiihrt wurde, hat seine Ursache in Arbeiten, die nicht
nur eine Modulation der GLT-1-Expression, sondern auch eine Anderung der GLT-1-
Aktivitét als ursdchlich fiir eine Beeinflussung der Glutamathoméostase durch GLT-1 sehen
(Sheldon 2007; Robinson 2006; Lipski 2007).

Um die Aktivitit eines Transporters zu bestimmen, kann man sich verschiedener Methoden
bedienen. Eine Moglichkeit besteht darin, den zu untersuchenden Zellen ein radioaktiv
markiertes Transportsubstrat anzubieten und dann nach einer gewissen Latenz die
Radioaktivitit in den Zellen oder in dem sie umgebenden Medium zu messen. In dieser Arbeit
wurde als Transportsubstrat eine Tritium-markierte Glutaminsidure verwendet, welche als L-
[G-’H]-Glutaminsdure bezeichnet wird. Dabei wird zwar anstelle von Glutamat die
entsprechend protonierte Glutaminsdure zum Ansatz gegeben, jedoch deprotoniert die
Glutaminséure mit einem pKs-Wert von 4,75 im gepufferten, pH-neutralen Zellkulturmedium
schnell zu Glutamat (Zander 2002), welches dem Transportprozess zugénglich ist (Levy
1998). Wie in Abbildung 4.2. zu sehen, hat die Deprotonierung der Glutaminsédure keinen
Einfluss auf die Radioaktivitit des Glutamats, da bei der L-[G-"H]-Glutaminsdure nur die
Protium-Atome (Protonen) des Kohlenstoff-Grundgeriistes gegen Tritium-Atome
ausgetauscht wurden, nicht aber die bei der Deprotonierung beteiligten Protonen der

Carboxyl-Gruppen.
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COOH COOH

H,N——C——H H,N——C—°2H
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COOH COOH

Abbildung 4.2. Strukturformeln der L-Glutaminséure (links) und der L- [G->H]-Glutaminsiure (rechts);
Tritium-Atome sind mit *H und Protium-Atome mit H gekennzeichnet.

Als Positivkontrolle konnte in diesem Experiment, auch in Analogie zu den anderen in vitro-
Experimenten, das cAMP-Analogon dbcAMP verwendet werden, da in der Literatur gezeigt
werden konnte, dass Zellmembran-permeable Derivate des cAMP wie das 8-Bromo-cAMP in
der Lage sind, nicht nur die Expression des GLT-1 zu steigern, sondern auch die zelluldre
Glutamataufnahme zu erhohen (Kim 2003).

In Abbildung 3.21. sind die Ergebnisse der Untersuchung zur Transportaktivitit dargestellt.
Man kann erkennen, dass die Radioaktivitit in den Lysaten der Zellen, die fiir fiinf Tage mit
10 uM oder 100 uM Ceftriaxon ebenso signifikant gegeniiber der Negativkontrolle erhoht
war, wie in Zelllysaten von Astrozyten, welche fiir drei Tage mit dbcAMP behandelt wurden.
Durch das zweimalige Waschen der Zellen nach Inkubation mit der markierten Aminoséure
wurde sichergestellt, dass die spéter durch Lyse der Zellen freigesetzte Aktivitidt nur aus dem
Intrazelluldrraum stammen kann. Da im Gehirn bis auf wenige Ausnahmen die
Glutamataufnahme in die Zellen durch zelluldre Glutamattransporter vermittelt wird (Danbolt
2001) und sich in dem hier verwendeten in vitro-System fast ausschlieBlich Astrozyten
befinden, kann die Aufnahme der markierten Aminosdure nur durch die astrozytiren
Glutamattransporter GLAST und GLT-1 erfolgen. Auf eine Differenzierung zwischen dem
GLAST-vermittelten Glutamattransport und dem GLT-1-gesteuerten Influx von Glutamat
mittels des GLT-1-selektiven Inhibitors Dihydrokainat (Arriza 1994) wurde in dieser Arbeit
jedoch verzichtet. Als Grund hierfiir kann angefiihrt werden, dass bereits Chu et al. zeigen
konnten, dass sich in vivo-Effekte des Ceftriaxons durch Dihydrokainat als selektiven GLT-1-
Inhibitor unterdriickt lassen (Chu 2007).

Bestitigt wurden diese Befunde zur Ceftriaxon-vermittelten Beeinflussung der
Transportaktivitit durch Ergebnisse von Rothstein er al. (Rothstein 2005) und durch

Untersuchungen von Lipski et al. (Lipski 2007). Die letztgenannte Arbeitsgruppe konnte
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mittels Patch-Clamp-Technik an hippocampalen CAl-Pyramiden-Neuronen der Ratte
feststellen, dass nach Ceftriaxon-Behandlung der Tiere eine grof3ere Potenzierung eines durch
Glutamat induzierten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Stroms nach Gabe von DL-threo-
Benzyloxy-Asparaginsidure (TBOA) in den entnommenen Zellen erfolgte, was nach Meinung
der Autoren auf eine gesteigerte Aktivitit von Glutamattransportern zuriickgefiihrt werden
kann (Lipski 2007). Wie oben bereits diskutiert, konnten jedoch auch diese Autoren auf der
Ebene des GLT-1-Proteins keine Steigerung der GLT-1-Expression im Hippocampus oder in
hippocampalen Organschnitten feststellen. Zu beachten ist, dass bei diesen mittels der Patch-
Clamp-Technik durchgefiihrten Untersuchungen zur Aktivitit des Glutamattransports
hippocampale Neuronen untersucht wurden, wobei aber bekannt ist, dass diese Zellen den
GLT-1 ebenfalls exprimieren (Torp 1994).

Somit kann diese beobachtete Steigerung der Aktivitit des astrozytiren Glutamattransports
eine mogliche Erklarung fiir die Senkung der Mortalitit und die Verbesserung der
neurologischen Situation nach einer Ischimie im Gehirn sein. Diese Steigerung des
Glutamatinflux in die Astrozyten, welche einen Grofteil des wihrend einer Ischdmie in den
Extrazelluldrraum freigesetzten Glutamats aufnehmen (Rossi 2007, Ottersen 1996), fiihrt zu
einer geringeren extrazelluliren Glutamatkonzentration, was zu verringerten exzitotoxischen
Effekten und zu einer geringeren rdaumlichen Ausdehnung des Infarktareals fithren kann. Am
Beispiel von Citicolin, einem neuroprotektiv wirkenden Cholin-Derivat mit einem
diskutierten Einfluss auf den dem GLT-1 analogen EAAT2-Glutamattransporter konnte
gezeigt werden, dass es durch den Einsatz von Citicolin infolge einer Senkung der
extrazelluldren Glutamatkonzentration zu einem reduzierten Infarktvolumen und/oder einer
Reduktion neurologischer Defizite kam (Adibhatla 2002; Hurtado 2005). Auf der anderen
Seite ist gezeigt wurden, dass es durch eine Blockade des astrozytidren Glutamattransports zu
einer verstirkten intrazerebralen Schidigung und einer Verschlechterung der neurologischen
Situation nach einem Schlaganfall kommen kann (Namura 2002; Rao 2001b).

Interessant ist hierbei, dass sich die Aktivititszunahme nicht mit einer Zunahme des Gehalts
an GLT-1-mRNA und GLT-1-Protein in den Zellen erklédren lédsst. Dass sich die Aktivitit von
Glutamattransportern unabhingig von der Expression modulieren ldsst ist in der Literatur
vielfach beschrieben (Robinson 2002). Eine Reihe von Arbeiten fithrt als moglichen
Mechanismus eine Regulation der als Trafficking bezeichneten Verlagerung des
Transporterproteins vom Zytoplasma zur Plasmamembran durch diverse Signalmolekiile auf

(O’Shea 2006; Guilett 2005; Zhou 2004; Kalandadze 2002; Duan 1999). Weiterhin wird eine
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Regulation der katalytischen Aktivitidt der Transporter durch einen bisher noch unklaren
Mechanismus diskutiert (Robinson 2006).

Fiir Transportsysteme des Serotonins und des Dopamins konnten derartige Modulationen der
Transportaktivitdt bereits beschrieben und die Mechanismen der Regulation aufgeklirt
werden (Rausch 2005; Page 2004; Carvelli 2002).

Welche Rolle die Entfernung des extrazelluliren Glutamats fiir die Neuronen im
Schadensgebiet hat, ist im Rahmen der Einleitung und Diskussion bereits mehrfach erortert
worden. Dass die Senkung der Glutamatkonzentrationen auch einen Einfluss auf die
Neuronen in der weiteren Peripherie um ein ischdmisches Gebiet herum hat, wurde spétestens
durch die Entdeckung sogenannter transient ischemic depolarizations (TID) deutlich. Diese
TID’s fithren auch in der Penumbra zu einer Vielzahl von Zelluntergingen und damit zu
einem weiteren Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentration, welche sich letztendlich
in einem weiteren Ausbreiten der Schadenszone (Takagi 1993) und einem groBeren Ausmal}
der neurologisch-funktionellen Schidigung (Butcher 1990) determinieren. In diesem Kontext
sind auch die Ergebnisse von Studien an Schlaganfallpatienten zu sehen. Hier wiesen hohe
Glutamatkonzentrationen in Blut und Liquor auf eine Progression des akuten ischdmischen
Schlaganfalls hin (Castillo 1997) oder gingen mit einem erhdhten neurologischen Defizit
einher (Castillo 1996).

Versucht man die in vivo gefundenen Verbesserungen der neurologischen Situation und der
Mortalitit nach Schlaganfall mit einer Steigerung der astrozytidren Aufnahme von Glutamat
zu erkldren, so muss man jedoch die Aussage des Experiments zur Bestimmung der
Transportaktivitit in den Astrozyten genauer diskutieren. Hier finden sich signifikant erhdhte
Radioaktivititswerte in den Lysaten der Zellen, die mit 10 uM Ceftriaxon beziehungsweise
mit 100 uM Ceftriaxon behandelt wurden, was auf eine verstirkte Aufnahme von L-[G-*H]-
Glutamat infolge gesteigerter Transportaktivitiit spricht. Hier erscheint jedoch die Steigerung
gegeniiber der unbehandelten Gruppe mit ca. 20 % als nicht sehr beeindruckend. Dabei muss
man aber beachten, dass die Zellen bereits 10 Minuten nach der Zugabe der L-[G-’H]-
Glutaminsdure lysiert wurden, so dass an dieser Stelle die Aufnahme von markierten
Glutamat gestoppt wurde. Dies ist der radioaktiven Markierung der Aminosdure geschuldet,
die aufgrund der Emission von [B-Strahlung iiber einen ldngeren Zeitraum zellschidigende
Prozesse initiieren wiirde, die der Untersuchung entgegenstehen wiirden (Dambergs 1977).
Somit kann es durch das experimentelle Serting moglich sein, dass den Zellen nicht die
erforderliche Zeit gegeben worden ist, das aufgenommene Glutamat mittels der Glutamin-

Synthetase in Glutamin umzuwandeln und dadurch iiber eine Verringerung der intrazellulidren
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Glutamatkonzentration eine weitere Aufnahme von extrazellulirem Glutamat zu
gewihrleisten (Deitmer 2000). Bei Verwendung einer anderen Messmethodik (Zakir Hossain
2007) wiare somit unter Umstdnden mit einer sehr viel hoheren Glutamataufnahme zu rechnen
gewesen.

Dass Antibiotika neben ihrer antibiotischen Wirkung noch neuroprotektive Effekte vermitteln
konnen, ist am Beispiel des Minocyclins bereits gezeigt worden (Elewa 2006, Morimoto
2005, Hewlett 2006, Lampl 2007). Diesem halbsynthetischen Tetracyclin-Derivat konnten in
einer Reihe von Untersuchungen sowohl antiinflammatorische (Yrjénheikki 1999;
Yrjianheikki 1998) als auch antiapoptotische (Wang 2004) Wirkungen sowie eine Hemmung

von Matrix-Metalloproteinasen (Rifkin 1993) nachgewiesen werden.

Fiir Ceftriaxon sind solche ,,Nebenwirkungen“ im Sinne von Wirkungen neben dem
eigentlichen antibiotischen Effekt im Bereich des Zentralnervensystems ebenfalls
beschrieben. In einer Arbeit, welche die Wirkung von Minocyclin und Ceftriaxon auf
Neuronen untersucht, die ionisierender Strahlung ausgesetzt wurden, konnte festgestellt
werden, dass beide Substanzen in vitro antiapoptotisch und damit neuroprotektiv wirken
(Tikka 2001). Im Gegensatz zu Minocyclin konzentriert sich die Forschung in den letzten
Jahren aber mehr und mehr auf die Beeinflussung von Glutamattransportern durch Ceftriaxon.
Den ,,Startpunkt® fiir diese Forschungen gab die hier schon mehrfach erwihnte Arbeit von
Rothstein et al. aus dem Jahre 2005 (Rothstein 2005), in der Ceftriaxon giinstige Effekte
sowohl in einem Tiermodell der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) als auch in einem in
vitro-Modell der zerebralen Ischdmie durch Glucose- und Sauerstoffentzug in Neuronen
gezeigt hatte. Insbesondere die viel versprechenden Befunde im ALS-Tiermodell sorgten zum
Zeitpunkt der Veroffentlichung fiir groBes Interesse in der Wissenschaftsgemeinde (Brown
2005a, Miller 2005). Als Mechanismus postulierten Rothstein et al. einen Anstieg der GLT-1-
Expression, welchen sie unter Ceftriaxon-Behandlung in kultivierten Riickenmarksschnitten
der Ratte, im Riickenmark der als ALS-Modell verwendeten G93A-Maus (Gurney 1997), in
neuronalen Kulturen, in humanen Astrozyten und im Rattenhirn ex vivo beobachten konnten.
Diese Ergebnisse konnten durch andere Arbeitsgruppen in Experimenten an hippocampalen
Schnittkulturen (Ouyang 2007), an humanen fetalen Astrozyten (Lee 2008) und im Gehirn
von Ratten (Chu 2007) bestitigt werden, wobei die letztgenannte Arbeitsgruppe die Befunde
sogar noch auf den Bereich des Schlaganfalls ausdehnen konnte. So zeigten Chu et al. bei
Untersuchungen des Gehirns von Sprague-Dawley-Ratten, welche mit Ceftriaxon in einer
Dosis von 200 mg/kg KG i.p. behandelt wurden, eine Steigerung der Expression von GLT-1-
mRNA nach drei Tagen und eine Steigerung des Gehalts an GLT-1-Protein nach fiinf Tagen.
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Gleichzeitig konnte die Arbeitsgruppe auch ein Absinken der Konzentration
proinflammatorisch wirkender Zytokine, von Matrix-Metalloproteinasen und von Apoptose-
Induktoren sowie eine Reduktion des Infarktvolumens und eine Verbesserung der funktionell-
neurologischen Situation beobachten (Chu 2007). Interessanterweise finden die Autoren eine
Reduktion des Infarktvolumens jedoch nur bei einer priventiven Gabe des Antibiotikums, d.h.
bei einer Ceftriaxon-Applikation dreifig Minuten vor dem MCAO-Eingriff. Demgegeniiber
stehen die Ergebnisse der hier diskutierten Arbeit, die sowohl bei einer Ceftriaxon-Gabe vor
MCAQ als auch bei einer Applikation nach MCAO keine Reduktion des Infarktvolumens
zeigen konnte. Wenig vergleichbar sind dagegen die Aussagen von Chu et al. beziiglich der
Verbesserung der funktionell-neurologischen Situation, da die Autoren mit dem modified limb
placing test (MLPT) einen anderen Test zur Bestimmung des ,neurological outcome’
verwendet haben (Puurunen 2001). Zur Mortalitét in den verschiedenen Behandlungsgruppen
finden sich in den publizierten Ergebnissen keine Aussagen.

In einer anderen Arbeit zum Einfluss von Ceftriaxon auf den GLT-1 konnten Lee et al. bei
Untersuchungen an humanen fetalen Astrozyten nach einer zweitdgigen Behandlung mit
10 uM Ceftriaxon feststellen, dass es in den Zellen zu einer Steigerung der GLT-1-mRNA-
Expression und des GLT-1-Protein-Gehalts gekommen war (Lee 2008). Gleichzeitig zeigte
die Arbeitsgruppe eine Aktivierung des GLT-1-Promotors und eine Steigerung der Aufnahme
von Glutamat in die Zellen und konnte weiterhin den Mechanismus der Aktivierung des
GLT-1-Promotors durch Ceftriaxon aufklidren. Diese Ergebnisse stehen bis auf die Steigerung
der Glutamataufnahme im Widerspruch zu den in dieser Arbeit gefundenen Resultaten, wobei
es letzten Endes jedoch nicht klar ist, auf welchem Wege die Steigerung der
Glutamataufnahme zustande gekommen ist. Wihrend man bei Betrachten der Resultate von
Lee et al. zu dem Schluss kommen kann, dass die vermehrte Glutamataufnahme ein Resultat
des vermehrt vorliegenden GLT-1-Proteins ist, kann man andererseits auch postulieren, dass
es, wie bereits beschrieben, auch zu einer stimulierenden Modulation der bereits in der
Membran vorhandenen GLT-1-Transporter gekommen sein kann (Sheldon 2007; Robinson
2006; Lipski 2007). Hilfreich bei dieser Diskussion wire sicherlich, nach dem Detektieren
eines erhohten GLT-1-Proteingehalts im Lysat der gesamten Zelle nochmals eine
differenzierte Untersuchung verschiedener Zellkompartimente wie Zellmembran oder
Zytoplasma durchzufithren. Damit wire unter Umstinden erkennbar, ob eine Zunahme der
Glutamataufnahme durch ein erhohtes GLT-1-Aufkommen in der Zellmembran oder durch

eine Aktivitdtszunahme der in der Zellmembran befindlichen Transportproteine bei eventuell
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gleichzeitig durch erhohte Neusynthese in zytoplasmatischen Vesikeln vermehrt vorliegenden
GLT-1-Proteinen zu erkliren ist.

Mit zunehmenden Interesse an der Arbeit von Rothstein et al. (Rothstein 2005) hauften sich
dagegen, nicht zuletzt in Kreisen der mit der ALS-Forschung beschiftigten Wissenschaftler,
Berichte dariiber, dass die darin publizierten Ergebnisse von verschiedenen Arbeitsgruppen
nicht reproduziert werden konnten (Lipski 2007, www.als.net). Insbesondere die Arbeit von
Lipski et al. zeigte in Analogie zu der hier diskutierten Arbeit keine Zunahme des Gehalts an
GLT-1-Protein bei einer gleichzeitigen Zunahme der Transportaktivitit, wobei sich die
Untersuchungen dieser Arbeitgruppe mehr auf den GLT-1 in hippocampalen Zellen und
Gewebe als auf den astrozytir gelegenen GLT-1 fokussierten (Lipski 2007).

Sowohl die hier durchgefiihrten Experimente als auch die von anderen Arbeitsgruppen
publizierten Untersuchungen zeigen jedoch die Gemeinsamkeit, dass es moglich zu sein
scheint, durch das B-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon, iiber eine im Moment noch nicht
schlussendlich geklirte Art und Weise eine Wirkung am GLT-1 zu erzielen und somit in die
Glutamathomoostase einzugreifen. Betrachtet man dabei die oben genannten Anforderungen
an eine Substanz, welche die Folgen nach einem Schlaganfall mindern kann, so finden sich
sowohl in dieser Arbeit als auch in der zu diesem Thema publizierten Literatur Hinweise
darauf, dass Ceftriaxon in Laboruntersuchungen die Kriterien einer neuroprotektiv wirkenden
Substanz erfiillt. Dass dabei neben der Verhinderung exzitotoxischer Effekte auch eine
Beeinflussung der Inflammation und Apoptose sowie ein positiver Einfluss auf das SIDS
gesehen beziehungsweise vermutet werden kann, pridestiniert diese Substanz fiir weitere, vor
allem klinischen Untersuchungen. Wie jedoch die Vergangenheit gezeigt hat, ist es in der
Schlaganfallforschung besonders schwer, die in Laboruntersuchungen gewonnenen
Erkenntnisse und Befunde auf die klinische Praxis zu iibertragen (Pérez de la Ossa 2007).
Vorteilhaft fiir Ceftriaxon wire sicherlich seine antibiotische Wirkung, die zusétzlich zu den
neuroprotektiven Effekten einen positiven Einfluss auf das oben beschriebene SIDS haben
wird, seine relativ geringen Nebenwirkungen sowie die klinische Erfahrung, die mit dieser
Substanz in dem letzten Vierteljahrhundert gesammelt werden konnte. Einschrinkungen in
der Wirksamkeit sind, wie bei allen im Schlaganfall potentiell neuroprotektiv wirkenden
Substanzen auch, dagegen durch die geringe Verfiigbarkeit im Schadensgebiet gegeben
(Donnan 2008). Dabei ist nicht nur die generell verschlechterte Perfusion des Infarktareals zu
beachten, die der Substanz das Transportmedium nimmt, sondern auch die Frage nach der

allgemeinen Liquorgéngigkeit der in Frage kommenden Substanz (Donnan 2008).
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Vergleicht man die Liquorkonzentrationen von Ceftriaxon, die bei verschiedenen Krankheiten
mit und ohne Stérung der Blut-Hirn-Schranke bestimmt wurden, mit den in dieser Arbeit
in vitro verwendeten Ceftriaxon-Konzentrationen, so wird man feststellen, dass die in den
in vitro-Untersuchungen verwendeten Konzentrationen deutlich hoher liegen als die im
humanen Liquor gemessenen Konzentrationen. Am Beispiel der entziindlichen Meningitis,
einer Erkrankung mit einer erheblichen Storung der Blut-Hirn-Schranke (Moody 2006),
wurden in Kindern nach einmal tédglicher Gabe von 50-100 mg/kg KG Ceftriaxon
Liquorkonzentrationen von 18,3 mg/l vier Stunden nach Applikation und von 2,8 mg/l
24 Stunden nach Applikation gemessen (Martin 1983), was einer Konzentration von 5 uM bis
32 uM Ceftriaxon entspricht. Im Gegensatz dazu findet man bei der zerebral manifestierten
Lyme-Borreliose, welche eine Erkrankung mit einer sehr viel geringer ausgeprigten Stérung
der Blut-Hirn-Schranke darstellt, sehr viel niedrigere Liquorkonzentrationen an Ceftriaxon.
Diese bewegen nach einer einmal tdglichen Gabe von 2 g Ceftriaxon in einem Bereich von
2,25 mg/l (Maximalwert) bis 1,36 mg/l (24 Stunden nach Applikation), was gleichbedeutend
einer Ceftriaxon-Konzentration von 3,9 uM beziehungsweise 2,4 uM im Liquor ist (Pfister
1991). Ahnliche Resultate konnten in Menschen mit einem externen Ventrikulostoma
festgestellt werden. Im Liquor dieser Patienten, die nicht an einer Entziindung der Meningen
gelitten haben, wurden Maximalwerte der Ceftriaxon-Konzentration von 0,14 mg/l bis
1,81 mg/l Liquor gemessen, was einem molaren Konzentrationsbereich von 245 nM bis
3,2 uM entspricht (Nau 1993).

Dagegen liegt die in der Literatur beschriebene mittlere effektive Konzentration (ECsg) fiir
eine gesteigerte GLT-1-Expression bei 3,5 uM Ceftriaxon (Rothstein 2005) und somit knapp
oberhalb der maximalen Ceftriaxon-Konzentration bei intakter Blut-Hirn-Schranke.

Bei den in vivo verwendeten Ceftriaxon-Dosen zeigt sich dagegen in der Literatur ein anderes
Bild. So konnten bei Kaninchen mit einer experimentellen Pneumokokken-Meningitis, welche
einmal tdglich 200 mg/kg KG Ceftriaxon erhalten hatten, im Liquor Ceftriaxon in der
Konzentration von durchschnittlich 11,6 mg/l, entsprechend 20,3 uM, gefunden werden
(Lutsar 1997). Diese Konzentration liegt somit sowohl deutlich iiber der von Rothstein et al.
berechneten ECs, als auch iiber der Konzentration, bei der in dieser Arbeit an kultivierten
Astrozyten eine Steigerung der Glutamataufnahme erreicht werden konnte. Bei diesem
Vergleich ist aber zu beachten, dass die verwendeten Tiere durch die induzierte Meningitis
eine erhebliche Schrankenstdrung aufwiesen. Somit konnten mittels in vivo-Mikrodialyse in
gesunden Ratten, welchen kontinuierlich 18 mg/h Ceftriaxon zugefiihrt wurde, in der

Zerebrospinalfliissigkeit des lateralen Ventrikels auch nur Ceftriaxon-Konzentrationen von
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durchschnittlich 0,71 mg/l, entsprechend 1,24 uM bestimmt werden (Granero 1995). Bei der
Diskussion der in vitro verwendeten und der in vivo vorliegenden Ceftriaxon-Konzentrationen
muss aber auch beachtet werden, dass es infolge eines Schlaganfalls auch zu
pathophysiologischen Veridnderungen an der Blut-Hirn-Schranke kommen kann, die
letztendlich zu einer Schrankenstérung fithren konnen (Ballabh 2004). Von daher ist nicht
ausgeschlossen, dass die Verfiigbarkeit des Pharmakons im Schadensgebiet deutlich hoher
liegen kann als im ungeschédigten Gehirn.

Sollte sich durch weitere Untersuchungen ergeben, dass Ceftriaxon im akut geschédigten
Gehirn wihrend eines Schlaganfalls in Konzentrationen vorliegt, die in vitro einen Effekt auf
die astrozytire Glutamataufnahme haben, so sind nach meiner Ansicht die Voraussetzungen
geschaffen, diese Substanz im klinischen Kontext an Patienten mit einem akuten Schlaganfall
zu testen. Fiir die Substanz spricht a) die jahrzehntelange klinische Erfahrung im Umgang mit
diesem Pharmakon, b) die Ungeféhrlichkeit der Substanz, c) die problemlose Applikation, d)
der positive Einfluss auf das SIDS und e) die in Zeiten steigender Gesundheitsausgaben nicht
zu vernachldssigende Preisgiinstigkeit des Préparats. Sollte Ceftriaxon in den klinischen
Studien zeigen konnen, dass es in der Lage ist, die neurologische Situation und/oder die
Mortalitit nach einem Schlaganfall zu senken, so wiirde dem klinischen Neurologen ein
wirksames und gut vertrdgliches Pharmakon in die Hand gegeben, welches bereits im
Tierversuch eine Mortalitdtssenkung beim Schlaganfall zeigen konnte, wie sie in der

Fachliteratur fiir andere Stoffe zuvor selten beschrieben wurde.
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S. Zusammenfassung

Die Wirkung des p-Laktam-Antibiotikums Ceftriaxon im experimentellen Schlaganfall

sowie auf den astrozytiren Glutamattransporter GLT-1

Bei Untersuchungen in einem in vivo-Modell der amyotrophen Lateralsklerose konnte gezeigt
werden, dass B-Laktam-Antibiotika und hier insbesondere Ceftriaxon neuroprotektive Effekte
vermitteln konnen. Diese Effekte werden mit einer erhohten Expression und Aktivitéit des
astrozytiren Glutamattransporters GLT-1 erklart.

Da die ischamisch bedingten neuronalen Schidigungen wihrend eines Schlaganfalls unter
anderem auch auf eine erhohte Konzentration von Glutamat im Extrazelluldrraum
zuriickzufithren sind, wurden in dieser Arbeit die potentiell neuroprotektiven Effekte von
Ceftriaxon in einem in vivo-Modell des Schlaganfalls untersucht. Hierzu wurden die
neurologische Situation, die InfarktgroBe und die Mortalitéit in Ceftriaxon-behandelten und
unbehandelten Tieren bestimmt. Gleichzeitig erfolgten Messungen der GLT-1-mRNA- und
GLT-1-Protein-Konzentrationen in verschiedenen Hirnarealen von Ceftriaxon-behandelten
Ratten sowie in kultivierten Astrozyten der Ratte. Weiterhin erfolgten in den Astrozyten
Untersuchungen des GLT-1-Promotors und der Glutamataufnahme in die Zellen.

Fiir die in vivo-Untersuchungen wurden ménnliche Wistar-Ratten einer Okklusion der Arteria
cerebri media (middle cerebral artery occlusion; MCAO) fiir 90 Minuten mit nachfolgender
Reperfusion unterzogen. Die Tiere erhielten Ceftriaxon (200 mg/kg intraperitoneal) entweder
einmal téglich fiir fiinf Tage vor dem MCAO-Eingriff oder als Einmalgabe 90 Minuten nach
dem MCAO-Eingriff. Die neurologische Situation wurde mittels eines 18-Punkte Scores
bewertet, die InfarktgroBe mittels Magnetresonanztomographie bestimmt und die
Mortalititsdaten 24 Stunden nach MCAO erhoben. Die Konzentrationen von GLT-1-mRNA
und GLT-1-Protein sowohl in den Hirnregionen als auch in den kultivierten Astrozyten
wurden mittels real-time-PCR und Western Blot bestimmt. Fiir die Promotor-Untersuchungen
wurde ein Luciferase-Assay verwendet. Die Bestimmung der zelluldren Glutamataufnahme
erfolgte mittels radioaktiv-markierten Glutamats.

Die Behandlung mit Ceftriaxon fiihrt zu keiner signifikanten Reduktion der Infarktgréfe in
den Tieren mit MCAO-Eingriff. Dagegen kommt es zu einer drastischen Reduktion der
Mortalitéit sowie zu einer signifikanten Verbesserung der neurologischen Situation bei den mit

Ceftriaxon behandelten Tieren. Weder in vivo noch in vitro konnten Unterschiede im Gehalt
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an GLT-1-mRNA und GLT-1-Protein unter Ceftriaxon-Behandlung festgestellt werden. Im
Rahmen der in vitro-Promotor-Untersuchungen, bei denen erstmals der GLT-1-Promotor der
Ratte sequenziert wurde, konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Ceftriaxon-
behandelten und unbehandelten Zellen festgestellt werden. In Untersuchungen zur
Glutamataufnahme der Zellen zeigte sich jedoch eine Erhohung der Transportaktivitéit durch
eine Ceftriaxonbehandlung.

Zusammenfassend konnte somit in dieser Arbeit demonstriert werden, dass Ceftriaxon auch
beim ischdmisch bedingten Schlaganfall neuroprotektive Effekte im Rattenmodell aufweist,
welche jedoch nicht mit einer erhohten Expression des astrozytiren Glutamattransporters
GLT-1 erklart werden konnte, sondern am ehesten das Ergebnis einer Ceftriaxon-induzierten

Mehraufnahme von Glutamat aus dem Extrazelluldrraum sind.
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3. Summary

Effect of p-lactam-antibiotic ceftriaxone in experimental stroke and its influence on

astrocytic glutamate transporter GLT-1

In experiments in an animal model of amyotrophic lateral sclerosis, it has been shown that
B-lactam antibiotics and, in particular, ceftriaxone mediate neuroprotective effects. These
effects have been attributed to an increased expression and activity of astrocytic glutamate
transporter GLT-1.

Since neuronal damage in ischemic brain areas is mediated by increased extracellular
glutamate levels, this work is focused on the examination of possible neuroprotective effects
of ceftriaxone in cerebral ischemia. Therefore, the effectiveness of ceftriaxone on
neurological outcome, infarct size and mortality was tested in an in vivo model of cerebral
ischemia. Simultaneously, the effects of ceftriaxone on expression of GLT-1-mRNA und
GLT-1-Protein in different brain areas as well as in cultivated rat astrocytes were determined.
Additionally, experiments concerning the GLT-1 promoter and the cellular glutamate uptake
were performed.

In the in vivo experiments, male normotensive Wistar rats were subjected to right middle
cerebral artery occlusion (MCAOQO) for 90 min with subsequent reperfusion. Animals received
ceftriaxone (200 mg/kg bodyweight intraperitoneal once daily) either starting 5 days prior to
MCAOQO or as a single injection 90 minutes after MCAQ. Neurological evaluation was
performed using an 18-point neurological scoring system. Infarct size was measured by MRT,
and mortality was documented 24 hours after MCAQ. Concentrations of GLT-1 mRNA and
GLT-1-protein in different brain areas as well as in cultivated astrocytes were measured by
real time PCR and western blotting, respectively. For promoter experiments a luciferase assay
was utilized. Measurements of cellular glutamate uptake were carried out by using
radiolabeled glutamate.

Treatment of rats with ceftriaxone did not lead to a significant reduction of infarct size after
MCAOQO. Nevertheless, ceftriaxone significantly improved neurological outcome and
dramatically reduced mortality after ischemic brain damage. Neither in vivo nor in vitro
differences in concentrations of GLT-1-mRNA und GLT-1-Protein under ceftriaxone
treatment were detectable. Studies on rat GLT-1 promoter (including a first time sequencing

of the promoter) did not show any ceftriaxone effects on GLT-1 promoter activity. In contrast,
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an increased glutamate transport activity, mediated by different concentrations of ceftriaxone,
was measured by using radiolabeled glutamate in cultivated astrocytes.

In summary, this work was able to demonstrate that ceftriaxone is able to act as a
neuroprotektive agent in ischemic brain damage. These neuroprotective effects could not be
explained by an increased expression of the astrocytic glutamate transporter GLT-1, but more

likely by an increased glutamate uptake mediated by ceftriaxone.
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amyotrophe Lateralsklerose

Aminohydroxymethylisoxazolpropionic acid,
Aminohydroxymethylisoxazolpropionsidure

atriales natriuretisches Peptid
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Adenosintriphosphat
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Center for Cardiovascular Research
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Diaminophenylindol
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EGF epidermal growth factor; epidermaler Wachstumsfaktor

EGFP Endogenous Green Fluorescenting Protein; endogenes griin
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