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Einleitung

1 Einleitung

Unser Gehirn ist sowohl ein hochkomplexes als auch ein sehr anspruchsvolles
Organ. So tragt es bei einem Anteil von nur 2 % unseres Kdrpergewichts bis zu 20 %
zum Ruhemetabolismus bei und nutzt dabei bis zu 95 % Glukose als Energiesubstrat
(Pellerin und Magistretti 2003; Bittner et al. 2010). Seine Komplexitat zeigt sich in der
uniberschaubaren Anzahl der Verknipfungen sowohl der Neurone untereinander als
auch zwischen den unterschiedlichen Zelltypen des Gehirns. Seit Beginn des
20. Jahrhunderts herrschte die Meinung vor, dass ausschlie3lich Neurone fur die
Informationsverarbeitung und -weiterleitung zustandig sind, jedoch stehen
inzwischen fur diese Aufgaben zunehmend auch die Gliazellen, insbesondere die
Astrozyten und Oligodendrozyten, im wissenschaftlichen Fokus (Giaume et al. 2007;
Hirrlinger und Nave 2014).

1.1 Zellen des zentralen Nervensystems

Das menschliche Gehirn enthalt zu annahernd gleichen Anteilen Neurone und
Gliazellen (Abb. 1), deren Verteilung zwischen den einzelnen Hirnarealen stark
variiert. So befinden sich im gesamten Cortex (graue und weil3e Substanz), welcher
82 % der Masse des menschlichen Gehirns ausmacht, 72 % aller Gliazellen,
hingegen nur 19 % aller Neurone (Azevedo et al. 2009). Dies steht in Einklang mit
den vielfaltigen essentiellen Aufgaben, welche Gliazellen fur die Aufrechterhaltung

der kortikalen Funktionen lbernehmen.

1.1.1 Neurone

Neurone stellen die funktionelle Grundeinheit des Nervensystems dar und sind
dadurch gekennzeichnet, dass sie elektrische Impulse in Form von
Aktionspotentialen (AP) weiterleiten konnen. Sie besitzen i.d.R. mehrere Dendriten,
welche Erregungen von anderen Neuronen aufnehmen sowie ein Axon, welches die
Erregung vom Zellkdrper fortleitet. Untereinander sind sie zu Netzwerken verknupft
und kommunizieren Uber Synapsen, an welchen die Signaltbertragung durch die
Ausschittung von Neurotransmittern wie Glutamat, GABA, Dopamin u.v.a. mit
anschlieBender Ausbildung exzitatorischer oder inhibitorischer postsynaptischer
Potentiale gewahrleistet wird (Allen und Barres 2009).
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Abb. 1 Zellen des ZNS. Neurone dienen der Weiterleitung von Erregungen. lhre Axone werden von
Oligodendrozyten umhiillt, um eine schnellere Erregungsleitung zu ermadglichen. Astrozyten stellen
den grofRten Anteil der Gliazellen dar und kontaktieren sowohl Kapillaren als auch Neurone und deren
Synapsen. Sie sind u.a. fur die Nahrstoffversorgung der Neurone und die Transmitteraufnahme aus
dem synaptischen Spalt spezialisiert. Mikroglia dienen der Immunabwehr und Phagozytose
abgestorbener Zellen. Ependymzellen kleiden die Ventrikel aus und sind an der Bildung der Blut-
Liquor-Schranke beteiligt. Sie werden haufig zu den Astrozyten gezahlt. NG2-Zellen (nicht abgebildet)
sind pluripotente Vorlauferzellen fur Oligodendrozyten (Abb. aus Wilhelm 2010).

1.1.2 Gliazellen

Die Gruppe der Gliazellen wird unterteilt in Mikroglia und Makroglia; zu
letzteren zahlen Oligodendrozyten, Astrozyten, Ependymzellen sowie NG2-Zellen
(Abb. 1; Kuffler und Nicholls 1966; Somjen 1988; Trotter et al. 2010). Als ihr
Entdecker gilt Rudolf Virchow, welcher 1856 erstmals den Begriff ,Nervenkitt® oder
,Neuroglia“ (griech. glia = Leim, Kitt) verwendete, da er diesem neu entdeckten
Zelltyp v.a. Stutzfunktionen zuschrieb. Gliazellen wurden anschlielend u.a. durch
Ramon y Cajal, del Rio Hortega, Golgi und Lugaro weiter klassifiziert. Auch wurden
Aufgaben wie die Versorgung von Neuronen mit Nahrstoffen oder die Beendigung

von Signalliibertragungen durch die Aufnahme von Transmittern postuliert (Virchow
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1858; del Rio-Hortega 1921; Somjen 1988). Jedoch sind Gliazellen im Gegensatz zu
Neuronen nicht in der Lage APs zu leiten.

Mit Ausnahme der Mikroglia sind Neurone und Gliazellen ektodermaler
Herkunft. Mikroglia haben als Teil des Immunsystems mesodermalen Ursprung und
wirken v.a. als ansassige Immunzellen des Nervensystems, welche an
Entzindungsprozessen beteiligt und zur Phagozytose fahig sind (Giulian 1987).
Oligodendrozyten hillen die Axone der Neurone mit Myelin ein, welches elektrisch
isolierend wirkt. Dies ermdglicht eine saltatorische und somit schnelle, zuverlassige
und o©konomische Erregungsleitung (Baumann und Pham-Dinh 2001). Daruber
hinaus sind sie maRgeblich an der Versorgung von Axonen mit Energie beteiligt
(Nave 2010; Hirrlinger und Nave 2014; Saab et al. 2016). NG2-Zellen, auch als
Polydendrozyten bezeichnet, sind pluripotente Vorlauferzellen fur Oligodendrozyten
sowie fur Neuronen- und Astrozytensubtypen (Belachew et al. 2003; Trotter et al.
2010). Ependymzellen sind ebenso wie Plexus Choroideus-Zellen, welche den
Liquor bilden, spezialisierte Gliazellen und kleiden die Ventrikel aus. Sie sind
miteinander Uber Zonulae adherentes und Tight junctions verbunden und bauen
somit die Blut-Liquor-Schranke auf (Wolburg et al. 2008). Da sie einige astrozytare
Eigenschaften besitzen, werden sie haufig zur Gruppe der Astrozyten gezahlt (Liu et
al. 2006; Wang und Bordey 2008; Kettenmann und Verkhratsky 2011).

1.2 Astrozyten

Astrozyten bilden die gré3te Gruppe der Gliazellen im Gehirn. Sie erhielten
ihren Namen, da sie durch ihre zahlreichen radialen Fortsatze ein sternférmiges
Aussehen besitzen (griech. astron = Stern) (Lenhossék 1895). Lange Zeit wurden sie
als einheitliche Zellpopulation angesehen, welche lediglich eine unterstiitzende
Funktion austbt. Heute weil3 man jedoch, dass Astrozyten eine sehr heterogene
Gruppe mit einem breiten Funktionsspektrum darstellen. So treten neben ihren
klassischen Aufgaben wie der Aufrechterhaltung eines geeigneten Mikromilieus fir
Neurone und deren Versorgung mit Nahrstoffen zunehmend auch aktivere Rollen in
den wissenschatftlichen Fokus. Hierzu zahlen u.a. die Beteiligung an der Bildung von
Synapsen, die Beeinflussung synaptischer Aktivitdat und des Gedachtnisses sowie
ihre Bedeutung als Stammzellen (Wang und Bordey 2008; Perea und Araque 2010;
Zhang und Barres 2010; Orr et al. 2015).
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Die klassische Aufteilung der Astrozyten erfolgt in die fibrésen (oder Faser-)
und protoplasmatischen Astrozyten (Andriezen 1893). Fibrose Astrozyten finden sich
in der weiRen Substanz. Haufig sind ihre Somata in Reihen zwischen den Axonen
angeordnet und ihre langen Fortsatze verlaufen parallel zu den Nervenbiindeln. In
der grauen Substanz dominieren die protoplasmatischen Astrozyten, welche den
grofldten Anteil der Astrozyten darstellen (Magistretti und Ransom 2002). Die grof3e
Heterogenitat erschwert jedoch eine eindeutige Definition, da sich Astrozyten sowohl
morphologisch, in ihren physiologischen, metabolischen und funktionellen
Eigenschaften, ihrer Genexpression, ihrer Reaktion auf pathologische Prozesse und
ihrer Entwicklung als auch in ihrem Vorkommen abhangig von Gehirnregion und
Spezies unterscheiden (Zhang und Barres 2010; Hu et al. 2016). Es existieren
weitere (bisher nicht einheitliche) Einteilungen der Astrozyten, welche diese
Unterschiede berlcksichtigen (Emsley und Macklis 2006; Kettenmann und
Verkhratsky 2011; Bribian et al. 2016).

1.2.1 Entwicklung und Morphologie

Astrozyten stammen von den Radialglia ab, welche als bipolare Zellen mit
Auslaufern zur Ventrikelwand und zur Pia Mater wahrend der Entwicklung des
Gehirns als Leitstrukturen und Vorlaufer fir Neuronen und Makroglia dienen
(Malatesta et al. 2008; Kettenmann und Ransom 2013). Sowohl im sich
entwickelnden als auch im adulten Gehirn stehen Astrozyten in engem Kontakt mit
Synapsen und sind essentiell fur deren regelrechte Ausbildung und Reifung (Pfrieger
und Barres 1997; Ullian et al. 2004). Synapsen zeigen auch nach Abschluss der
Entwicklung eine hohe Dynamik. Sowohl dendritische Spines als auch astrozytare
Fortsatze kénnen ihre Position und Struktur als Reaktion auf Einflisse aus dem sie
umgebenden Milieu veradndern. Diese Motilitat tragt zur Stabilisierung bzw.
Destabilisierung von Synapsen und damit zur Formung und Plastizitdt des
neuronalen Netzwerkes bei (Hirrlinger et al. 2004; Haber et al. 2006; Theodosis et al.
2008).

Astrozyten sind in Doménen organisiert, welche sich nur geringfugig
Uberlappen und stehen im Durchschnitt mit elf weiteren Astrozyten in direkter
Verbindung (Wang und Bordey 2008; Xu et al. 2010). Ein typischer Astrozyt (Nager)

besitzt 4-10 Hauptfortsédtze, von denen unzahlige kleinere Auslaufer ausgehen,
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welche mit ihren EndfiiBen verschiedene Strukturen wie Synapsen, BlutgefalRe oder
die Pia Mater kontaktieren (Khakh und Sofroniew 2015). Ein menschlicher Astrozyt
kann dabei rund 2 Mio. Synapsen kontaktieren, Astrozyten von Nagern ca. 100.000-
140.000 (Bushong et al. 2002; Oberheim et al. 2006). Innerhalb der astrozytaren
Fortsatze bilden sich durch Falten der Plasmamembran gliale Mikrodoménen,
welche einen Signalaustausch auf subzellularer Ebene ermdglichen (Grosche et al.
1999). Die enge Assoziation von astrozytdarem Fortsatz, pré- und postsynaptischem
Nervenende wird als Tripartite Synapse bezeichnet, da Astrozyten sowohl durch ihre
raumliche Nahe als auch die Fahigkeit, neuronale Signale wahrzunehmen und zu
regulieren, als wesentliche Komponente einer Synapse angesehen werden kénnen
(Araque et al. 1999).

Eine charakteristische Eigenschaft von Astrozyten ist die Expression des
Intermediarfilaments Gliales Fibrillares Saures Protein (Glial Fibrillary Acidic Protein,
GFAP), welches den bekanntesten und am haufigsten eingesetzten Marker fir
diesen Zelltyp darstellt. Es wurde bereits 1971 entdeckt (Eng et al. 1971) und zur
immunhistochemischen Markierung von Astrozyten verwendet (Uyeda et al. 1972;
Bignami et al. 1972), ist jedoch nach neueren Erkenntnissen nicht immer
eineindeutig. So gibt es sowohl eine grof3e Subpopulation GFAP-negativer
Astrozyten (v.a. in der grauen Substanz) als auch andere Gliazellen (z.B.
Ependymzellen), welche h&ufig nicht zur Familie der Astrozyten gezahlt werden aber
dennoch GFAP exprimieren (Walz und Lang 1998; Liu et al. 2006). Kultivierte
Astrozyten exprimieren zuverlassig GFAP (Chiu et al. 1981; Kettenmann und
Verkhratsky 2011). Als weitere Marker fur Astrozyten werden z.B. S100B (ein
Calciumbindendes  Protein), GLT-1 (ein  Glutamat-transporter), GS
(Glutaminsythase), AldhlL1l (eine Aldehyddehydrogenase) oder 3PGDH (ein
Schlisselenzym der Serin-biosynthese) eingesetzt, jedoch sind diese Proteine
ebenso wenig eineindeutig (Yamasaki et al. 2001; Steiner et al. 2007; Cahoy et al.
2008; Wang und Bordey 2008; Oberheim et al. 2012).

1.2.2 Allgemeine Eigenschaften und Funktionen

Elektrophysiologisch zeichnen sich die meisten Astrozyten gegenuber
Neuronen durch ihre fehlende elektrische Erregbarkeit und ein stark negatives

Ruhemembranpotential zwischen -80 und -90mV aus. Hierfur scheinen
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insbesondere Kir K*-Kanéle verantwortlich zu sein (Magistretti und Ransom 2002;
Wang und Bordey 2008; Halassa und Haydon 2010). Die astrozytare Aufnahme von
K* und anderen Substanzen, welche im Rahmen neuronaler Aktivitat freigesetzt
werden, stellt auRerdem ebenso wie die Regulierung des extrazellularen pH-Wertes
einen wichtigen Mechanismus zur Aufrechterhaltung der lonenhomoostase und
eines geeigneten Mikromilieus dar. Dies ist essentiell fir die reibungslose Funktion
der Neurone und der Signaltransmission (Sykova 1997).

Astrozytare Endfuf3e stehen in engem Kontakt zu Neuronen und Blutgeféal3en
und beteiligen sich am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke, sodass Astrozyten als
Hauptvermittler zwischen den Kapillaren und dem umgebenden Nervengewebe
fungieren. lhre Ausstattung mit diversen spezifischen Proteinen wie z.B. dem
Glukosetransporter GLUT1, Transporter fir Aminosauren, P-Glykoprotein,
lonenkanélen und Aquaporin-4 befahigt sie, regulierende Funktionen bezuglich der
Nahrstoffversorgung, Entfernung toxischer Metabolite, Volumenkontrolle oder
Kontrolle des lokalen Blutflusses und dessen Anpassung an den tatsachlichen
Bedarf zu bernehmen (Magistretti und Pellerin 1999; Abbott et al. 2006).

1.2.3 Gliale und neuronale Kommunikation

Astrozyten sind untereinander durch Gap junctions verbunden, welche fur
lonen und andere kleinere Molekile passierbar sind und bilden somit ein
funktionelles, in Kompartimenten organisiertes ,gliales Synzytium“ (Houades et al.
2008; Wasseff und Scherer 2011). Dieses scheint wesentlich zur koordinierten
elektrischen und biochemischen Aktivitat benachbarter Zellen und dem Ausgleich
intrazellularer lonenkonzentrationen beizutragen (Magistretti und Ransom 2002; Hu
et al. 2016). Fur die intra- und interzellulare Kommunikation von Astrozyten spielt
Ca?* eine entscheidende Rolle. Astrozyten sind in der Lage sowohl spontan als auch
nach Stimulation z.B. mit Glutamat oder Dopamin Ca?*-Signale zu generieren
(Cornell-Bell et al. 1990; Requardt et al. 2012). Sowohl in vitro als auch in situ
konnten eine Ausbreitung von interzellularen Ca?*-Wellen im Anschluss an eine
Stimulation (Cornell-Bell et al. 1990; Porter und McCarthy 1996; Scemes und
Giaume 2006) sowie spontane intrazellulare Ca?*-Oszillationen und Ca?*-Signale
innerhalb astrozytarer Mikrodomanen beobachtet werden (Grosche et al. 1999;
Fiacco und McCarthy 2006; Oheim et al. 2006; Shigetomi et al. 2013). In vivo wurden
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zudem ,Glissandi“ beschrieben, von neuronaler Aktivitdt abhangige weitreichende
Ca?*-Wellen, welche mit einer Reduktion der neuronalen Aktivitat und des
Blutflusses einhergehen (Kuga et al. 2011). Ca?*-Fluktuationen stellen somit eine Art
.Erregbarkeit® der Astrozyten dar und dienen als Signal fur die Verarbeitung und
Weiterleitung von Informationen (Scemes und Giaume 2006). Ahnlich der Ca?*-
Wellen scheinen Astrozyten auch tUber Na*-Wellen zu kommunizieren. Der Anstieg
von intrazellularem Na™ ist ein Signal flr erhéhten Nahrstoffoedarf und fihrt zu einer
gesteigerten Glykolyse und Glukoseaufnahme (Chatton et al. 2000; Bernardinelli et
al. 2004; Langer et al. 2012; Rose und Karus 2013). Das Signal kann sich durch
Diffusion von Na* Uber Gap junctions ausbreiten und auch in benachbarten
Astrozyten eine metabolische Aktivierung hervorrufen (Langer et al. 2012; Pellerin
und Magistretti 2012; Rose und Verkhratsky 2016).

Astrozyten exprimieren alle fir die Neurotransmission relevanten Transmitter-
und Hormonrezeptoren, sodass sie jede Aktivitat im Hirn wahrnehmen koénnen (Abb.
2; Porter und McCarthy 1997). Ebenso kénnen sie auf Grund ihrer Plastizitat sowie
Uber die Freisetzung von Gliotransmittern die neuronale Erregbarkeit und
synaptische Aktivitat beeinflussen. Zu den Gliotransmittern gehodren u.a. Glutamat,
ATP und D-Serin, deren Freisetzung haufig im Anschluss an einen Anstieg des
intrazellularen Ca?*-Spiegels erfolgt und sowohl der autokrinen als auch parakrinen
Kommunikation mit anderen Gliazellen und Neuronen dient (Mothet et al. 2005;
Deitmer et al. 2006; Pangrsi¢ et al. 2007). Es entsteht somit zunehmend die
Vorstellung, dass Astrozyten nicht auf ihre unterstiitzende Funktion beschrankt sind,
sondern sich aktiv an der Verarbeitung, Ubertragung und Speicherung von
Informationen im ZNS beteiligen (Araque et al. 1999; Halassa und Haydon 2010;
Perea und Araque 2010).

Astrozyten besitzen diverse ligandengesteuerte Rezeptorkanéle (ionotrope
Rezeptoren) fur Botenstoffe wie Glutamat, GABA, ATP, Glycin und Acetylcholin
(Parpura und Haydon 2009). Im zentralen Nervensystem kommt den exzitatorischen
ionotropen Glutamatrezeptoren (iGIuR) eine dominierende Rolle zu. Sie werden
entsprechend selektiver Agonisten weiter in NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-
Aspartat), AMPA-Rezeptoren (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionat)
und Kainat-Rezeptoren unterteilt. Diese lonenkandle sind fir kleine Kationen wie Na*

und Ca?* durchlassig, vermitteln die schnelle exzitatorische Erregungsweiterleitung
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zwischen Neuronen und spielen in Astrozyten z.B. bei der Auslosung von Ca?*-
Signalen eine Rolle (Verkhratsky und Steinhduser 2000; Danbolt 2001). In
kultivierten Astrozyten finden sich ausschlieBlich AMPA und Kainat Rezeptoren,
wahrend in situ auch funktionelle NMDA-Rezeptoren auf Astrozyten nachgewiesen
werden konnten (Lalo et al. 2006), was jedoch umstritten ist (HOft et al. 2014;
Matyash und Kettenmann 2010).

Eine weitere groBe Rezeptorklasse stellen die G-Protein gekoppelten
(metabotropen) Rezeptoren dar. Diese fuhren entweder zu einem Anstieg bzw. Abfall
des sekundéaren Botenstoffes cCAMP (Gs bzw. Gi- gekoppelt) oder einem Anstieg der
intrazellularen Ca?*-Konzentration (Gg-gekoppelt) (Heckmann et al. 2011).
Astrozyten besitzen diese Rezeptoren fir Glutamat, Dopamin, GABA, ATP,
Acetylcholin sowie diverse weitere Transmitter und Hormone (Parpura und Haydon
2009). Fur Glutamat dominieren sowohl in Kultur als auch in vivo die Rezeptoren
MGIuUR3 (Gi-gekoppelt) und mGIuRS5 (Gg-gekoppelt; D’Antoni et al. 2008). Diese sind
ebenfalls an der Ausbildung von Ca?*-Signalen, sowie an verschiedenen weiteren
Signalwegen beteiligt und tragen somit zur Astrozyten-Neuronen-Interaktion bei
(Bezzi et al. 1998; D’Antoni et al. 2008). Fur Dopamin konnte in Astrozyten des
Cortex eine hohe Expression von Gi-gekoppelten D2-Rezeptoren nachgewiesen
werden (Khan et al. 2001; Mladinov et al. 2010). Ebenso wurden Gs- und Gg-
gekoppelte Dopaminrezeptoren der D1-Gruppe beschrieben (Zanassi et al. 1999; Liu
et al. 2009; Requardt et al. 2012).

1.2.4 Transmitteraufnahme

Die Entfernung von Neurotransmittern aus dem Extrazellularraum ermdéglicht
eine schnelle Beendigung der synaptischen Ubertragung und ist Voraussetzung fur
eine prazise Neurotransmission. Astrozyten besitzen diverse Transportsysteme fir
Neurotransmitter wie Glutamat, Dopamin, Serotonin und GABA (Inazu et al. 1999).

Die Aufrechterhaltung einer niedrigen extrazelluldren Glutamatkonzentration
durch Astrozyten begunstigt die Diffusion von Glutamat aus dem synaptischen Spalt
heraus und dient neben der Signalterminierung dazu, Neurone vor der
exzitotoxischen Wirkung des Glutamats zu schitzen (Kanai et al. 1993; Allen und
Barres 2009). Fur diese Aufgabe besitzen sie den Glutamat-Aspartat Transporter

(GLAST) und Glutamat Transporter 1 (GLT-1), auch als excitatory amino acid
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transporter (EAAT 1 und 2) bezeichnet (Abb. 2). GLAST und GLT-1 kénnen in einer
Zelle koexprimiert werden, ihr Anteil variiert jedoch abhangig von der Hirnregion.
Wahrend GLAST im Kleinhirn Gberwiegt, wird GLT-1 vermehrt im Grof3hirn exprimiert
(Lehre et al. 1995; Gegelashvili und Schousboe 1998; Schousboe et al. 2004). Der
Glutamattransport erfolgt gekoppelt an den Einstrom von 3 Na* und einem H* sowie
dem Auswartsstrom von einem K*. Die besondere Kopplung an mehrere lonen gibt
dem sekundar aktiven Transporter eine enorme Triebkraft und erméglicht einen
Konzentrationsgradienten ([Glu]iz/[Glulez) bis 108 (Zerangue und Kavanaugh 1996;
Danbolt 2001; Bak et al. 2006). Teilweise wird Glutamat Uber den excitatory amino
acid carrier 1 (EAAC1, entspricht EAAT3) direkt von den Neuronen wieder
aufgenommen, Uberwiegend erfolgt die Aufnahme jedoch durch Astrozyten (Danbolt
2001).

Da fur die Glutamataufnahme der Na*-gradient als Triebkraft genutzt wird, ist
dessen Aufrechterhaltung eine essentielle Voraussetzung fur die schnelle Glutamat-
Entfernung. Dies geschieht hauptsachlich durch die ubiquitare Na*/K*-ATPase,
welche intrazellulares Na* gegen K* im Verhaltnis 3:2 unter Verbrauch von 1 ATP
austauscht (Apell 1997). Fir die Erh6hung der intrazellularen Na*-Konzentration sind
v.a. Glutamattransporter verantwortlich, wéahrend ionotrope Glutamatrezeptoren nur
einen geringen Beitrag zum Na*-Einstrom darstellen (Chatton et al. 2000). Daher
liegt eine gegenseitige Regulierung von GLT-1 bzw. GLAST und Na'/K*-ATPase
nahe. Tatsachlich konnten sowohl eine funktionelle, Uber die a2 Untereinheit der
ATPase vermittelte Aktivitdtserhohung, als auch eine raumliche Kolokalisation und
physikalische Interaktionen und damit wahrscheinliche direkte Kopplung der
Transporterproteine mit der Na*/K*-ATPase gezeigt werden (Pellerin und Magistretti
1997; Rose et al. 2009; Robinson und Jackson 2016).

Dopamin kann im Anschluss an die Ausschittung in den synaptischen Spalt
Uber neuronale ,uptake:“ Transporter durch das prasynaptische Neuron
wiederaufgenommen und erneut verwendet werden (Takeda et al. 2002; Sotnikova
et al. 2006). Zu diesen Na*-abhangigen Transportern gehdren der Dopamin-,
Norepinephrin- und Serotonintransporter (DAT, NET und SERT), von denen sowohl
DAT als auch NET Dopamin transportieren (Eisenhofer 2001). Auch Astrozyten
exprimieren DAT und NET sowie den organischen Kationentransporter 3 (OCT3,
auch extraneuronaler Monoamintransporter, EMT), welcher (neben OCT1 und 2) zu
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den Na‘*-unabh&ngigen extraneuronalen ,uptake>* Transportern gehdrt. Astrozyten
besitzen weiterhin die Enzyme Monoaminoxygenase (MAO) und Catechol-O-
Methyltransferase (COMT), welche fir den Abbau von Dopamin notwendig sind.
Somit sind sie malgeblich an der Signalterminierung und Regulierung der
Monoaminkonzentration beteiligt (Takeda et al. 2002).

Glutamaterge Synapse Astrozyt Kapillare

LAKTAT

GLUTAMIN

A [GLUTT]
Stz GLUKOSE <

GLUTAMAT
— K+ [ELA‘SF‘ T l
G GLT-1 |

ATP
O
ATPase
L7 \op

K+
Abb. 2 Stoffwechselprozesse an der Tripartiten Synapse. Glukose wird von Astrozyten Uber

Metabotrope  lonotrope
Glutamatrezeptoren

GLUT1 (und zu einem geringeren Anteil direkt von Neuronen Uber GLUT4) aufgenommen und flief3t
zum ATP-Gewinn in die Glykolyse. Das entstandene Laktat wird Uber den Transporter MCT1 an die
Neuronen weitergegeben, wo es als Energiesubstrat dient (Laktatshuttle). Wahrend der
SignalUbertragung an exzitatoritschen Synapsen freigesetztes Glutamat diffundiert aus dem
synaptischen Spalt und wird Uberwiegend durch GLAST und GLT-1 im Cotransport mit 3 Na*, 1 H*
und Antiport von 1 K* von Astrozyten aufgenommen. Der Na*-Gradient wird von der Na*/K*-ATPase
wiederhergestellt. Es bestehen eine funktionelle und physische Kopplung zwischen den
Glutamattransportern und der ATPase (hier nicht dargestellt), sodass die synaptische Aktivitat direkt
an die Bereitstellung von Energie Uber eine erhdhte Glykolysetétigkeit gekoppelt wird.
Aufgenommenes Glutamat wird u.a. durch die astrozytenspezifische Glutaminsynthetase unter ATP-
Verbrauch zu Glutamin umgewandelt, welches tber SNA-Transporter in die Neurone gelangt. Dort
katalysiert die Phosphat aktivierte Glutaminase die Rickreaktion zu Glutamat, welches in Vesikel
verpackt wird und somit wieder fir die Neurotransmission zur Verfligung steht (Glutamat-Glutamin-

Zyklus; modifiziert nach Pellerin und Magistretti 1994).
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1.2.5 Nahrfunktion und Metabolismus

Astrozyten sind wichtige Nahrstofflieferanten fur Neurone. Wéhrend Neurone
ca. 95 % der Energie im ZNS verbrauchen, wird Glukose als nahezu exklusives
Energiesubstrat Uberwiegend durch Astrozyten aufgenommen (Pellerin und
Magistretti 2003). Sie besitzen dafiur den Glukosetransporter GLUT1 und weiterhin
den Transporter MCT1 (Monocarboxylasetransporter) fur den Transport von Laktat,
Pyruvat und Ketonkorpern, wahrend Neurone GLUT3 und MCT2 exprimieren
(Morgello et al. 1995; Broer et al. 1997). Astrozyten zeigen die ungewohnliche
Fahigkeit, selbst unter normoxischen Bedingungen Glukose zu Laktat umzusetzen.
Dieser Prozess wird als ,aerobe Glykolyse® bezeichnet und wurde urspringlich
insbesondere Tumorzellen zugeschrieben (Warburg et al. 1926). Jedoch scheinen
Astrozyten ebenfalls einen grol3en Teil ihrer Energie in der oxidativen
Phosphorylierung zu gewinnen, woflir u.a. die Existenz von Mitochondrien in
astrozytaren Fortsatzen spricht (Grosche et al. 1999; San Martin A. et al. 2013;
Derouiche et al. 2015). Der Anteil von Glykolyse und oxidativer Phosphorylierung an
der Energiegewinnung in Astrozyten sowie das bevorzugte Energiesubstrat (insb.
Glukose oder Laktat) sind jedoch nicht abschlieRend geklart (Schousboe et al. 2007,
Dienel 2012).

Astrozyten exprimieren hauptsachlich das LDH5-Isoenzym, welches in Zellen
mit einer hohen glykolytischen Aktivitdt vorkommt und auf Grund seiner kinetischen
Eigenschaften unter den gegebenen zellularen Bedingungen die schnelle
Umwandlung von Pyruvat zu Laktat vorantreibt. In Neuronen kommt hingegen v.a.
LDH1 vor, welches auf Grund seiner niedrigeren Km und hohen Affinitat die
Umsetzung von Laktat zu Pyruvat kinetisch begunstigt (Pellerin et al. 1998). Es
konnte gezeigt werden, dass Astrozyten Laktat freisetzen und Neurone dieses als
Energiesubstrat nutzen konnen (Walz und Mukerji 1988; Pellerin et al. 1998).

Auf Grund dieser Beobachtungen wurde der Astrozyten-Neuronen-Laktatshuttle
zur Versorgung der Neurone postuliert, dessen Existenz durch in vivo
Beobachtungen gestitzt wird (Machler et al. 2016): Glukose wird von den Astrozyten
aufgenommen, unter Gewinnung von 2 ATP zu 2 Laktat metabolisiert und das
entstandene Laktat an die Neurone weitergegeben. Dort fliel3t es Uber Pyruvat in den
Citratzyklus ein und kann pro Molekul bis zu 18 ATP einbringen (Abb. 2; Pellerin et

al. 1998; Pellerin und Magistretti 2003). Auch das in Astrozyten gespeicherte
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Glykogen kann bei Bedarf in Form von Laktat den Neuronen als Energiesubstrat
bereitgestellt werden (Magistretti und Ransom 2002).

Wahrend der Neurotransmission freigesetztes Glutamat kann den Laktatshuttle
stimulieren, sodass der Nahrstoffoedarf an die synaptische Aktivitdt angepasst wird.
Diese metabolischen Kopplung basiert auf einem Anstieg der intrazellularen Na*-
Konzentration durch die Glutamataufnahme, welche Uber eine Aktivierung der
Na*/K*-ATPase die Glukoseaufnahme und Glykolyse anregt (Lipton und Robacker
1983; Pellerin und Magistretti 1994; Pellerin und Magistretti 1997; Rose und Karus
2013). Auch bestehen direkte Interaktionen der Glutamattransporter und der Na*/K*-
ATPase mit Enzymen der Glykolyse und des Glykogenstoffwechsels sowie mit
mitochondrialen Proteinen fur die Kopplung von synaptischer Aktivitat und
Energiegewinnung (Rose et al. 2009; Bauer et al. 2012; Robinson und Jackson
2016).

Glutamat wird im Anschluss an die Aufnahme durch die astrozytenspezifische
Glutaminsynthetase unter Verbrauch von ATP zu Glutamin umgewandelt (Martinez-
Hernandez et al. 1977). Dieses wird von den Astrozyten an die Neurone abgegeben,
wo es durch die neuronenspezifische Phosphat aktivierte Glutaminase wieder zu
Glutamat desaminiert und in Vesikel verpackt wird (Kvamme et al. 2001; Chaudhry et
al. 2002). An diesem Glutamat-Glutamin-Zyklus sind die sodium-coupled neutral
amino acid transporter (SNAT) 3 und 5 (Astrozyten) sowie SNAT1 und 2 (Neurone)
beteiligt (Bak et al. 2006). Weiterhin kann Glutamat (ber den Zitratzyklus
metabolisiert werden. Der Anteil oxidierten Glutamats variiert dabei je nach
extrazellularer Glutamatkonzentration zwischen 15 und 70 % und stellt eine wichtige
Energiequelle dar (Bak et al. 2006; McKenna 2007; Robinson und Jackson 2016).
Auch kann Glutamat, ebenso wie fur Glutamin, als Vorlaufer fur GABA oder fur die

Synthese von Glutathion und Proteinen verwendet werden (McKenna 2007).

1.2.6 Pathologische Prozesse

Gesunde Astrozyten unterstlitzen die regelrechte Funktion der Neurone,
synaptische Transmission und weitere Prozesse fur einen reibungslosen Ablauf der
Hirnfunktionen. Im Rahmen von neurologischen Erkrankungen kommt es jedoch zu
molekularen und zellularen Veranderungen der Astrozyten, welche unter Umstanden

zu Funktionseinschrankungen fihren kénnen (Ridet et al. 1997). Diese sogenannte
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reaktive Astrogliose kann bei zahlreichen Erkrankungen des ZNS auftreten, so bei
traumatischen und ischamischen Ereignissen, aber auch bei Tumoren, Infektionen,
Epilepsie, neurodegenerativen und psychiatrischen Erkrankungen (Pekny und
Nilsson 2005; Heneka et al. 2010; Sloan und Barres 2014). Sie ist v.a. durch eine
verstarkte Expression von GFAP und Verénderungen weiterer Proteinexpressionen,
gesteigerte  Proliferation und  Hypertrophie der astrozytaren  Fortsatze
gekennzeichnet (Fawcett und Asher 1999; Pekny und Nilsson 2005; Sofroniew
2009). Die reaktive Astrozytose ist ein komplexer Prozess, welcher von feinen,
reversiblen Anderungen bis hin zu irreversibler glialer Narbenbildung fiihren kann
(Sofroniew 2009). Sie stellt (wie lange angenommen) keine per se maladaptive
Reaktion dar, sondern kann durchaus dazu beitragen, entstandenen Schaden zu
begrenzen und zu reparieren indem z.B. verstarkt exzitotoxisches Glutamat und
Ammoniak aufgenommen sowie Energiesubstrate und antioxidative Verbindungen
(Glutathion) fir die umgebenden Neurone bereit gestellt werden (Dringen und
Hirrlinger 2003; Sofroniew 2009; Osborn et al. 2016). Unter bestimmten Umstanden
konnen jedoch diese potentiell protektiven Funktionen vermindert sein oder sich
umkehren (z.B. wird verstarkt Glutamat abgegeben), sodass sie zur Entstehung
eines neurotoxischen Milieus und somit Verstarkung des Schadens beitragen (Pekny
und Nilsson 2005; Bak et al. 2006; Harada et al. 2015). Ebenso kdnnen
dysfunktionale Astrozyten, einhergehend mit Astrogliose oder dem Verlust wichtiger
Funktionen, selbst primare Ursache von ZNS Erkrankungen wie z.B. Alzheimer,
Amyotrophe Lateralsklerose oder Neuromyelitis Optica sein (Sofroniew 2009; Pekny
et al. 2015; Lan et al. 2015).

1.3 Zellkulturen als Modell

Im komplexen Netzwerk der Zellen des Gehirns ist es auf Grund zahlreicher
Verknupfungen der Zellen untereinander sowie der grof3en Heterogenitat oft
schwierig, Eigenschaften einzelner Zelltypen zu untersuchen. Daher wurden fir die
Experimente mit Astrozyten angereicherte Zellkulturen verwendet, welche eine
zelltypspezifische Analyse in vitro ohne den Einfluss anderer Zelltypen ermdglichen.
Die Zellkulturen erlauben weiterhin die einfache Manipulation von Zellen wie z.B.
Transfektion zur Expression von Proteinen sowie die einfache Veranderung des die
Zellen umgebenden Mediums.
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Jedoch muss bertcksichtigt werden, dass sich kultivierte Astrozyten teilweise
von ihren in vivo Korrelaten unterscheiden. Die Kulturen zeigen einen leicht
abweichenden, vermutlich unreifen oder reaktiven Phanotyp (Cahoy et al. 2008).
Rein morphologisch stellen sie sich deutlich weniger verzweigt dar als ihre Korrelate
in  Hirnschnitten. Astrozyten in Kultur sind GFAP-positiv, zeigen &hnliche
elektrophysiologische Eigenschaften und keine Neuronen- oder Oligodendroglia
spezifischen Marker (Chiu et al. 1981; Kimelberg 1983). Sie exprimieren viele
(jedoch nicht alle) der astrozytdren Gene sowie einige zusatzliche Gene (Cahoy et
al. 2008). So finden sich in kultivierten Astrozyten AMPA/Kainat-Subtypen der
Glutamatrezeptoren, jedoch nicht der NMDA-Subtyp (Cornell-Bell et al. 1990;
Verkhratsky und Steinhduser 2000). Sie zeichnen sich ebenfalls durch die Aufnahme
von Glutamat aus, jedoch erfolgt diese im Gegensatz zu in vivo Astrozyten v.a. Gber
GLAST und kaum tber GLT-1 (Robinson und Jackson 2016). Der Dopamintransport
in kultivierten kortikalen Astrozyten scheint ausschlieRlich tUber OCT3 (Na*-
unabhangig) und NET (Na*-abhangig) stattzufinden, letzterer konnte jedoch nicht in

allen Studien nachgewiesen werden (Takeda et al. 2002).

1.4 Neurotransmitter

Fur die chemische Ubertragung der Aktionspotentiale an Synapsen verwenden
Neurone eine Vielzahl von Transmitter wie Acetylcholin, GABA, Glycin, Serotonin
etc., einschlie8lich der fur die vorliegende Arbeit relevanten Transmitter Glutamat
und Dopamin. Glutamat ist als wichtigster exzitatorischer Neurotransmitter des ZNS
an den meisten normalen Hirnfunktionen wie Wahrnehmung, Gedéchtnis und Lernen
beteiligt (Danbolt 2001). Seine Konzentration an der Synapse kann in Ruhe auf bis
zu 25 nM sinken und steigt bei synaptischer Transmission stark an auf ca. 100 uM
bis 1 mM (McKenna 2007; Robinson und Jackson 2016).

Dopamin ist der verbreitetste katecholamine Neurotransmitter und
Neuromodulator des ZNS und an wichtigen Prozessen wie der Regulierung
motorischer Aktivitdt und des Hormonhaushalts, Aufmerksamkeit, Motivation, Lernen
und Gedachtnis beteiligt (Beaulieu und Gainetdinov 2011). Dopaminerge Neurone
befinden sich Gberwiegend im Mesencephalon und im Hypothalamus, von wo aus sie
u.a. in das limbische System, Striatum und in den Cortex projizieren (Dahlstroem und
Fuxe 1964; Bjorklund und Dunnett 2007). Da Dopamin nicht in der Lage ist, die Blut-
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Hirn-Schranke zu passieren, wird es in Neuronen aus Tyrosin mit Hilfe der
Tyrosinhydroxylase gebildet (Heinrich et al. 2014). Dopamin kann je nach
vorherrschendem Rezeptortyp und Konzentration sowohl exzitatorisch als auch
inhibitorisch auf kortikale Neurone wirken und es wird davon ausgegangen, dass
seine Wirkung auf dem Zusammenspiel der basalen Konzentration und
Schwankungen durch phasische Ausschittung beruht (Kroener et al. 2009). Basale
Dopaminkonzentrationen wurden zwischen 1-9 nM gemessen und steigen bei
Stimulation auf 50-570 nM (Chen et al. 1997; Shiraishi et al. 1997; Kroener et al.
2009).

1.5 FRET-Sensoren

Fluoreszierende Proteine (FP) bieten unzahlige Méglichkeiten zur Erforschung
zellularer Strukturen und Prozesse. Eines der ersten bekannten intrinsisch
fluoreszierenden Proteine, GFP (green fluorescent protein), wurde aus der Qualle
Aequorea victoria extrahiert (avGFP; Shimomura et al. 1962). Die Sequenzierung
und Modifizierung des avGFP ermdglichte die molekulargenetische Herstellung
verstarkter, verschiedenfarbiger oder an Molekiile gekoppelter Varianten und
schaffte somit die Grundlage fur ein breites Anwendungsspektrum. So ist u.a. die
Beobachtung von Expression, Lokalisation und dynamischen Veranderungen von
Proteinen und zellularen Strukturen sowie der Einsatz als Biosensor mdglich (Tsien
1998; Frommer et al. 2009).

Fluoreszenz beschreibt das Phanomen der Lichtaussendung eines geeigneten
Fluorophores im Anschluss an die Absorption von Energie in Form von Photonen.
Diese heben in Abhéangigkeit ihrer Energie (also der Wellenlange) Elektronen des
Fluorophors in einen angeregten, labilen Zustand. Fallen die Elektronen zurtick auf
ihren Grundzustand, wird erneut Energie (v.a. als Photonen) freigesetzt. Da ein Teil
der Energie strahlungsfrei verloren geht, besitzt das emittierte Licht eine geringere
Energie (und damit groRere Wellenlange) als das absorbierte Licht (Hochreiter et al.
2015).

Forster- (gelegentlich auch Fluoreszenz-) Resonanzenergietransfer (FRET) ist
ein nach Theodor Foérster benannter physikalischer Prozess, bei dem ein Teil dieser
absorbierten Energie strahlungsfrei (Uber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen) von einem
angeregten Donor auf einen geeigneten Akzeptor tbertragen wird (Forster 1948).
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Wesentliche Voraussetzungen fur einen FRET-Effekt zwischen zwei FP sind (i) eine
raumliche Distanz zwischen 1-10 nm (i) eine geeignete Ausrichtung der
Schwingungsebenen des Emissions- und Absorptionsdipols von Donor und
Akzeptor; hier ist der FRET-Effekt am hochsten, wenn die Vektoren parallel verlaufen
sowie (iii) eine Uberschneidung des Emissionsspektrums des Donors mit dem
Anregungsspektrum des Akzeptors, wobei 30 % oder mehr fur einen ausreichenden
FRET-Effekt angestrebt werden (Tsien 1998; Hochreiter et al. 2015). Da der Donor
energetisch hohere (also kirzere) Wellenlangen absorbieren und emittieren muss
um den Akzeptor anzuregen, liegen Absorptions- und Emissionsspektrum des
Donors bei kiirzeren Wellenlangen als die des Akzeptors (Abb. 3).

Ein geeignetes und weit verbreitetes FRET-Paar sind z.B. das blau
fluoreszierende cyan fluoreszent protein (CFP) und das gelb fluoreszierenden yellow
fluoreszent protein (YFP) sowie deren Derivate; mdglich ist ebenfalls die
Kombination aus einem grtin fluoreszierenden Donor (z.B. enhanced GFP, eGFP)
und einem rot fluoreszierenden Akzeptor (z.B mRuby) (Kredel et al. 2009; Frommer
et al. 2009; Hochreiter et al. 2015). Diese FP konnen durch eine Sensordoméne
verbunden werden und gelangen so in eine geeignete Position fir einen
intramolekularen FRET-Effekt. Reagiert die Sensordoméne auf Veranderungen der
Umwelt, so verandern sich Abstand und Ausrichtung der FP zueinander und damit
der Anteil des messbaren FRET-Signals (Abb. 4; Frommer et al. 2009).
Unterschiedliche Mechanismen wie enzymatische Spaltung, Konformationsanderung
oder eine mechanische Anderung der Sensordoméane konnen als Grundlage fir
Veranderungen des FRET-Signals genutzt werden und ermdglichen sowohl die
qualitative als auch quantitative Beurteilung z.B. von Enzymaktivitaten, Signalwegen,
Metabolitkonzentrationen oder Zelladhasionskraften (Hochreiter et al. 2015).
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Abb. 3 Anregungs- und Emissionsspektren des Donors CFP (blau) und Akzeptors YFP
(grun). Die Anregung (unterbrochene Linien) erfolgt bei kiirzerer Wellenléange als die Emission
(durchgezogene Linien). A: Uberschneidung des CFP-Emissionsspektrums mit dem YFP-
Anregungsspektrum (hellgelbe Flache) als Voraussetzung fiir das Auftreten eines FRET-
Effekts. B: Die Anregung des CFP erfolgt bei 436 nm (Pfeil), die Emission wird bei 480 nm
(CFP-Emission, hellblaue Flache) sowie bei 535 nm (YFP-Emission bzw. FRET-Signal,
hellgriine Flache) gemessen. Weiterhin kann die YFP-Emission bei direkter YFP-Anregung bei
500 nm gemessen werden (nicht dargestellt). Dargestellt wurden die in den Experimenten
verwendeten Filtereigenschaften, 436/20 bedeutet: Maximum bei 436 nm + 10 nm. Die Daten
der Fluoreszenzspektren sind R. Tsien’s Website entnommen

(http://www.tsienlab.ucsd.edu/Documents.htm).

17



Einleitung

1.5.1 ATeam: Ein FRET-basierter Sensor fir ATP

Adenosintriphosphat (ATP) dient ubiquitar als unmittelbarer Energietrager und
Regulator energieliefernder Prozesse und kann zudem als intra- und extrazellularer
Botenstoff agieren. Die detalllierte Analyse dieser Vorgdnge ist jedoch mit
herkbmmlichen Methoden nur eingeschrankt maoglich: Biochemische Anséatze
erfordern eine Lyse der Zellen, wodurch subzellulare und zeitliche Auflésung sowie
Zelltypspezifitat verloren gehen, wahrend bisherige bildgebende Methoden
Unspezifitat und erschwerte ATP-Kalibration aufweisen.

Der von Imamura et al. (2009) entwickelte FRET-basierte Sensor fur ATP bietet
nun die Moglichkeit, den ATP-Gehalt in einzelnen Zellen und Zellkompartimenten in
Echtzeit zu beobachten. Dieser Sensor verwendet die e-Untereinheit der FoF1-ATP
Synthase von Bacillus subtilis als Sensordomane. Diese zeichnet sich dadurch aus,
dass sie eine sehr hohe Spezifitat fur ATP gegenuber anderen Nukleotiden wie ADP
oder GTP zeigt, ATP bindet aber nicht hydrolysiert und bei Bindung von ATP einer
grolRen Konformationsdnderung unterliegt. An den N- bzw. C-Terminus wurden die
Fluoreszenzproteine ,mseCFP“ und ,cp173mVenus® als Donor bzw. Akzeptor
angefugt (Abb. 4). Hierbei handelt es sich um Varianten der FP CFP bzw. YFP,
welche die gleichen Anregungs- und Emissionsspektren besitzen, jedoch
Verbesserungen hinsichtlich der effizienten Proteinreifung, dynamischen Breite und
Resistenz gegenuber Umwelteinfliissen wie z.B. dem pH-Wert aufweisen (Nagai et
al. 2002; Nagai et al. 2004; Matsuda et al. 2008). Im Folgenden werden aus Grinden
der Ubersichtlichkeit fiir die FPs im hier verwendeten Sensor die Bezeichnungen
CFP und YFP verwendet.

Kommt es zur Bindung von ATP an die ¢-Untereinheit, so nahern sich die FP
einander an. Dies resultiert in einer Verstarkung des FRET-Effekts, d.h. in der ATP-
gebundenen Form wird bei CFP-Anregung vermehrt YFP durch Energie des CFP
angeregt. Als Resultat ist eine verstarkte Emission von YFP bei verminderter CFP-
Emission messbar. Die Messung des FRET-Indexes erlaubt direkte Ruckschlisse
auf den relativen ATP-Gehalt der Zelle. Der Sensor erhielt den Namen ATeam
(Adenosine 5-Triphosphate indicator based on Epsilon subunit for Analytical
Measurements) (Imamura et al. 2009).
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Abb. 4 Der FRET-basierte ATP-Sensor ATeam. An der g-Untereinheit der FoF1-ATP Synthase von
Bacillus subtilis befinden sich Varianten von CFP (mseCFP) und YFP (cpl173mVenus) als Donor-
bzw. Akzeptorfluoreszenzprotein. Ist kein ATP gebunden, so befinden sich diese in relativer
Distanz, sodass bei Anregung des CFP kaum eine Anregung des YFP auftritt. Wird ATP gebunden,
so unterliegt die e-Untereinheit einer Konformationséanderung und die Fluoreszenzproteine ndhern
sich einander an. Bei CFP-Anregung tritt nun ein starker FRET-Effekt auf: Das YFP wird durch
einen Teil der Energie des CFP angeregt und leuchtet verstarkt, wéhrend die CFP-Emission

abnimmt (Abb. modifiziert nach Imamura et al. 2009).

Fur die Bestimmung des FRET-Indexes werden die Emissionsintensitaten von
Donor und Akzeptor bei Anregung des Donors gemessen und deren Verhaltnis
angegeben. Die YFP-Emission bei CFP-Anregung wird im Folgenden zur
Veranschaulichung und Differenzierung der YFP-Emission bei YFP-Anregung als
FRET-Signal bezeichnet. Das Verhaltnis von FRET/CFP ist eine gangige Methode
der FRET-Sensor Analyse und eignet sich, solange das Verhaltnis der Konzentration
von Donor und Akzeptor (wie in dem hier vorliegenden intramolekularen FRET-
Sensor) konstant ist (Imamura et al. 2009; Hou et al. 2011; Shrestha et al. 2015).

Die erste Variante des ATeam Sensors mit einem hohen dynamischen Bereich,
AT1.03, zeigte eine Dissoziationskonstante Kd¢ von 3.3 mM (bei 37°C). Durch
Substitution der e-Untereinheit mit der des thermophilen Bakteriums Bacillus sp. PS3
und Mutationen im Bereich des ATP-Bindungszentrums entstanden Varianten mit
unterschiedlicher Affinitat, welche ATP-Messungen im Bereich von 2 uM bis 8 mM

ermdglichen. Die verwendete Variante AT1.03YEMK pesitzt eine Kd von 1,2 mM sowie
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einen Hill-Koeffizient von 2,1 und eignet sich somit flir Messungen im
physiologischen Bereich. Der ATeam Sensor AT1.03YEMK zeigt weiterhin folgende
Eigenschaften: Nahezu unverénderliche Fluoreszenzemission bei pH-Werten
zwischen 7,1 und 8,5; ATP-Bindungs- und Dissoziationsrate (kon bzw. koff) von
1,7x102 mM1st bzw. 9,8x102 st (Imamura et al. 2009).
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2 Ziele

Die Bedeutung von Astrozyten fir den Energiestoffwechsel des Gehirns ist
unumstritten, jedoch wird eine zelltypspezifische Analyse durch intensive
Interaktionen verschiedener Zelltypen im Gehirn und fehlende zelltypspezifische
Analysen herkdmmlicher biochemischer Methoden erschwert. Ziel der vorliegenden
Arbeit ist die zelltypspezifische Analyse von ATP-Veranderungen in Kkultivierten
Astrozyten unter physiologischen und pathologischen Stimuli mit Hilfe des genetisch
kodierten, fluoreszenten Sensors ,ATeam®. Hierdurch sollen bisher nicht messbare
ATP-Veranderungen auf zellularer Ebene der Analyse zugéanglich gemacht werden
um Aspekte zum vertieften Verstandnis der komplexen metabolischen Vorgange im
Gehirn beizutragen. Dies schlief3t eine Charakterisierung des Sensors ATeam in
primaren Astrozyten ein, ebenso war die Einrichtung eines geeigneten Versuchs-
aufbaus Voraussetzung fur die Durchfihrung der Experimente.

Des Weiteren sollen die Untersuchungen die Grundlage fur anschlieRende
Analysen in vivo legen, in denen der Sensor durch zelltypspezifische Promotoren in
einzelnen Zelltypen (Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia, Neuronen) exprimiert
wird und somit eine zelltypspezifische Analyse von ATP unter Bericksichtigung der
morphologischen und physiologischen Interaktionen der verschiedenen Zelltypen

ermoglicht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien im
hdchstmdglichen Reinheitsgrad von den Firmen AppliChem [Darmstadt], Gibco
[Karlsruhe], Invitrogen [Karlsruhe], PAA [Pasching], Merck [Darmstadt], Sigma-
Aldrich [Munchen] und Roth [Karlsruhe] bezogen. Verbrauchsmaterialien wurden bei
Gibco [Karlsruhe], Sarstedt [Numbrecht], TPP [Trasadingen, Schweiz] und
Eppendorf [Hamburg] bestellt.

3.1.1 LOosungen und Medien

Alle Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit doppelt destilliertem
Wasser (Aqua bidestillata, A. bidest) aus einer TKA-GenPure Anlage (Hainichen)
hergestellt. Hitzeempfindliche Lésungen wurden durch Filtration mit einem

Porendurchmesser von 0,22 pm sterilisiert.
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Alle Verbrauchsmaterialien zur Kultivierung von Zellen wurden steril verpackt
von den Firmen TPP [Trasadingen], Millipore [Schwalbach] und Sarstedt
[NUmbrecht] bezogen. Glaswaren wurden vor der Verwendung autoklaviert (120 °C
fur 20 min). Alle kommerziellen Kultivierungsmedien wurden steril bezogen und nach
Zusatz der Additiva steril filtriert (Porengrof3e 0,22 uym). Die Lagerung erfolgte bei 4
°C. Fotales Kalberserum (FKS) wurde vor seiner Verwendung in Zellkulturmedien fur
20 min bei 56 °C hitzeinaktiviert. Tab. 1 zeigt die Zusammensetzung der Losungen
fur den allgemeinen Gebrauch sowie die Praparation und Kultivierung der

Zellkulturen.

Tab. 1 Lésungen fur den allgemeinen Gebrauch und die Zellkulturen

Allgemeine Losungen

10x PBS (pH 7,4) | 1,4 M NaCl; 80 mM Na2POg4; 27 mM KCI; 15 mM KzHPO4
(PBS: phosphate

buffered saline)

1x Ringerldésung 125 mM NaCl; 25 mM NaHCOs3; 54 mM KCI; 1,25 mM
NaH2PO4; 1 mM MgClz; 1,8 mM CacClz; 5mM Glc

Losungen fur Praparation der Zellkultur

Puck’s Medium 137 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 0,22 mM KH2PO4; 0,17 mM
Na2HPO4; 5 mM Glukose; 58,4 mM Sucrose; 200
U/mlPenicillin; 150 U/ml Streptomycin; pH 7,4

Trypanblaulésung | 5 mg/ml Trypanblau in PBS

Kultivierungsmedium fur die Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, 5 g/l bzw. 1 g/l Glukose); 10 % FKS;
2 mM Glutamin; 50 U/ml Penicillin; 37,5 U/ml Streptomycin
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Fur die Experimente wurde der HEPES-Puffer taglich neu angesetzt und mit
CaClz und Glc erganzt (Endkonzentration: 20mM HEPES; 1mM MgClz; 5,4 mM KCI;
145 mM NacCl; 0,8 mM NazHPO4, 1,8 mM CaClz, 5 mM Glc; pH 7,4). Es erfolgten
routinemalig pH- und Osmolalitatskontrollen. Die dbrigen Substanzen wurden
entsprechend der in den Experimenten angegebenen Konzentrationen
hinzugegeben. Bei Loésungen mit Dopamin wurde Catalase hinzugefligt, um
Autooxidation und H202-Bildung zu vermeiden (Requardt et al. 2010). Die fur die

Experimente verwendeten Losungen kénnen Tab. 2 entnommen werden.

Tab. 2 Loésungen zur Durchfihrung der Experimente

Loésung Stammldsung Loésungsmittel | Hersteller
2x  HEPES- | 40mM HEPES; 2mM MgCI2; 10,8 mM | H.O

Puffer KCI; 290 mM NacCl; 1,6 mM Na2HPO4

Glucose 1M H20 Roth
CaCl2 M H.O Roth
Na-Glutamat | 100mM H-O AppliChem
DL-TBOA 100mM DMSO Tocris
D-Aspartat 100mM NaOH Tocris
AMPA 100mM H.O abcam
Ouabain 10 bzw. 2mM H.O Tocris
Dopamin 100mM H-O Sigma
Catalase 130 000 U/ml H-O Sigma
lodacetat 1M H-O AppliChem
Natriumazid M H.O AppliChem
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3.1.2 Plasmide und Reagenzien fiur Transfektion und Midi

Die fur die Midi-Praparation und die Transfektion verwendeten Plasmide und

Reagenzien sind in Tab. 3 aufgefihrt

Tab. 3 Verwendete Plasmide, Reagenzien und Kits

Plasmid DNA-Konstrukt C [pg/ul] Referenz

ATP Sensor | p132-MS- 2,1 bzw. 1,05 Imamura et al. 2009
ATeam ATeaml1.03YEMK

Negativkontrolle | p133-MS- 3,4

zu ATeam ATeam1.03YEMKmut

Kommerzielle Reagenzien und Hersteller

Reaktionssysteme (Kits)

LB-Medium, Lennox

MP Biomedicals

Plasmid Midi Kits

Qiagen [Hilden]

Opti-MEM

gibco

Lipofectamin 2000

invitrogen

3.1.3 Antikdrper und Losungen fur die Immunféarbung

Tab. 4 konnen die fir die Immunfarbung verwendeten Antikérper und

Ldsungen entnommen werden.

Tab. 4 Verwendete Antikorper und Losungen fur Immunfarbung

Antikodrper Verdinnung Hersteller
Cy3-gekoppelter anti- 1:500 Dianova
Kaninchen-1gG

DAPI 1:10000 Carl Roth
anti-GFAP (Kaninchen) 1:500 Dako, Hamburg
LOosung Zusammensetzung Hersteller

Fixationsmedium

4% Paraformaldehyd in H20

Otto Fischar GmbH

Permeabilisierungslosung

0,01% Tween20 in PBS

Carl Roth

Blockierungs- & AK-L6sung

1%BSA, 0,5% Triton in PBS

AppliChem
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3.1.4 Gerate

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200

Kamera: AxioCam MRm

Objektiv: LD Plan-Neofluar 40x/0,6 Korr

Lampe: X-Cite 120
Filterwlrfel: s. Tab. 5

Zeiss [Jena]

Zeiss [Jena]

Zeiss [Jena]

Excelitas Technologies

Zeiss [Jena], AHF [Tubingen]

Tab. 5 Ubersicht der verwendeten Filter Angabe der Wellenlangen in nm

Filter Anregung Strahlteiler | Emission Hersteller/FS
CFP 436/25 455 480/40 Zeiss/ATHE
YFP 500/25 515 535/30 Zeiss/46HE
FRET 436/20 455 535/30 AHF/F31-052
DAPI G365 395 445/50 Zeiss/49

Cy3 550/25 570 605/70 Zeiss/43HE

Durchlichtmikroskop CKX31
Praparierbesteck

Zentrifuge Biofuge primoR
Wasserbad

Spectrophotometer Gene Quant Il
Centrifuge 5810R

Sterilbank

Pumpe Vacusafe

Neubauer Zahlkammer
Brutschrank cytoperm 2

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturen

Arbeiten mit Mausen

Olympus [Hamburg]

FST [Heidelberg]

Heraeus [Hanau]

Memmert [Schwabach]

Pharmacia Biotech [Madrid, Spanien]
Eppendorf [Wesseling-Berzdorf]
Heraeus [Hanau]

IBS [Thun, Schweiz]

Marienfeld [Lauda-Kdnigshofen]
Heraeus [Hanau]

Alle Mause wurden entsprechend der Richtlinien fir Versuchstiere am MEZ

Leipzig gezlchtet und durch das Tierstallpersonal versorgt. Als Inzuchtstamm

wurden C57BL/6 fiur die Praparation von Primarzellkulturen verwendet. Die Tiere
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lebten in einem konstanten Hell-Dunkel-Rhythmus und hatten freien Zugang zu
Wasser und Futter. Die Toétung zur Entnahme des Gehirns wurde unter der
Registriernummer T13/12, TO04/13 sowie AG30/12 von der zustandigen
Genehmigungsbehorde (Landesdirektion Leipzig) genehmigt.

Astroglia-reiche Primarkulturen (APK)

Zur Praparation von Astroglia-reichen Primarkulturen aus Mausen des
Stammes C57BL/6 wurden Tiere im Alter von maximal einem Tag eingesetzt. Die
Methode ist bereits am Institut etabliert (Requardt et al. 2010) und orientierte sich am
Protokoll zur Isolierung von Astrozyten aus Ratten (Hamprecht und Loffler 1985).
Hierzu wurden neugeborene Mause dekapitiert, der Kortex herausprapariert und in
Puck’s Medium aufgenommen. Uber mechanische Dissoziation mittels zweier
Zellsiebe (Porengrdl3en von 250 bzw. 135 um) wurden die Zellen vereinzelt. Nach
Zentrifugation wurden die Zellen zu 400.000/ml im Kultivierungsmedium mit 25 mM
Glucose aufgenommen und je 3 ml/Kavitat in 6-well-Platten eingesat, wobei jede
Kavitat ein Deckglas (30 mm Durchmesser) enthielt, sodass die Zellen auf den
Deckglasern adhéarierten. Nach einer Woche erfolgte ein Wechsel auf das gleiche
Kultivierungsmedium mit lediglich 5 mM Glukose. Anschlie3end wurden die primaren
Astrozyten mit zweimal wochentlichem Medienwechsel fir zwei Wochen kultiviert,
bis sie einen konfluenten Rasen gebildet hatten und fur Experimente verwendet
werden konnten. Die Inkubation der APK erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5 % COz2
und 100 % Luftfeuchte. Die immunzytochemische Kontrolle zeigte, dass die Kulturen
zu 97,8 £2,5% aus GFAP-positiven Zellen bestanden (n = 927 Zellen aus 3
unabh&ngigen Kulturen).

3.2.2 Midi-Praparation von Plasmiden

Zur Praparation von Plasmiden wurden Bakterien transformiert, tiber Nacht bei
37 °C in LB-Medium inkubiert und durch alkalische Lyse aufgeschlossen. Die flr eine
Transfektion von S&augerzellen benétigte DNA wurde Uber Midi- (bis 100 pg)
Plasmid-Kits [Qiagen] prapariert. Dafir wurden 80 ml Bakteriensuspension einer
Ubernachtkultur entsprechend den Herstellerangaben aufgearbeitet. AnschlieRend
wurde die Konzentration der Plasmid-DNA mit einem Spectrophotometer bestimmit.
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3.2.3 Transfektion

Auf Deckglasern mit 30 mm Durchmesser kultivierte Astroglia-reiche
Primarkulturen wurden mittels Lipofectamin transfiziert. Dazu wurden 4,0 ug DNA
sowie 10 pl Lipofectamin in jeweils 250 pul Opti-MEM verdinnt. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurden die Losungen zusammengegeben und weitere 20 min bei
RT inkubiert. AnschlieRend wurden 500 pl der Transfektionsmischung auf die
Zellkultur gegeben, welche mit 2 ml Medium bedeckt waren. Die transfizierten
Kulturen wurden tber Nacht im Brutschrank inkubiert und am darauffolgenden Tag

verwendet.

3.2.4 Immunfarbung

Die Deckglaser mit den transfizierten primaren Astrozyten wurden nach
Waschen mit 1x PBS fur 10 min bei RT mit 4 % PFA fixiert und anschlieRend erneut
mit 1x PBS gewaschen. Es folgte eine Permeabilisierung der Zellen mit 0,01 %
Tween 20 in 1x PBS fir 5 min bei RT und danach die Blockierung mit 1 % BSA
(Roth), 0,5 % TritonX-100 in 1x PBS fur 20 min bei RT. Die Inkubation mit anti-
GFAP-AK verdinnt in der Blockierungslosung erfolgte fir 1 h bei RT. Nach
dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurden die Zellen mit dem Cy3-AK (verdinnt in
Blockierungslésung) fur 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde zweimal mit 1x PBS
gewaschen und anschlief3end fiir 5 min mit 4,6-Diamidino-2 phenylindol (DAPI, in 1x
PBS gelost, Endkonzentration: 1 ug/ml) zum Anfarben der Zellkerne inkubiert. Es
folgte ein letzter Waschschritt mit 1x PBS. Die Zellen wurden anschlielBend auf dem
Objekttrager mit dem Einbettmedium Aqua Poly/Mount (Polysciences, Eppelheim)
eingedeckt. Zum Schutz vor Ausbleichen wurden die Objekttrager bei 4 °C im
Dunkeln gelagert. Die Auswertung der Farbungen erfolgte am Fluoreszenzmikrokop
Axiovert 200 (Zeiss).

3.2.5 Fluoreszensmikroskopie

In Abb. 5 ist der Versuchsaufbau schematisch dargestellt. Die Aufnahme der
Bilder erfolgte mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M unter
Verwendung eines 40x Olobjektives. Zur Anregung diente die Lichtquelle X-cite,
deren Licht durch Filterwirfel auf die Anregungswellenlange reduziert wurde. Diese

waren rotierbar und durch die Software AxioVision steuerbar im Mikroskop
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eingesetzt. Die emittierte Fluoreszenz wurde mit Hilfe der Kamera AxioCam MRm
digital aufgenommen. Um photobleaching zu minimieren, wurde eine niedrige
Anregungsintensitat in Kombination mit einem binning von 4x4 gewéahlt (Hou et al.
2011).

Fur jeden Versuch wurde ein Deckglas mit am Vortag transfizierten APKs in
eine Durchflussmesskammer eingelegt. Uber Schlauche erfolgte die Perfusion der
Zellen mit unterschiedlichen Ldsungen, zwischen denen mit Hilfe von Uber ein
Schaltbrett gesteuerten Ventilen gewechselt werden konnte. Somit war ein
kontinuierlicher Fluss des Mediums uber die Zellen und ein einfacher Wechsel der
Inkubationsbedingungen  bei  gleichzeitiger  kontinuierlicher  Bildaufnahme
gewahrleistet. Die Flussrate wurde durch die Schwerkraft Uber die Hohe des

Abfallbehalters reguliert und betrug in allen Experimenten ca. 1 ml/min.

Behalter mit
Lésungen
B  Ventile Deckglas
~ Durchflussmesskammer
Schaltbrett
Kamera = Abfall

‘ < =1 | Fitterwarfel

Lichtquelle

Abb. 5 Schematischer Versuchsaufbau. Die unterschiedlichen Losungen befinden sich in Behéltern
oberhalb des Mikroskops und sind Uber Schlauche mit der Durchflussmesskammer verbunden.
Zwischen den Losungen kann mit Hilfe von Uber ein Schaltbrett gesteuerten Ventilen gewechselt
werden. Die Flussrate wird durch die Schwerkraft Uber die Hohe des Abfallbehélters reguliert. Die

Filterwirfel befinden sich rotierbar im Mikroskop.
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Nach der Einstellung eines geeigneten Areals mit mehreren gut abgrenzbaren
transfizierten Astrozyten wurde Uber die angegebenen Zeitraume alle 15 s in den 3
Kandlen CFP (CFP-Anregung, CFP-Emission), FRET (CFP-Anregung, YFP-
Emission) und YFP (YFP-Anregung, YFP-Emission; s. Tab. 5) ein Bild aufgenommen
und entsprechend zwischen den Losungen gewechselt. Die Belichtungszeit betrug
i.d.R. 150 ms fur den CFP-, 100 ms fur den FRET- sowie 50 ms fur den YFP-Kanal.

3.2.6 Ablauf der Experimente

Zu Beginn der Experimente wurden die Zellen Gber 10 min mit normalem Puffer
aufgenommen, um ein maoglichst stabiles Ausgangsniveau zu erhalten. AnschlieRend
wurde der Experimentablauf je nach Wirkmechanismus der zu untersuchenden
Substanz gestaltet (Abb. 6). Im Falle der Glutamat-, D-Aspartat-, AMPA- und
Dopaminexperimente bestand dieser aus jeweils 15 min Stimulation durch die
Substanz in einer niedrigen (1 pM) und anschlieRend héheren (100 uM)
Konzentration. Darauf folgten weitere 10 min Puffer und eine 15 minutige
Kontrollphase mit einer 100 uM Glutamatlésung (D-Aspartat-, AMPA-,
Dopaminexperiment). Fur die Experimente mit TBOA und Ouabain wurde zunachst
nur der Blocker appliziert, um eventuelle TBOA- oder Ouabain-bedingte Anderungen
sichtbar zu machen. Anschliel3end wurden die Zellen dem Blocker gemeinsam mit
Glutamat in unterschiedlichen Konzentrationen ausgesetzt. Unter Ouabain wurde auf
die Phase mit 1 uM Glutamat verzichtet, da bereits deutliche Signalanderungen unter
alleiniger Zugabe von Ouabain sichtbar waren und somit eine geringe Anderung
durch 1 pM Glutamat nicht zuverlassig differenziert werden kann. Am Ende der
Experimente erfolgte nach weiteren 10 min Pufferlésung die Zugabe von lodacetat
und Natriumazid zur vollstandigen Depletion des zellularen ATPs durch Hemmung
der ATP-Produktion (s. 4.1.2.1).
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NN, .
B W i
C L0000
D i
Zeit [min]
Puffer B clutamat
TBOA (200uM) B D-AspartatAMPA/Dopamin
Ouabain (100pM) V] um

lodazetat (1mM) + Natriumazid (10mM) % 100uM

Abb. 6 Abfolge und Dauer der applizierten Losungen in der Versuchsdurchfihrung. Nach einer
zehnminitigen Pufferphase zum Erreichen eines stabilen Ausgangsniveaus folgte die Applikation der
jeweiligen Losungen. Jedes Experiment wurde zur Kontrolle mit der Hemmung der ATP-Synthese
durch lodazetat und Natriumazid abgeschlossen. A: Ablauf der Glutamatexperimente; B: Ablauf der
Experimente mit D-Aspartat, AMPA und Dopamin; C/D: Ablauf der Experimente mit den Blockern
TBOA und Ouabain.

3.2.7 Auswertung

Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe der Software AxioVision Release 4.8.2
(Zeiss) und wurden anschlieRend mit der Software ImageJ 1.50e ausgewertet
(Schneider et al. 2012). In den Bildstapeln wurden hier Regions of interest (ROIS)
Uber mehreren Zellen und dem Hintergrund ausgewdahlt und anschlieBRend die
Fluoreszenzintensitaten aller ROIs Uber die Zeit extrahiert. Diese Werte wurden mit
Microsoft Excel weiterbearbeitet und ausgewertet (Abb. 7). Es erfolgte die
Subtraktion des Hintergrundes sowie die Bildung des FRET/CFP-Verhaltnisses, um
Parameter wie den Expressionsgrad des Sensors herauszurechnen. Dieses
Verhaltnis ist unabhéngig vom Expressionsgrad und stellt somit den relativen ATP-
Gehalt der Zelle dar (Hou et al. 2011). Weiterhin erfolgte die Berechnung der
Mittelwerte und Standardabweichung aller identischen Experimente sowie zur

Ubersichtlicheren Darstellung die Normierung auf den Mittelwert der ersten 10 min.
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Abb. 7 Ablauf der Auswertung. Gezeigt sind Bilder und Daten eines Einzelexperiments (A-D)
bzw. die Zusammenfassung aller identischen Experimente (E). Um den Verlauf der Intensitat der
Fluoreszenzsignale graphisch darzustellen, wurden die Werte einzelner Zellen extrahiert und
weiterverarbeitet. A: Darstellung der einzelnen Kanéle im Fluoreszenzmikroskop und Auswahl von
Regions of Interest (ROIs). Die Anregung erfolgte bei 436 nm (CFP, FRET) bzw 500 nm (YFP), die
Emission wurde bei 480 nm (CFP) bzw. 535 nm (FRET, YFP) gemessen. Mit der software ImageJ
wurden ROIs Uber bis zu 4 Zellen (1-4) und dem Hintergrund (background, BG) ausgewahlt und
deren Graustufenwerte extrahiert. Diese wurden mit Microsoft Excel weiterverarbeitet. Fir die
Abbildung wurden die Bilder in Anlehnung an das tatsachliche Erscheinen zur Veranschaulichung
kunstlich eingefarbt. Der MalRbalken entspricht 100 um. B: Graphische Darstellung der Rohwerte.
Jede Kurve entspricht dem Verlauf des Fluoreszenzsignals einer Zelle in einem Kanal, wobei der
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CFP-Kanal blau, der FRET-Kanal rot und der YFP-Kanal grin dargestellt sind. Aus
Ubersichtsgriinden sind nur die Daten von 2 Zellen (Zelle 1+3) dargestellt. Die gepunkteten Kurven
reprasentieren den Hintergrund des jeweiligen Kanals. C: Daten nach Subtraktion des Hintergrundes
und Normierung auf den ersten Wert zur besseren Beurteilbarkeit des Verlaufs. Der Verlauf der CFP-
Fluoreszenz verhélt sich wie erwartet gegenlédufig zur FRET-Fluoreszenz. Ebenfalls ist eine
Veranderung der YFP-Fluoreszenz zu beobachten. D: Bildung des FRET/CFP Verhéltnisses (Ratio)
zur Darstellung des relativen ATP-Gehalts E: Mittelwert der Ratio aus allen identischen Experimenten.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung und sind zur Ubersichtlichkeit nur fiir die Messwerte

jede Minute dargestellt. Die Messung erfolgte alle 15 s.

Die graphische Darstellung zeigt die Verlaufe der einzelnen Kandale bzw. die
Mittelwerte mit Standardabweichung (ber die Zeit. Zur besseren Ubersicht ist nur ein
Fehlerbalken pro Minute abgebildet, die Zeitauflosung der Experimente betragt 15 s.

Fur die Balkendiagramme wurde aus jedem Abschnitt des Experiments ein
Zeitraum von 2 min gewahlt, dessen FRET/CFP Mittelwert mit Standardabweichung
dargestellt ist.

Signifikante Unterschiede wurden mit dem One Way RM Anova Test bestimmt,
wobei die Signifikanzniveaus wie folgt dargestellt werden: * fir p<0,05, ** fir p<0,01,
*** f{ir p<0,001. Die statistische Auswertung und Darstellung erfolgte mit SigmaPlot
12.3 (Systat Software).

Abbildungen wurden mit Corel Draw, Open Office Draw und Paint erstellt. Zur
Archivierung der Referenzen wurde das Programm Citavi5 (Wadenswil, Schweiz)

verwendet.
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4 Ergebnisse

Alle gezeigten Experimente wurden an Zellen aus mindestens drei
unabhangigen Kulturen durchgefihrt. Die vorliegenden Abbildungen zeigen dabei
entweder reprasentative Einzelexperimente oder zusammengefasste Daten, wobei in
diesem Fall die Anzahl der zusammengefassten Einzeldaten (n) angegeben ist. Falls
nicht anders erlautert, ist der Mittelwert angegeben, Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung der Daten.

4.1 Etablierung des experimentellen Systems

Die zelltypspezifische Analyse von ATP-Verdnderungen in Astrozyten erfolgte
unter der Annahme, dass (i) es sich bei den beobachteten transfizierten Zellen
nahezu ausschlieBlich um Astrozyten handelt und (ii) die erhaltenen Signale
messbare, ATP-spezifische Verdnderungen zeigen. Diese Voraussetzungen wurden

wie im Folgenden beschrieben tberprift.

4.1.1 Nachweis der Transfektion von Astrozyten mit Hilfe

immunhistochemischer Farbungen

Die verwendeten astrogliareichen Priméarkulturen (APK) wurden aus dem
Cortex neugeborener C57BL/6 Mause angelegt. In diesen Zellkulturen sind
durchschnittlich mehr als 90 % der Zellen Astrozyten (Hamprecht und Loffler 1985;
Requardt et al. 2010), was durch eigene Auszahlungen bestétigt werden konnte
(97,8 = 2,5 % GFAP-positive Zellen, n = 927 Zellen aus 3 unabhangigen Kulturen). In
dem fur die Experimente eingesetzten Expressionsplasmid wird die Expression des
Sensors ATeam durch den zelltypunspezifischen CMV-Promotor getrieben. Daher
sollte zuerst nachgewiesen werden, dass es sich bei den transfizierten Zellen
tatsachlich vorwiegend um Astrozyten handelt. Hierzu wurde in transfizierten
Zellkulturen das gliale fibrillare saure Protein (GFAP) als Marker fir Astrozyten (Eng
et al. 1971; Uyeda et al. 1972; Bignami et al. 1972) immunhistochemisch angefarbt
(Abb. 8). Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden alle Zellkerne mit DAPI
angefarbt. 94,8 + 2,8% der mit ATeam transfizierten Zellen waren GFAP positiv (n =
155 Zellen aus drei unabhangigen Kulturen). Dieses Ergebnis zeigt, dass fur die

weiteren Experimente davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei den
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transfizierten Zellen fast ausschlief3lich um Astrozyten handelt und somit die im
folgenden erhaltenen Daten metabolische Eigenschaften dieses Zelltyps

widerspiegeln.

Abb. 8 Immunhistochemischer Nachweis transfizierter Astrozyten. A-D zeigen denselben

Ausschnitt einer mit ATeam transfizierten Astrozytenprimarkultur. A: YFP-Fluoreszenz des Sensors
ATeam B: immunhistochemischer Nachweis von GFAP C: Anfarbung der Zellkerne mittels DAPI. In
der Uberlagerung (D) sind die transfizierten Zellen griin, GFAP positive Zellen rot und die Zellkerne
blau dargestellt. Alle transfizierten Zellen in diesem Ausschnitt sind auch GFAP-positiv. Der
MaRbalken in D entspricht 100 pm.

4.1.2 Uberprifung der Funktionalitat des Sensors ATeam

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob das erhaltene Signal messbare
Anderungen zeigt und spezifisch fiir ATP ist. Um einen mdglichst starken Abfall der
ATP-Konzentration zu erreichen, wurde die intrazellulare ATP-Synthese gehemmt
und die Signalveranderungen beobachtet. Fir die Uberpriifung der Spezifitat erfolgte
die Durchfuhrung des gleichen Experiments unter Verwendung eines mutanten

ATeam-Sensors, welcher kein ATP bindet.

4.1.2.1 Hemmung der intrazellularen ATP-Synthese

Es wurden bekannte Inhibitoren der Glykolyse (1 mM lodazetat) und der
Atmungskette (10 mM Natriumazid) eingesetzt, sodass die Zellen keine Mdglichkeit
zur ATP-Produktion hatten. Sie verbrauchten jedoch weiterhin ATP, daher kommt es
in den Zellen zu einem starken Abfall der intrazellularen ATP-Konzentration bis hin
zur volligen Depletion.

Das FRET-Signal nimmt bei der Zugabe von lodacetat und Natriumazid
deutlich ab, wohingegen das CFP-Signal ansteigt (Abb. 9). Diese Beobachtungen
sind gut mit dem theoretischen Modell des FRET-Sensors ATeam vereinbar: Die

geringere Sattigung des Sensors mit ATP fiihrt Gber eine Konformationsanderung zu
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einer gréReren raumlichen Entfernung der Fluoreszenzproteine. Dadurch wird bei
CFP-Anregung weniger Energie vom CFP auf das YFP Ubertragen, sodass das CFP
starker leuchtet wahrend das YFP weniger angeregt wird (Imamura et al. 2009), d.h.
der FRET-Effekt und somit das FRET-Signal nehmen ab. Der Abfall erfolgte
zweiphasig, was auf die unterschiedlichen Wirkungszeiten von lodacetat bzw.
Natriumazid zuriickzufiihren sein kénnte. Die beobachteten leichten Veranderungen
des YFP-Signals entsprachen nicht den Erwartungen, da bei YFP-Anregung
theoretisch von einem FRET-Effekt unabhangigen Signal des YFP auszugehen ist.
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Abb. 9: Die Hemmung der ATP Produktion in Astrozyten fuhrt zu den erwarteten Anderungen
des FRET-Signals. A: zeitlicher Verlauf des Signals von 4 reprasentativen Zellen. Dargestellt sind die
drei Kanéle CFP (blau), FRET (rot) und YFP (griin) Uber einen Zeitraum von 25 min. Nach 5 min
wurden Natriumazid (10 mM) und lodacetat (1 mM) appliziert, um Atmungskette und Glykolyse zu
hemmen. Wird die ATP-Synthese der Zellen gehemmt, so sinkt das FRET-Signal wahrend das CFP-
Signal ansteigt. Aus Ubersichtsgriinden wurde hier jeweils auf den ersten Wert normiert. Die Pfeile
zeigen die Zeitpunkte der Bilder in (B) an. B Mikroskopische Bilder der Astrozyten aus demselben
Experiment zum Zeitpunkt 5 min und 15 min wie angegeben. Der Abfall des FRET-Signals zwischen
der 5. und 15. Minute ist deutlich zu erkennen; ebenso die Zunahme des CFP-Signals. Der
MaRbalken entspricht 100 pm.

Die beobachtete absolute Fluoreszenz in den einzelnen Kanalen hangt zum
einen von der ATP Konzentration ab, dartiber hinaus wird sie jedoch auch von
anderen Parametern wie z.B. dem Expressionsniveau des Sensors beeinflusst. Als

Messparameter fir die intrazellulare ATP-Konzentration wird im Folgenden das
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FRET/CFP Verhaltnis verwendet, da dieses eine ratiometrische Analyse unabhangig

von Expressionslevel und anderen Einflussfaktoren ermdglicht (Abb. 10).

A 1,2 q B 1=2 i
lodacetat + Azid
1,0 1 1,0 1 T
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Abb. 10: Das FRET/CFP-Verhaltnis als Mal3 fir den ATP-Gehalt von Astrozyten. Dargestellt sind
zusammengefasste Daten aller Experimente (n=69 Zellen aus 19 unabhéangigen Experimenten). A:
Das FRET/CFP-Verhdltnis in Astrozyten, die ATeam exprimieren, wurde Uber einen Zeitraum von
25 min beobachtet. Zum Zeitpunkt 5 min wurden 10 mM Azid und 1 mM lodacetat appliziert. B:
FRET/CFP-Verhéltnisse unter Kontrollbedingungen sowie nach Applikation von lodazetat und Azid.

***. p<0,001 im Vergleich zum Puffer.

Die Hemmung der ATP-Synthese wurde zum Ende jedes Experimentes
wiederholt, woraus sich insgesamt als Endwert ein FRET/CFP-Verhdltnis von
0,39 + 0,05 ergab (Abb. 10 zum Zeitpunkt 25 min; n=69 Zellen aus 19 unabhéangigen
Experimenten). Dieses FRET/CFP-Verhdltnis reprasentiert daher anndhernd die
Fluoreszenz des Sensors in Abwesenheit von ATP (keines der Sensormolekile hat
ATP gebunden).

4.1.2.2 Kontrolle mittels mutantem Sensor

Um die Spezifitdtt des Signals fir den ATP-Gehalt der Zelle weiter zu
tberprifen, wurden die Experimente mit dem mutanten Sensor AT1.03R122K/R126K deg
ATeam-Sensors AT1.03YEMK wiederholt. Diese Mutante bindet auf Grund eines

Aminosaureaustausches im aktiven Zentrum kein ATP (Imamura et al. 2009).
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Abb. 11 Kontrollexperimente mit dem mutanten, ATP-bindungsdefizienten Sensor
AT1.03R122KR126K - A Die drei Kandle CFP (blau), FRET (rot) und YFP (griin) wurden unter analogen
Bedingungen zu 4.1.2.1 aufgenommen. Die Veranderungen im CFP- und FRET-Kanal sind geringer
und verlaufen konkordant. Aus Ubersichtsgriinden wurde hier jeweils auf den ersten Wert normiert. B:
Darstellung als FRET/CFP-Verhéltnis. Hierbei werden ATP-unabhangige Signalveranderungen nicht
beriicksichtigt. Der mutante Sensor zeigt keine ATP-abhéngigen Veranderungen. Die Daten stammen
aus allen Kontrollexperimenten, die mit AT1.03R122KR126K durchgefihrt wurden (n=55 Zellen aus 14

unabhéngigen Experimenten).

Zwar sind fur die einzelnen Kanale (CFP, FRET, YFP) Signaldnderungen bei
der Zugabe von lodacetat und Natriumazid zu erkennen (Abb. 11A), jedoch sind
diese Anderungen weitaus geringer als bei Verwendung des nicht mutierten ATeam-
Sensors (Abb. 9A). Zudem verlaufen das CFP- und FRET-Signal im Gegensatz zu
Abb. 9A gleichsinnig, sodass sich das FRET/CFP-Verhéltnis verglichen mit dem des
ATeam-Sensors nicht wesentlich andert (Abb. 11B, Abb. 12). Dies lasst vermuten,
dass die Signalanderung in den einzelnen Kanélen auf ATP-unabhéngige Prozesse
wie z.B. pH-Anderungen zuriickzufiihren ist. Weiterhin ist zu erkennen, dass das
FRET/CFP-Verhaltnis von ATeam unter Hemmung der ATP-Synthese dem des ATP-
bindungsdefizienten Sensors ahnelt (Abb. 12), was vermuten lasst, dass dieses
Signal dem eines unbesetzten Sensors entspricht. Der dennoch statistisch
signifikante Unterschied zwischen den beiden Sensoren ist vermutlich auf die hohe
Anzahl und geringe Streuung der Daten zurickzufuhren. Moéglicherweise weist der
mutante Sensor auch eine durch die Mutation bedingte leicht abgeanderte
Konformation und somit ein geringfugig verandertes FRET/CFP-Verhéltnis auf.
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1,2 - bl Abb. 12 Vergleich des ATeam-Sensors mit
dem mutanten, ATP-bindungsdefizienten
1,0 1 Sensor unter Kontrollbedingungen sowie
o nach Applikation von lodazetat und Azid.
6 0,8 1 Wahrend der ATeam-Sensor einen starken
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Anzahl und geringe Streuung der Daten
zuriickzufiihren (*: p<0,05, ***: p<0,001).
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Die gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass der ATeam-Sensor tatséchlich
spezifisch den ATP-Gehalt der Astrozyten anzeigt und diese Messungen bei Analyse
des FRET/CFP-Verhaltnisses nicht durch andere Einflisse wie z.B. pH-
Verédnderungen oder Expressionsgrad verfalscht werden.

4.2 ATP-Dynamik bei Stimulation mit Neurotransmittern

Vorangehend konnte gezeigt werden, dass ein starker Abfall der ATP-
Konzentration in den Astrozyten sich im vorliegenden System sehr gut beobachten
lasst. Jedoch sind solch starke Anderungen unter kompletter Inhibition der ATP
Synthese rein experimentell und kommen in vivo zumindest unter physiologischen
Bedingungen nicht vor. Daher wurden nun physiologische Substanzen wie die
Neurotransmitter Glutamat und Dopamin sowie bekannte selektive Agonisten und
Antagonisten der vermuteten beteiligten Transporter, Rezeptoren und lonenpumpen
eingesetzt (Tab. 6). Im Falle von beobachtbaren Signaldnderungen soll dies

ermoglichen, Rickschlisse auf die ATP-verbrauchenden Prozesse zu ziehen.
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Tab. 6 Ubersicht der verwendeten Substanzen und deren Wirkungsweise

Substanz Wirkung

Glutamat Agonist an metabotropen und ionotropen Glutamatrezeptoren

Transport in die Zelle Gber Glutamattransporter

Dopamin Agonist an metabotropen Dopaminrezeptoren
Transport in die Zelle tber Monoamintransporter

AMPA Agonist am ionotropen AMPA-Rezeptor
D-Aspartat Agonist am ionotropen NMDA-Rezeptor
Transport in die Zelle Gber Glutamattransporter
TBOA kompetitiver, nicht transportabler Blocker fur Glutamattransporter
Ouabain Hemmung der Na*/K*-ATPase

Fur die Darstellung der Messergebnisse wurde, wie bereits unter 4.1.2.1
erlautert, lediglich das Verhéaltnis aus FRET- und CFP-Signal gewahlt. Um den
Verlauf aller Zellen ohne Berucksichtigung kleiner Differenzen in den Startwerten
besser vergleichen zu kénnen, wurde auf den Mittelwert der ersten 10 min normiert.
Auch wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden auf die Darstellung der letzten 20 min
(starker ATP-Abfall durch Zugabe von lodacetat und Natriumazid) verzichtet.

Alle Experimente wurden ebenfalls mit dem mutierten, ATP-bindungs-
defizienten Sensor durchgefiihrt. Dabei wurden in keinem Experiment signifikante

Anderungen des FRET/CFP-Verhéltnisses beobachtet (Daten nicht gezeigt).

4.2.1 Wirkung der Neurotransmitter Glutamat und Dopamin

Glutamat besitzt eine zentrale Rolle in der Neurotransmission und ist in
zahlreiche, teilweise energieabhéngige, Stoffwechselprozesse des ZNS involviert (s.
1.2.3-1.2.5). Es wurde postuliert, dass Glutamat Uber die Aktivierung der Na*/K*-
ATPase einen Abfall des intrazellularen ATP in Astrozyten hervorruft (Magistretti und
Chatton 2005). Daher sollte tberprift werden, ob Astrozyten unter Stimulation mit
Glutamat Anderungen in ihrem ATP-Haushalt zeigen, welche mit dem vorliegenden

System messbar sind.

40



Ergebnisse

Astrozyten wurden fiur jeweils 15 min zunachst mit einer niedrig (1 uM) und
anschlieRend einer héher (100 uM) konzentrierten Glutamatlosung inkubiert. Bei der
Zugabe von 1puM Glutamatlosung ist ein leichter kontinuierlicher Abfall des
FRET/CFP-Verhéltnisses (also des ATPs) zu erkennen, welcher jedoch nicht
statistisch signifikant ist (Abb. 13). Mit dem Wechsel auf 100 uM kommt es zu einem
schnellen Abfall des FRET/CFP-Signals um 13+6 %, gefolgt von einer
Plateauphase. Anschlie3end erfolgt unter glutamatfreiem Puffer eine Anndherung an
das Ausgangsniveau, welches jedoch innerhalb der gegebenen Zeit nicht vollstandig
erreicht wird. Glutamat bewirkt also einen sofortigen, konzentrationsabhangigen und
reversiblen Abfall der ATP-Konzentration, der mit Hilfe des ATeam-Sensors im

Zellsystem der Astrozyten messbar ist (Abb. 13).

A1 Abb. 13 Glutamat induziert einen
dEMon [uMon konzentrationsabhangingen und
E reversiblen Abfall des zytosolischen ATP
o 1,0
i in Astrozyten. A zeigt den zeitlichen Verlauf
§ des FRET/CFP Verhéltnisses der ersten
|_
El:-f 0,9 - 50 min des Glutamatexperiments (n=12 Zellen
. aus 3 unabhangigen Experimenten). B Der
Abfall bei Zugabe von 100 uM Glutamat ist
08 0 1'0 2'0 3'0 4'0 5'0 gegentiber dem Ausgangniveau (Puffer)
Zeit [min] signifikant (*: p<0,05).
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Dopamin ist neben Glutamat ein weiterer wichtiger Neurotransmitter im ZNS
und entfaltet seine Wirkung v.a. tiber metabotrope Dopaminrezeptoren. Das folgende
Experiment dient dazu, das ATP-Level in Astrozyten bei Stimulation durch den

Neurotransmitter Dopamin darzustellen.
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Nach Zugabe von Dopamin traten keine signifikanten Veranderungen des ATP
in den kultivierten Astrozyten auf (Abb. 14). Die Stimulation metabotroper
Dopaminrezeptoren sowie die Aufnahme von Dopamin scheinen daher keine

messbaren ATP-Anderungen in Astrozyten hervorzurufen.

A 11 Abb. 14 Dopamin bewirkt keine messharen
1uM DA 100pM DA 100pM Glu

Anderungen der ATP-Konzentration in
Astrozyten. A zeigt den zeitlichen Verlauf des
FRET/CFP Verhaltnisses der ersten 75 min des
Dopamin-Experiments (n=10 Zellen aus 3

unabhangigen Experimenten). B Bei der

FRET/CFP norm

Zugabe von 1 pM bzw. 100 pM Dopamin zeigen

sich keine signifikanten Anderungen. Hingegen

0,8

0 26 4'0 6‘0 ist der Abfall bei Zugabe von Glutamat
Zeit [min] gegeniiber dem  Ausgangniveau  (Puffer)

1,1 -
signifikant (*: p<0,05).
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FUr den unter Glutamat beobachteten ATP-Abfall kommen unterschiedliche
metabolische Prozesse in Betracht.

(1 Glutamattransport in die Zelle, Kotransport mit Na* - Na*K*-ATPase

muss unter Energieverbrauch lonengradienten wiederherstellen

(i) Glutamattransport in die Zelle - Verstoffwechselung von Glutamat zu

Glutamin durch Glutaminsynthetase unter ATP-Verbrauch

(i)  Energieverbrauch im Anschluss an Aktivierung ionotroper oder

metabotroper Rezeptoren

Ausgehend von diesen Moglichkeiten wurden die folgenden Experimente

durchgeftuihrt, um Rulckschlisse auf den am ehesten energieverbrauchenden Schritt

ziehen zu koénnen.

42



Ergebnisse

4.2.2 Beteiligung der Rezeptoren

Zur Beurteilung des Einflusses von Glutamatrezeptoren auf den ATP-Gehalt
von Astrozyten wurde a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-proprionic acid
(AMPA) als spezifischer Agonist fir den auf kultivierten Astrozyten vorkommenden
ionotropen  AMPA-Glutamatrezeptor in  unterschiedlichen  Konzentrationen
angewendet. Hiermit konnen Effekte auf den ATP-Spiegel beobachtet werden,
welche durch den Einstrom von lonen, insbesondere Na* und Ca?*, bei Aktivierung
des Rezeptors entstehen.

Es zeigten sich bei der Stimulierung der Astrozyten mit AMPA Kkeine
signifikanten Signal&anderungen (Abb. 15). Daher ist davon auszugehen, dass die
Aktivierung der ionotropen AMPA-Rezeptoren nicht zu einer starken Anderung des

ATP-Gehalts in Astrozyten flhrt.

Al Abb. 15 Die Aktivierung von AMPA-
1uM AMPA 100uM AMPA  100uM Glu

Rezeptoren fuhrt nicht zu einem Abfall des
ATP in Astrozyten. A zeigt den zeitlichen
Verlauf des FRET/CFP Verhaltnisses der ersten
75 min des AMPA-Experiments (n=11 Zellen aus
3 unabhéngigen Experimenten). B: Bei der
Zugabe von 1 uM bzw. 100 uM AMPA zeigen
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4.2.3 Beteiligung der Glutamattransporter

Um die Effekte der Glutamattransporter auf den ATP-Spiegel zu beurteilen,
wurden D-Aspartat als Transporteragonist sowie TBOA als Blocker der
Glutamattransporter in Kombination mit Glutamat eingesetzt.

D-Aspartat wird ebenso wie Glutamat Uber Glutamat/Na* Symporter in
Astrozyten aufgenommen, jedoch nicht in der Zelle verstoffwechselt. AuRerdem wirkt
es agonistisch an NMDA-Rezeptoren, welche jedoch in kultivierten Astrozyten nicht
nachgewiesen werden konnten (Verkhratsky und Steinh&user 2000). Somit werden
vorrangig transportervermittelte Effekte dargestellt. Unter D-Aspartat Stimulation
kommt es ebenso wie unter Glutamat bei Zugabe von 1 pM D-Aspartat zu einem
leichten kontinuierlichen Abfall des FRET/CFP-Signals und anschliel3end bei 100 uM
D-Aspartat zu einem starken Abfall des Signals um 6 +1 % mit Bildung einer
Plateauphase. Der Abfall des FRET/CFP-Verhaltnisses, welcher dem Abfall des
relativen ATP-Gehalts entspricht, ist bei Zugabe von 100 pM D-Aspartat bzw.

Glutamat erneut signifikant gegeniiber dem Ausgangsniveau (Abb. 16).

1,1 4 . .
A 1uM D-Asp 100uMD-Asp  100uM Glu Abb. 16 Der relative ATP-Gehalt zeigt unter

Stimulation mit D-Aspartat einen
adhnlichen Abfall wie unter Glutamat. A
zeigt den zeitlichen Verlauf des FRET/CFP

Verhéltnisses der ersten 75 min des D-

Aspartat-Experiments (n=12 Zellen aus 3

FRET/CFP norm

unabhéngigen Experimenten). B: Der Abfall
des ATP-Sensorsignals bei Zugabe von

e ' ' ' 100 uM  D-Aspartat bzw. Glutamat ist
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Ly signifikant (*: p<0,05).
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Threo-B-Benzyloxyaspartic acid (TBOA) ist ein kompetitiver, nicht
transportabler Blocker fur Glutamattransporter (EAAT 1-5) und zeichnet sich dabei
durch hohe Selektivitat aus, d.h. er besitzt keine Wirkung auf Glutamatrezeptoren.
Somit ist das folgende Experimentdesign ebenfalls dazu geeignet, die Rolle des
Glutamattransporters beim Glutamat vermittelten ATP-Abfall zu demonstrieren.

TBOA wurde im Anschluss an den Puffer fir 10 min einzeln appliziert, um
eventuelle rein TBOA-bedingte Anderungen zu erkennen. AnschlieBend wurde wie
bei 4.2.1 fur jeweils 15 min 1 uM bzw. 100 pM Glutamatldsung gemeinsam mit TBOA
angewendet, wobei wie erwartet ein geringerer Abfall des Signals zu beobachten war
(Abb. 17).

Bei der Auswertung des Experiments ergab sich die Schwierigkeit, dass bereits
bei alleiniger Zugabe von TBOA ein Abfall des Signals zu beobachten war. Um
dennoch den Abfall unter Zugabe von 100 uM Glutamat bei Blockade der
Transporter mit TBOA zuverlassig mit dem Abfall bei 100 uM Glutamat ohne
Transporterblockade zu vergleichen, wurde die Auswertung wie folgt erganzt: Durch
die TBOA-Phase (Minute 10-20) wurde eine Regressionsgerade gelegt und auf den
gesamten Zeitraum verlangert (Abb. 17A). Nach Zugabe von TBOA und 100 uM
Glutamat wurde in einem zweiminutigen Abschnitt (Minute 39-41) die Differenz
zwischen dieser Geraden und dem FRET/CFP Signal der Zellen gebildet. Ebenso
wurde fur den Abfall des Signals unter alleiniger Zugabe von 100 uM Glutamat mit
Daten aus dem Glutamatexperiment verfahren. Hierbei wurde eine Regressionslinie
durch die ersten 10 min (Puffer) zur Bildung der Differenzen herangezogen (nicht
dargestellt). Alle Berechnungen wurden ausgehend von den Einzeldaten
durchgefuihrt. Die Differenzen entsprechen dem Abfall des Signals vom
Ausgangsniveau bei Zugabe von 100 pM Glutamat.

Zwar ist unter der Zugabe von TBOA+100 uM ein leichter Abfall des Signals zu
erkennen, jedoch fallt dieser deutlich geringer aus als ohne TBOA (Abb. 17B). Dieser
Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,001), d.h. die Blockade der Transporter
durch TBOA verhindert nahezu den Abfall der ATP-Konzentration bei Zugabe von
100 pM Glutamat
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Abb. 17 Bei Blockade der Glutamattransporter zeigt sich ein signifikant geringerer ATP-Abfall.
A zeigt den zeitlichen Verlauf des FRET/CFP Verhaltnisses der ersten 60 min des TBOA-Experiments
(n=14 Zellen aus 4 unabhangigen Experimenten). Zusatzlich wurde fir jede Zelle eine
Regressionsgerade durch die TBOA-Phase gelegt, da sich hier bereits Veranderungen zeigten.
Dargestellt ist der Mittelwert aller Regressionsgeraden. Ausgehend von dieser Geraden wurde die
Differenz zur Kurve bei Zugabe von 100 uM Glutamat (weiterhin unter Blockade mit TBOA) tber 2 min
(Minute 39-41, grauer Balken) fir jede Zelle berechnet. Ebenso wurde fir einen Abschnitt des
Glutamatexperiments bei Stimulation mit 100 uM Glutamat (Minute 29-31) verfahren, ausgehend von
einer Regressionslinie durch die ersten 10 min des Experiments (nicht dargestellt). In B sind die
Differenzen des FRET/CFP-Verhaltnisses zur Regressionsgeraden (entspricht dem Abfall des Signals
vom Ausgangsniveau) mit Standardabweichung dargestellt. Bei Blockade der Glutamatrezeptoren
zeigt sich unter Zugabe von 100 uM Glutamat nur eine geringe Abweichung, wahrend die Differenz

bei alleiniger Zugabe von 100 uM Glutamat signifikant héher ist (***: p<0,001).
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4.2.4 Die Rolle der Na*/K*-ATPase

Die Na'/K*-ATPase spielt eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der
lonenkonzentrationen jeder Korperzelle und legt somit die Grundlage fur einen
funktionierenden Stoffwechsel und Energiegewinn der Zellen. Gleichzeitig verbraucht
sie jedoch auch ATP fur den Transport der lonen gegen den
Konzentrationsgradienten. Das folgende Experimentdesign ermoglichte, den
relativen ATP-Gehalt der Zellen bei Blockade der Na*/K*-ATPase durch Ouabain zu
beobachten.

Des Weiteren beruhte eine These des ATP-Abfalls unter Glutamatstimulation
auf dem gesteigerten Umsatz der Na'/K*-ATPase in Folge des erhthten Na*-
Einstroms in die Zelle durch den Kotransport mit Glutamat. Daher sollte ebenfalls der
Abfall des FRET/CFP-Verhéaltnisses vom Ausgangsniveau bei Blockade der Na*/K*-
ATPase durch Ouabain und Zugabe von 100 uM Glutamat mit dem Abfall ohne
Blockade verglichen werden. Hierfur erfolgte die Auswertung analog zum TBOA-
Experiment mit Hilfe einer Regressionsgeraden durch die Ouabain-Phase, welche
das Ausgangsniveau fur die Berechnung des ATP-Abfalls darstellte.

Da sich bereits bei alleiniger Zugabe von Ouabain eine starke Anderung des
Signals zeigte und die Zugabe von 1puM Glutamat in den vorangehenden
Experimenten nur zu sehr geringen Anderungen fiihrte, wurde auf diese Phase im
vorliegenden Experiment verzichtet.

Bereits bei alleiniger Zugabe von Ouabain erfolgt ein sofortiger Abfall des
FRET/CFP-Verhéaltnisses, d.h. die Blockade der Na*/K*-ATPase, welche einen
Grol3teil des ATP in Astrozyten verbraucht, fihrt wider Erwarten zu einem Abfall des
ATP-Gehalts. Weiterhin ist zu erkennen, dass dieser bei Zugabe von 100 uM
Glutamat zunéchst etwas steiler abfallt, um anschlieend zu stagnieren (Abb. 18A).
Dieser Abfall ist jedoch, gemessen an der Ouabain-Phase als Ausgangsniveau,
deutlich geringer als ohne Blockade der Na*/K*-ATPase (Abb. 18B). Bei dem
Wechsel auf Ouabain-freien Puffer erholt sich das Signal deutlich langsamer als bei

den vorangehenden Experimenten.
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Abb. 18 Die Hemmung der Na+/K+-ATPase bewirkt einen ATP-Abfall und verringert den
glutamatbedingten ATP-Abfall. A zeigt den zeitlichen Verlauf des FRET/CFP Verhéltnisses der
ersten 45 min des Ouabain-Experiments (n=10 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten). Zusatzlich
wurde fir jede Zelle analog zum TBOA-Experiment eine Regressionsgerade durch die Ouabain-
Phase gelegt. Dargestellt ist der Mittelwert aller Regressionsgraden. Ausgehend von dieser Geraden
wurde die Differenz zur Kurve bei Zugabe von 100 pM Glutamat (weiterhin unter Anwesenheit von
Quabain) dber 2 min (Minute 23-25, grauer Balken) fur jede Zelle einzeln berechnet. Ebenso wurde
fur einen Abschnitt des Glutamatexperiments bei Stimulation mit 100 uM Glutamat (Minute 29-31)
verfahren, ausgehend von einer Regressionslinie durch die ersten 10 min des Experiments (nicht
dargestellt). In B sind die Differenzen des FRET/CFP-Verhéltnisses zur Regressionsgeraden
(entspricht dem Abfall des Signals vom Ausgangsniveau) mit Standardabweichung dargestellt. Bei
Blockade der Na*/K*-ATPase zeigt sich unter Zugabe von 100 uM Glutamat eine geringere
Abweichung, wéhrend die Differenz bei alleiniger Zugabe von 100 pM Glutamat signifikant héher ist

(***: p<0,001).
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5 Diskussion

Die zelltypspezifische Analyse metabolischer Prozesse ist eine wichtige
Voraussetzung zum besseren Verstandnis physiologischer und pathologischer
Prozesse in Astrozyten. ATP nimmt dabei als unentbehrlicher Energietrager sowie
als intra- und interzelluléarer Botenstoff eine besondere Rolle ein. In der vorliegenden
Arbeit wurde mit dem FRET-basierten Sensor ATeam, welcher eine Messung der
zytosolischen ATP-Konzentration in Echtzeit erlaubt, die Auswirkung der Stimulation
mit den Neurotransmittern Glutamat und Dopamin auf den ATP-Gehalt von

Astrozyten beobachtet.

5.1 Etablierung der ATP-Messung mit ATeam in Kkultivierten
Astrozyten

Um eine zellspezifische Untersuchung ohne Einflisse anderer Zelltypen zu
ermdglichen, wurden Astroglia-reiche Priméarkulturen (APK) verwendet. Die
Gewinnung dieser Kulturen war bereits vor dieser Studie in der Arbeitsgruppe
etabliert und durch GFAP-Immunfarbung konnte erneut ein Anteil von >90 %
Astrozyten nachgewiesen werden. Zur ATP-Messung wurden die gewonnenen APKs
mit dem Sensor ,ATeam1.03YEMK“ einem FRET-basierten Sensor fur ATP,
transfiziert (Imamura et al. 2009). Fast alle der mit ATeam transfizierten Zellen waren
auch GFAP-positiv, sodass sich dieses Modellsystem eignete, Astrozyten-
spezifische Messungen mit dem ATeam-Sensor durchzufihren.

AnschlieRend wurde geprtift, ob Veranderungen des FRET/CFP-Verhaltnisses
als MaR fir den ATP-Gehalt tatsachlich spezifisch auf Anderungen des ATPs der
Zellen zurickzufuhren sind. Dazu erfolgte zunéachst eine Hemmung von Glykolyse
und Atmungskette, wodurch ein deutlicher Abfall der ATP-Konzentration
anzunehmen ist. Wie erwartet konnte dabei ein starker Abfall des FRET/CFP-
Verhaltnisses gemessen werden. Vergleichbare Beobachtungen wurden fir den
ATeam-Sensor in HelLa Zellkulturen beschrieben (Imamura et al. 2009). Hier wird
zudem eine partielle Erholung des ATP-Spiegels beobachtet, welche vermutlich eine
zellulare Antwort auf den starken ATP-Abfall darstellt. Dieser erneute Anstieg konnte
in Astrozyten nicht beobachtet werden, wofir diverse Unterschiede im
Experimentaufbau verantwortlich sein kdnnen. Zun&achst handelt es sich bei HelLa-
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Zellen um eine onkogene Zellreihe, welche vorwiegend Glykolyse zur
Energiegewinnung verwendet, wahrend in Astrozyten die ATP-Gewinnung mittels
Atmungskette ebenfalls eine groRe Rolle spielt (San Martin et al. 2013). Des
Weiteren kann aufgrund der unterschiedlichen Wirkweise der verwendeten
Hemmstoffe (2DG hemmt die Glykolyse reversibel wéhrend die Applikation von
lodacetat durch eine kovalente Alkylierung der GAPDH zu einer irrevesiblen
Hemmung fuhrt) eine mdgliche, teilweise Kompensation unterschiedlich ausgepragt
sein. Ebenso ist nicht auszuschlie3en, dass das Phanomen auf Grund der kirzeren
Messzeit nicht beobachtet wurde (die eigene Messung betragt 25 min, der Anstieg
wurde bei Imamura ab ca. 18 min beobachtet).

Parameter wie pH-Veranderungen, Konformationsanderungen eines FPs durch
direkte Ligandenbindung oder der Expressionsgrad des Sensors sind Faktoren,
welche neben dem gewiinschten FRET-Effekt die absolute Fluoreszenz des Sensors
in den einzelnen Kanalen beeinflussen kénnen. Durch die Bildung des FRET/CFP-
Verhaltnisses konnte das beobachtete Signal (weitestgehend) fur diese Stérfaktoren
korrigert werden. Dies wird anhand der Kontrollexperimente mit dem mutanten, ATP-
bindungsdefizienten Sensor deutlich. Hier zeigen sich unter allen in dieser Arbeit
untersuchten Bedingungen Verdnderungen der absoluten Fluoreszenz, jedoch keine
Anderung des FRET/CFP-Verhéltnisses. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass das im vorliegenden System gemessene FRET/CFP-Verhdltnis den relativen
ATP-Gehalt der Astrozyten anzeigt und nicht durch pH-Verdnderungen oder
Expressionsgrad verfalscht wird. Auch vorhergehende Arbeiten zeigten, dass das
FRET/CFP-Verhaltnis des Sensors im physiologischen pH-Bereich nahezu
unveranderlich ist, sodass eine Beeinflussung des Signals durch geringe pH-
Fluktuationen unwahrscheinlich ist (Imamura et al. 2009; Surin et al. 2013). Fur das
tatsachliche Auftreten eines FRET-Effekts spricht auRerdem der gegensatzliche
Verlauf von CFP- und FRET-Signal bei Veranderungen der ATP-Konzentration,
wahrend z.B. bei pH-Verdnderungen beide Signale (wie bei der Negativkontrolle)
gleichsinnig verlaufen.

Bei direkter Anregung und Messung von YFP spielt der FRET-Effekt
theoretisch keine Rolle, sodass hierbei ein konstantes Signal zu erwarten ware. Es
wurden jedoch leichte Veréanderungen beobachtet, fur welche verschiedene
Ursachen in Betracht kommen. Es ist bekannt, dass YFP im physiologischen Bereich
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pH-bedingte Fluoreszenzénderungen zeigt, welche jedoch durch Bildung des
Verhaltnisses korrigiert werden kénnen (Nagai et al. 2004; Zhao et al. 2011). Auch ist
YFP konformationssensitiv, sodass die Bindung von ATP moéglicherweise zu direkten
Anderungen der YFP-Fluoreszenz fuhrt. Ein direkter Einfluss von ATP auf die
Fluoreszenz der FPs, wie er z.B. fir CFP beschrieben wurde (Borst et al. 2010), wird
jedoch (falls vorhanden) ebenfalls durch die Bildung des Verhdltnisses korrigiert
(Liemburg-Apers et al. 2011). Des Weiteren kann sog. ,spectral bleed-through®
(SBT) zu den beobachteten Veradnderungen im YFP-Signal beitragen (Hou et al.
2011). Hierbei entstehen auf Grund der sich Uberschneidenden Anregungs- und
Emissionsspektren folgende Artefakte: (i) bei direkter YFP-Anregung kommt es
ebenfalls zu geringer CFP-Anregung, dessen Emission teilweise im YFP-
Emissionsspektrum miterfasst wird; (ii) ebenfalls tritt durch die CFP-Anregung ein
geringer FRET-Effekt auf, welcher das YFP-Signal beeinflusst. Auch das FRET-
Signal wird durch SBT beeinflusst: (i) aufgrund des breiten Emmissionsspektrums
von CFP wird ebenfalls CFP-Emission im FRET-Kanal miterfasst; (ii) bei der
Anregung von CFP erfolgt auch eine geringe direkte YFP-Anregung. Die Korrektur
des SBT erfordert umfangreiche zusatzliche Messungen und wird im Allgemeinen
nicht durchgefuhrt, da die Verwendung des FRET/CFP-Verhdltnis i.d.R. eine
ausreichend genaue Methode darstellt (Imamura et al. 2009; Frommer et al. 2009;
Bermejo et al. 2010).

Wahrend geringe Artefakte der Signale nicht vollstandig ausgeschlossen
werden kénnen, kann auf Grund der Beobachtungen sowie der Negativkontrolle
dennoch davon ausgegangen werden, dass bei Betrachtung des FRET/CFP-
Verhéltnisses Uberwiegend ATP-Verdnderungen dargestellt werden.

Die Verwendung des FRET/CFP-Verhéltnisses erlaubt eine quantitative
Messung des FRET-Effekts und einen Vergleich der relativen ATP-Konzentration
innerhalb des gleichen Experimentsetups. Fur die Umrechnung des Verhaltnisses in
absolute ATP-Konzentrationen ist jedoch eine Kalibrierung nétig, welche eine
Permeabilisierung der Plasmamembran und Inkubation mit unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen erfordert (Liemburg-Apers et al. 2011). Dies konnte bisher nicht
erfolgreich durchgeftihrt werden. Um den Bereich der absoluten ATP-Konzentration
abzuschatzen, in dem der Sensor sinnvollerweise genutzt werden kann, wurde mit
Hilfe der in Imamura et al. (2009) fir den ATeam-Sensor AT1.03YEMK peschriebenen
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Dissoziationskonstante (Ks¢=1,2 mM) und des Hillkoeffizienten (n=2,1) sowie der
Hillschen Gleichung
AR _ R X[ATP]"
R [ATP]® + K"

die theoretische, relative Anderung des Sensorsignals (AR/R) in Abhangigkeit
von der ATP-Konzentration dargestellt (Abb. 19; AR entspricht hierbei den
experimentell beobachteten Anderungen des FRET/CFP-Verhaltnisses). Hieraus ist
zu entnehmen, dass 90 % des dynamischen Bereichs des Signals zwischen ATP-
Konzentrationen von 0,3mM und 4,9 mM liegen. Da in den vorliegenden
Experimenten klare Signal&nderungen gemessen werden konnten, ist anzunehmen,
dass die absoluten ATP-Konzentrationen (mit Ausnahme der Hemmung von
Glykolyse und Atmungskette) ebenfalls in diesem Bereich liegen. Dies steht auch im
Einklang mit den in der Literatur angegebenen Daten zur intrazellularen ATP-
Konzentrationen in Astrozyten, die mit 3 mM bis 7,5 mM im annahernd gleichen
Bereich liegen (Silver und Erecinska 1997). Diese Werte wurden jedoch durch
Zelllysierung erhoben und messen somit nicht nur freies zytosolisches ATP. Daher
ist anzunehmen, dass sie eher zu hoch ausfallen und die reale Konzentration an
freiem zytosolischen ATP, das durch den ATP-Sensor gemessen wird, niedriger und
damit vollstdndig im MeRbereich des Sensors liegt. Dies spricht fur eine
grundsatzliche Eignung dieses Sensors fir zytosolische ATP-Messungen in
Astrozyten sowie die Mdglichkeit einer Kalibrierung und Umrechnung in absolute

ATP-Konzentrationen.
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Abb. 19 Theroretischer Verlauf des Sensorsignals in Abhangigkeit von der ATP-Konzentration.

Dargestellt ist die Anderung des Sensorsignals AR bezogen auf die maximale Anderung des Signals

(R). Die Darstellung erfolgte mit Hilfe der Hillschen Gleichung %R — _Rxlare]® unter Verwendung der

T [ATPIM+K g™
Dissoziationskonstante Kq¢=1,2 mM und des Hillkoeffizienten n=2,1 (Imamura et al. 2009). 90 % des
dynamischen Bereichs von AT1.03YEMX Jiegen bei ATP-Konzentrationen zwischen 0,3 mM und
4,9 mM.

5.2 Stimulation mit Glutamat und Einordnung der Effekte in die
Physiologie des Gehirns

Glutamat erfillt im Gehirn eine Vielzahl an Funktionen und nimmt damit eine
zentrale Rolle bei physiologischen und pathologischen Vorgangen ein. Es fungiert
als Neurotransmitter, Energiequelle und Substrat fir die Synthese von Proteinen und
anderen Substanzen wie Glutamin, GABA oder Glutathion (Danbolt 2001; Dringen
und Hirrlinger 2003; McKenna 2007). In Bezug auf Astrozyten zeigten bisherige
Studien u.a. Auswirkungen von Glutamat auf die intrazellulare Ca?*- und Na*-
Konzentration, die Glykolyseaktivitat und die Ausschtttung von Laktat (Cornell-Bell
et al. 1990; Pellerin und Magistretti 1994; Chatton et al. 2000; Bernardinelli et al.
2004; Bernardinelli et al. 2006). Eine Wirkung von Glutamat auf den ATP-Gehalt
wurde bisher lediglich indirekt mit Hilfe von Mg?*-sensitiven Farbungen untersucht
(Magistretti und Chatton 2005). Allerdings bindet der verwendete Farbstoff
Magnesium Green auch Calcium, so dass eine Beeinflussung des ,ATP-Signals®

durch Calcium nicht ausgeschlossen werden kann (Li et al. 2003). Die direkte
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Untersuchung mit ATeam dient der Uberprifung der Beobachtungen und soll durch
Verwendung weiterer Substanzen zum besseren Verstandnis der ablaufenden
Signal- bzw. Stoffwechselwege beitragen.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen einen reversiblen,
konzentrationsabhéngigen Abfall des ATP-Gehalts in Astrozyten bei Stimulation mit
Glutamat. Der Abfall des FRET/CFP-Signals betragt bei 100 uM Glutamat 13 + 6 %
des Ausgangsniveaus. Mg?*-basierte Untersuchungen zeigten unter 200 uM
Glutamat ebenfalls eine Verminderung der ATP-Konzentration, welche auf 1 mM (bei
einer angenommenen Ausgangskonzentration von 6 mM ATP) geschatzt wurde
(Magistretti und Chatton 2005). Folglich galt es einzugrenzen, durch welchen
Prozess der ATP-Abfall bedingt ist. Dabei standen mégliche rezeptorvermittelte oder
durch die Aufnahme von Glutamat bedingte Ursachen im Fokus. An (kultivierten)
Astrozyten kann Glutamat tber AMPA- oder Kainat-Rezeptoren wirken oder durch
die Transporter GLAST und GLT-1 aufgenommen werden. Nach Aufnahme kann es
unter ATP-Verbrauch zu Glutamin umgewandelt und erneut an die Neurone
abgegeben werden oder Uber den Zitratzyklus in andere Stoffwechselprozesse
einflieBen (Verkhratsky und Steinhdauser 2000; Danbolt 2001; Bak et al. 2006).

Fur die selektive Darstellung rezeptorvermittelter Effekte auf den ATP-Gehalt
wurden Experimente mit dem Rezeptoragonisten AMPA durchgefiihrt. Hierbei waren
keine signifikanten Verdnderungen zu beobachten, sodass eine Beteiligung von
AMPA-Rezeptoren am glutamatvermittelten ATP-Abfall sehr unwahrscheinlich ist.

Hingegen zeigte die Stimulation mit D-Aspartat, welches wie Glutamat Utber
Glutamat/Na* Symporter aufgenommen wird, vergleichbare Anderungen des
relativen ATP-Gehalts. Auch konnte der glutamatbedingte ATP-Abfall durch
Blockade der Glutamattransporter mit TBOA signifikant verringert werden. Diese
Beobachtungen sind gut mit vorhergehenden Untersuchungen vereinbar, welche
ebenfalls einen eingeschrankten ATP-Abfall unter TBOA zeigen (Magistretti und
Chatton 2005). Die Ergebnisse sprechen fur eine transportervermittelte Ursache des
glutamatbedingten ATP-Abfalls.

Die Aufnahme von Glutamat durch Astrozyten kann theoretisch auf zwei
bekannten Wegen zum ATP-Verbrauch fihren: (1) Da die Aufnahme im Symport mit
Na* und Antiport mit K* erfolgt, muss die Na*/K*-ATPase im Anschluss unter
Energieverbrauch den lonengradienten wiederherstellen (Chatton et al. 2000; Rose

54



Diskussion

und Karus 2013); (2) die Umwandlung von Glutamat zu Glutamin durch die
Glutaminsynthetase erfolgt unter ATP-Verbrauch (Martinez-Hernandez et al. 1977).
Da der Effekt auch bei D-Aspartat auftritt, welches nicht zu Glutamin umgesetzt wird,
ist letztere Moglichkeit unwahrscheinlich. Somit ist eine transportervermittelte
Aktivitatssteigerung der Na*/K*-ATPase am wahrscheinlichsten fir den ATP-Abfall
verantwortlich. Diese Moglichkeit ist mit anderen Studien gut vereinbar, welche eine
am ehesten durch den begleitenden Na* Einstrom bedingte Aktivitatserh6hung der
Na*/K*-ATPase bei Stimulation mit Glutamat zeigten (Pellerin und Magistretti 1997,
Chatton et al. 2000; Rose und Karus 2013). Neben der Erhohung der intrazellularen
Na*-Konzentration (und somit einer indirekten Kopplung) scheinen auch
Kolokalisationen und direkte Interaktionen zwischen der Na*/K*-ATPase, den
Transporterproteinen GLAST und GLT-1, Enzymen des Glykolysestoffwechsels und
den Mitochondrien eine Rolle zu spielen (Pellerin und Magistretti 1997; Rose et al.
2009; Genda et al. 2011; Bauer et al. 2012; Robinson und Jackson 2016). Diese
dienen der lokalen Kopplung und Regulierung beteiligter Systeme: So werden durch
den Glutamattransport sowohl die Glykolyse und Atmungskette stimuliert (was zur
Bereitstellung von ATP fur die Na*/K*-ATPase fuhrt), als auch die Na*/K*-ATPase
selbst, welche den notwendigen Na*-Gradienten fur den Glutamattransport aufrecht
erhalt (Bauer et al. 2012). Ebenso stimuliert Glutamat die Aufnahme von Glukose
und fuhrt zu einer erhohten Ausschittung von Laktat welches von Neuronen
aufgenommen wird, sodass eine Anpassung von neuronaler Aktivitat an die
Nahrstoffversorgung gewahrleistet ist (Astrozyten-Neuronen-Laktatshuttle; Pellerin
und Magistretti 1994; Pellerin et al. 1998; Loaiza et al. 2003). Somit ist der
Glutamattransport nicht nur fir die Beendigung der Signalibertragung, sondern
ebenfalls fir die Regulierung des Energiehaushalts essentiell (Robinson und
Jackson 2016). Der ATP-Abfall ist daher primar als Effekt der gesteigerten Aktivitat
der Na'/K*-ATPase auf Grund des Zusammenspiels von Glutamattransportern,
Na*/K*-ATPase, Enzymen der Glykolyse und den Mitochondrien bei erhohtem
Energiebedarf durch die Glutamataufnahme zu sehen.

Da die Na*/K*-ATPase eine zentrale Rolle in der Vermittlung des beobachteten
Effekts einzunehmen scheint, wurde Ouabain, ein Blocker der lonenpumpe,
angewendet. Es wurde zunachst der alleinige Effekt auf den ATP-Gehalt und
anschlieBend der Effekt von Glutamat bei gleichzeitiger Blockade der Na*/K*-
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ATPase untersucht. Der zuvor beobachtete glutamatbedingte ATP-Abfall fiel bei
Blockade wie erwartet signifikant geringer aus. Dies ist gut mit der Hypothese
vereinbar, dass die Na*/K*-ATPase fur den ATP-Verbrauch bei Glutamataufnahme
verantwortlich ist. Magistretti und Chatton (2005) zeigten ebenfalls einen
verminderten ATP-Verbrauch unter Glutamat und Ouabain, jedoch wurde der
alleinige Effekt der Blockade der Na*/K*-ATPase nicht untersucht. Hierbei konnte im
vorliegenden Setting ein sofortiger kontinuierlicher Abfall des ATP-Gehalts
beobachtet werden, welcher widersprichlich erscheint: Die Na*/K*-ATPase
verbraucht unter Ruhebedingungen 40-60 % des ATP in Astrozyten (Hevner et al.
1992; Chatton et al. 2000), sodass theoretisch bei ihrer Blockade ein — zumindest
kurzfristiger — ATP-Anstieg zu erwarten ware. Eine mdgliche Ursache fur den
beobachteten Abfall konnten die bidirektionalen Interaktionen der Na*/K*-ATPase mit
Glutamattransportern, Enzymen der Glykolyse und der Atmungskette darstellen,
welche z.B. bei Hemmung der Na'/K*-ATPase durch Ouabain zur teilweisen
Hemmung des Glutamattransportes fiilhren (Robinson und Jackson 2016), sodass
auch eine sofortige Reduktion der ATP-Produktion auf diesem Wege vermittelt
werden konnte. Weiterhin kommt eine gedrosselte Aufnahme von Energie liefernden
Metaboliten, welche auf den Na*-Gradienten angewiesen sind, in Betracht.
Maglicherweise wird ein sehr kurzzeitiger ATP-Anstieg auf Grund der Zeitauflosung
(alle 15 s) nicht miterfasst. Fur die genaue Aufklarung dieser Diskrepanz sind jedoch
weitere Experimente notig.

Insgesamt demonstriert der beobachtete ATP-Abfall die enge Verknipfung
zwischen Glutamattransport und Na*/K*-ATPase-vermitteltem Energieverbrauch.
Dies bestatigt vorhergehende Publikationen und verdeutlicht den grof3en Anteil der
Na*/K*-ATPase am Energiestatus in Astrozyten, welche Schétzungen zufolge ihre
Aktivitdt in Anwesenheit physiologischer extrazellularer Glutamatkonzentrationen
mehr als verdoppelt (Magistretti und Chatton 2005). Ein entsprechend gesteigerter
ATP-Verbrauch mit Auswirkungen auf den ATP-Gehalt ist zu erwarten. Bei der
Applikation von 100 uM Glutamat kommt es weiterhin im Anschluss an den schnellen
Abfall des ATP-Signals zur Etablierung eines niedrigeren ATP-Plateaus, welches
darauf hindeutet, dass ein neues Gleichgewicht zwischen ATP-Verbrauch und -
Produktion erreicht wurde. Da durch die anhaltende Glutamataufnahme weiterhin ein
erhohter ATP-Verbrauch besteht, muss somit die ATP-Produktion ebenfalls
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beschleunigt werden, um eine konstante Konzentration zu erhalten. Hieran kénnen
folgende Mechanismen beteiligt sein: (i) Bei dem Verbrauch von ATP entsteht ADP,
welches als Substrat fur ATP bei erhdhter Verfigbarkeit zu schnellerer ATP-
Synthese fuhren konnte. (ii) Glutamataufnahme fiihrt sowohl zu einer erhéhten Na*-
Konzentration als auch zu einem Ca?*-Anstieg in Astrozyten (Chatton et al. 2000;
Bernardinelli et al. 2006; Verkhratsky 2010). Diese Signale sind wahrscheinlich an
der Anpassung des Energiemetabolismus und Steigerung der ATP-Produktion
beteiligt (Wu et al. 2007; Chatton et al. 2016). (iii) Astrozytare Fortsatze besitzen
Mitochondrien, welche sich somit in direkter Nahe zur Glutamataufnahme befinden
und wahrscheinlich zur lokalen ATP-Produktion beitragen (Bauer et al. 2012,
Robinson und Jackson 2016). (iv) Es ist bekannt, dass Glutamat die Aufnahme von
Glukose steigert und die Glykolyse anregt (Pellerin und Magistretti 1994; Loaiza et
al. 2003). (v) Aufgenommenes Glutamat kann Uber den Zitratzyklus fur die ATP-
Produktion verwendet werden (McKenna 2007). (vi) Mdoglicherweise wirkt die
erniedrigte ATP-Konzentration ihrerseits als intrazellulares Signal oder regulierender
Faktor und ist an der Kopplung zwischen Glutamataufnahme und gesteigerter
Glukoseaufnahme bzw. Glykolyse zur Erfullung des erhdhten Energiebedarfs
beteiligt. All diese Mechanismen kénnen potentiell zur gesteigerten ATP-Produktion
wahrend der Glutamataufnahme in Astrozyten beitragen, ihr genauer Beitrag zur
Erhaltung des beobachteten Gleichgewichts bleibt jedoch weiteren Untersuchungen
vorbehalten.

Eine Madglichkeit des ATP-Abfalls, auf die in dieser Arbeit nicht naher
eingegangen wurde, ist die Ausschittung von ATP. Vorhergehende Arbeiten
identifizieren ATP als wichtigsten externen Messenger bei der Ausbreitung von Ca?*-
Wellen und beschreiben eine durch Glutamat induzierte vesikuldre Ausschittung von
ATP (Guthrie et al. 1999; PangrSi¢ et al. 2007). Da sich der Sensor ausschlief3lich
intrazellular befindet, ist dieser Weg mit dem vorliegenden System nicht messbar,
sodass dessen Bedeutung weiteren Untersuchungen vorbehalten bleibt. Da jedoch
das fur die Freisetzung bestimmte ATP vesikular gespeichert wird wohingegen der
Sensor im Zytosol vorliegt und die Anzahl und Gré3e der ATP-Vesikel in Astrozyten
gering ist, wird von keinem quantitativ relevanten Einfluss auf die gemessene
intrazellulare ATP-Konzentration ausgegangen (Coco et al. 2003; Pangrsi¢ et al.
2007).
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5.3 Stimulation mit Dopamin

Im Gegensatz zu Glutamat zeigte die Stimulation mit Dopamin keine
messbaren Auswirkungen auf den ATP-Gehalt in Astrozyten. Dopamin wirkt an
Astrozyten Uber G-Protein-gekoppelte D1- und D2-Rezeptoren (Khan et al. 2001; Liu
et al. 2009; Mladinov et al. 2010; Requardt et al. 2012; Requardt et al. 2010) und
kann Uber den Na*-abhangigen Norepinephrintransporter (NET) sowie den Na*-
unabhéngigen organischen Kationentransporter 3 (OCT3) von Astrozyten
aufgenommen werden (Takeda et al. 2002). Vorhergehende Studien zeigten jedoch,
dass die Aufnahme von Dopamin in Astroglia-reichen Priméarkulturen ausschlieflich
Na*-unabhangig und verhaltnismaflig langsam (10-15 min) stattfindet (Hosli und
Hosli 1997). Dies konnte erklaren, warum eine Na*-vermittelte Aktivitatserh6hung der
Na*/K*-ATPase und somit ein ATP-Abfall ausbleiben.

Eine Stimulation mit Dopamin zeigt in anderen Studien jedoch durchaus
Wirkungen auf den Metabolismus in Astrozyten: Es fuhrt rezeptorvermittelt zu einer
biphasischen Veradnderung des NAD(P)H-Signals im Sinne eines frihen Abfalls
gefolgt von einem Anstieg Uiber das Ausgangsniveau. Dies ist am ehesten durch eine
schnelle Oxidation von NADH in der Atmungskette, gefolgt von der Reduktion von
NAD* in der Glykolyse bedingt (Requardt et al. 2010). Obwohl hier ATP-liefernde
Prozesse induziert werden, scheint dies lediglich den gleichzeitig ablaufenden ATP-
Verbrauch (z.B. durch die Signaltransduktion) zu kompensieren, sodass es im
vorliegenden System zu keinen messbaren ATP-Anderungen kommt.

5.4 Einschrankungen des Systems und Ausblick

Wahrend Zellkulturen ein beliebtes Modell zur Untersuchung einzelner
Zelltypen ohne den Einfluss anderer Zellpopulationen darstellen, lassen sich die
hierdurch gewonnenen Ergebnisse keinesfalls direkt auf in vivo Verhéaltnisse
Ubertragen. Kultivierte Astrozyten unterscheiden sich von ihren in vivo Korrelaten
sowohl morphologisch als auch teilweise in ihrer Expression von Genen, Rezeptoren
und Transportern (Cahoy et al. 2008). Die hohe Glutamatexposition findet z.B. in vivo
auf Grund der starkeren Verzweigung deutlich lokaler in den feinen Fortsatzen nahe
der Synapse statt und es ist denkbar, dass auch die hier beobachteten Effekte auf
den ATP-Gehalt in vivo lediglich in Mikrodomanen ablaufen. Auch erfolgt die

Glutamataufnahme in kultivierten Astrozyten v.a. Uber GLAST, wéahrend in vivo im
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GroR3hirn GLT-1 dominiert (Lehre et al. 1995; Robinson und Jackson 2016). Nicht
auszuschlie3en ist ebenfalls, dass kultivierte Astrozyten in ihren Stoffwechselwegen
leicht von in vivo Astrozyten abweichen. Der genetisch kodierte Sensor ATeam wird
jedoch in Kombination mit hochauflésender Mikroskopie die Méglichkeit bieten, diese
Vorgénge in situ und in vivo unter Einfluss der physiologischen Verhaltnisse und
zahlreichen Zellkontakte zu Uberpriufen, wobei eine Expression des Sensors
entweder durch die Generierung geeigneter transgener Mauslinien oder durch viral
vermittelten Gentransfer erzielt werden konnte. Vergleichbare genetisch codierte
Sensoren fur Laktat und Glucose wurden hierbei kurzlich erfolgreich in vivo
eingesetzt (Machler et al. 2016).

Die vorliegende Arbeit beschreibt die relative ATP-Konzentration als relative
Veranderung des Signals des ATeam-Sensors. Weitere Experimente sollten auf eine
Kalibrierung des Sensorsignals auf die ATP Konzentration abzielen. Diese wird
jedoch u.a. dadurch erschwert, dass die erforderliche Permeabilisierung der
Zellmembran die Zellfunktionen erheblich beeintréchtig und ATP weiterhin in der
Zelle verbraucht wird.

Die dargestellten Ergebnisse, welche gut mit vorhergehenden Studien zum
astrozytaren Stoffwechsel und Astrozyten-Neuronen-Interaktionen vereinbar sind,
erlauben somit keine direkten Rickschlisse auf in vivo Prozesse. Dennoch stellen
sie einen wichtigen Schritt auf dem Weg zur Charakterisierung des ATP-Haushalts in
Astrozyten in vivo dar, dessen Untersuchung und Quantifizierung weiteren

Experimenten vorbehalten bleibt.
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Astrozyten spielen eine essentielle Rolle fur den reibungslosen Ablauf der
Hirnfunktionen indem sie u.a. Neurone in Abhangigkeit von der synaptischen Aktivitat
mit Energie in Form von Laktat versorgen. An der Kopplung dieser Prozesse
scheinen die Aufnahme von Glutamat, einhergehend mit einer Aktivierung der
Na*/K*-ATPase und dem Verbrauch von ATP, beteiligt zu sein (Magistretti und
Chatton 2005). Ziel der vorliegenden Arbeit ist die direkte Uberprifung des ATP-
Gehalts in einzelnen Astrozyten wahrend der Stimulation mit den Neurotransmittern

Glutamat und Dopamin.
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Hierfir wurden als Modellsystem Astroglia-reiche Primarkulturen (APK) aus
dem Cortex neugeborener Mause angelegt. Immunhistochemische Farbungen mit
dem astrozytdren Marker GFAP zeigten, dass es sich bei ca. 98 % der Zellen der
APKs um Astrozyten handelte. Mit Hilfe des genetisch kodierten FRET-basierten
ATP-Sensors ,ATeam® (Imamura et al. 2009) wurde der relative ATP-Gehalt im
Zytosol einzelner Zellen Uber einen vorgegebenen Zeitraum bei gleichzeitiger
Perfusion mit den entsprechenden Losungen gemessen.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Sensors im neu etablierten
Versuchsaufbau wurden lodazetat und Natriumazid eingesetzt, welche die Glykolyse
bzw. Atmungskette hemmen und dadurch zu einer ATP-Depletion in den Zellen
fuhren. Der gemessene relative ATP-Gehalt zeigte wie erwartet einen starken Abfall.
Als Negativkontrolle wurde der Versuch mit einer ATP-bindungsdefiziente Mutante
des ATeam-Sensors wiederholt, wobei das erhaltene Signal nahezu konstant blieb.
Dieses Ergebnis spricht fir ein ATP-spezifisches Signal, welches keinen relevanten
Anderungen durch Expressionsgrad oder pH unterliegt.

Glutamat fungiert an ca. 80 % der Synapsen des Gehirns als Neurotransmitter
und wird Uber die Na*-abhangigen Transporter GLT-1 und GLAST von Astrozyten
wiederaufgenommen, um die SignalUbertragung zu beenden und Exzitotoxizitat zu
verhindern. Da der Na*-Gradient durch die Na*/K*-ATPase wiederhergestellt werden
muss, ist dieser Schritt energieaufwandig. Aufllerdem signalisiert die
Glutamatfreisetzung einen erhdhten Energiebedarf der Neurone, auf welchen
Astrozyten reagieren mussen. Die hier durchgeflhrten Experimente in Astrozyten
zeigen unter 1 uM Glutamat bereits einen leichten ATP-Abfall, welcher unter 100 uM
Glutamat stark zunimmt und in eine Plateauphase Ubergeht. Dieser ATP-Abfall ist
sehr wahrscheinlich transportervermittelt, da unter dem Transporteragonisten D-
Aspartat ein ahnlicher sowie bei Blockade der Transporter mit TBOA ein verringerter
ATP-Abfall auftraten. Die Beteiligung der Glutamatrezeptoren erscheint auf Grund
der Untersuchungen mit dem selektiven Rezeptoragonisten AMPA, welche keine
signifikanten Veranderungen des ATP-Gehalts zeigten, unwahrscheinlich. Weiterhin
zeigte die Stimulation mit Glutamat bei Blockade der Na*/K*-ATPase mit Ouabain
einen eingeschrankten ATP-Abfall.

Die Beobachtungen lassen sich sehr gut mit vorhergehenden Studien

vereinbaren, welche ebenfalls bei Stimulation mit Glutamat einen am ehesten durch
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die Na*/K*-ATPase bedingten ATP-Abfall in Astrozyten postulierten (Magistretti und
Chatton 2005). Die gesteigerte Aktivitdt der Na*/K*-ATPase scheint sowohl durch
den begleitenden Na*-Einstrom als auch durch direkte Interaktionen mit den
Glutamattransportern bedingt zu sein (Chatton et al. 2000; Bauer et al. 2012,
Robinson und Jackson 2016). Des Weiteren ist bekannt, dass Glutamat in
Astrozyten u.a. zu einer Steigerung der Glukoseaufnahme, Glykolyse und
Laktatausschattung fuhrt (Pellerin und Magistretti 1994). Dieser Mechanismus
gewahrleistet die aktivitatsabhangige Bereitstellung von Energie in Form von Laktat
und wird als Astrozyten-Neuronen-Laktatshuttle bezeichnet. Neben der erhohten
intrazellularen Na*-Konzentration sowie Interaktionen zwischen
Glutamattransportern, Na*/K*-ATPase und Enzymen des Glykolysestoffwechsels ist
es wahrscheinlich, dass der beobachtete ATP-Abfall unter Glutamat ein weiteres
intrazellulares Signal zur Kopplung dieser Prozesse darstellt.

Die Untersuchungen wurden ebenfalls mit dem Neurotransmitter Dopamin
durchgefiihrt, wobei jedoch keine messbaren ATP-Veranderungen auftraten.

Zusammenfassend wurde erfolgreich ein ATP-Monitoring in Astrozyten in
Echtzeit durchgefuihrt, welches die mit der Glutamataufnahme verbundene
energetische Herausforderung anhand des ATP-Abfalls bestatigen und
veranschaulichen konnte. Die Ergebnisse sind gut mit bisherigen Studien vereinbar,
jedoch werden Untersuchungen in situ und in vivo notwendig sein, um die Vorgange
unter Einbeziehung der zahlreichen Zellkontakte sowie physiologischen und
morphologischen Besonderheiten zu untersuchen. Hierflir bietet der genetisch

kodierte Sensor ATeam eine geeignete Grundlage.
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