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Zusammenfassung

Glutamat ist der wichtigste erregende Neurotransmitter im Gehirn. Bei neuronaler Aktivitét
wird Glutamat an prasynaptischen Endigungen in den synaptischen Spalt freigesetzt und
vermittelt durch Bindung an ionotrope Glutamatrezeptoren (iGluR) an der Postsynapse unter
anderem Na'-Einstrom. Benachbarte Astrozyten bilden feine Ausliufer, welche an neuronalen
Synapsen positioniert sind. Dort detektieren und modulieren sie die synaptische Transmission
iiber die Na'-vermittelte Wiederaufnahme von Glutamat iiber hochaffine Glutamat-
Transporter. Als Konsequenz generieren Astrozyten ebenfalls Na'-Signale. In vielen
Hirnregionen konnte gezeigt werden, dass die Na'-vermittelte Glutamataufnahme die
Hauptursache fiir transiente Na'-Anderungen in Astrozyten darstellt. Neuere Studien weisen
allerdings auf eine regionsspezifische Expression von zusétzlichen iGluR auch an Astrozyten
hin, welche einen zusitzlichen, bisher unbeschriebenen Na'-Signalweg vermitteln konnten.

Um dies zu untersuchen, wurden quantitative Fluoreszenzmessungen am Weitfeld-
sowie Zwei-Photonen-Mikroskop an Gewebeschnitten des visuellen Kortex (wo Hinweise auf
eine funktionelle Expression von iGluR an Astrozyten vorliegen) und dem Hippocampus (wo
Hinweise fiir iGIuR an Astrozyten fehlen) durchgefiihrt. Aktivitits-induzierte Na'-Signale in
Astrozyten wurden hinsichtlich ihrer Entstehungsmechanismen charakterisiert und regional
verglichen.

Stimulierte Na'-Transienten waren in kortikalen Astrozyten etwa doppelt so groB wie
in hippocampalen. Das pharmakologische Profil offenbart, dass astrozytire Na'-Signale im
Kortex bei Inhibition des iGluR: N-Methyl-D-Aspartat (NMDAR) um etwa 50% reduziert
waren, wihrend hippocampale Na'-Signale nicht beeinflusst wurden. Direkte Aktivierung der
NMDAR, durch Applikation von NMDA, fiihrte zu deutlichen Na'-Signalen in kortikalen,
aber nicht in hippocampalen Astrozyten. NMDAR kortikaler Astrozyten sind vorwiegend an
distalen Ausldufern exprimiert und vermitteln bei Aktivierung globale Na'-, jedoch lokale
Ca2+-Signale. Die Ca2+-Signale wurden durch Ca**-Einstrom iiber den Na"-Ca”"-Austauscher
(NCX) verldangert. Mathematische Berechnungen, gestiitzt auf experimentelle Daten der
Studie, zeigen, dass NMDAR-vermittelter Na'-Einstrom die Transportrichtung des NCX
beeinflusst, sodass dieser zur lokalen Ca®"-Signalgebung an Ausldufern beitrégt.

Die Ergebnisse zeigen eine deutlich heterogene Na'-Signalgebung in kortikalen
gegeniiber hippocampalen Astrozyten: 1. In kortikalen Astrozyten sind Na'-Signale bei
glutamaterger Aktivitit groBer als im Hippocampus. 2. In kortikalen Astrozyten werden Na'-
Signale neben dem Glutamat-Transport zusdtzlich iiber NMDAR vermittelt und 3. NMDAR-

vermittelte Na'-Signale beeinflussen die lokale astrozytire Ca**-Signalgebung iiber den NCX.



Abstract

Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the brain. Upon neuronal activity
glutamate is released from presynaptic terminals and mediates postsynaptic Na'-influx via
binding on ionotropic glutamate receptors (iGluR). Astrocytic processes enwrap neuronal
synapses, take up glutamate locally via high-affinity glutamate transporters (GluT), and
thereby modulate synaptic transmission. Glutamate transport is fuelled by the cotransport of
three sodium ions and thus produces astrocytic Na -transients. In different brain regions, it
was shown that Na'-dependent GluT represent the predominant mechanism for generation of
astrocyte Na'-signaling. However, astrocytes show considerable functional and molecular
heterogeneity. This includes astrocytic iGluR expression, which is heterogeneously
distributed in the brain. These receptors could mediate an additional, as yet undescribed,
sodium influx pathway.

To address this question, activity-related Na'-transients in astrocytes were compared
within the cortex (where astrocytes probably express functional iGluR) and in the
hippocampal CAl region (where Astrocytes lack iGluR) by using quantitative sodium
imaging on acutely isolated tissue slices of the mouse brain.

Glutamatergic activity resulted in Na'-transients in both cortical and hippocampal
astrocytes, however amplitudes of cortical Na'-Signals were twice as large. Additionally, the
pharmacological profile differed between the two brain regions: Na'-Transients were reduced
by about 50% through inhibition of the iGluR: N-Methyl-D-aspartate (NMDAR) in cortical
astrocytes, but were totally unaffected in hippocampal astrocytes. Moreover, cortical
astrocytes responded with prominent Na'-transients upon direct activation of NMDAR via
NMDA application, while hippocampal astrocytes underwent only small and brief Na'-
increases. Cortical NMDAR are enriched at distal processes and were activated upon direct
application of NMDA, mediating global Na™-but local Ca*"-influxes. Ca*'-transients were
prolonged by additional Ca**-influx via the Na+-Ca2+-exchanger (NCX). Mathematical
computation based on measured data predict that NMDA-induced Na'-increases change the
transport direction of the NCX, resulting in additional Ca*"-influx.

The study shows that: i. cortical astrocytes respond with larger Na'-transients upon
glutamatergic activity than their hippocampal counterparts, ii: NMDAR-activation mediates
prominent Na'-influx only in cortical, not in hippocampal, astrocytes and iii: NMDAR-
mediated Na -influxes promote transient Ca>" influx through reversal of the NCX and thus

add an additional mechanism for the generation of local Ca*"-signaling in cortical astrocytes.
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1. Einleitung

Im Gehirn sind im Wesentlichen zwei Zelltypen vorherrschend: Neurone und Gliazellen.
Wiéhrend Neurone seit ihrer Entdeckung bis heute ausgiebig morphologisch als auch
funktionell untersucht worden sind, wurden Gliazellen lange Zeit vernachléssigt (Abb.1).
Dabei machen sie ~ 25% im Nervensystem der Fruchtfliege, ~ 65% im Mausgehirn und sogar
~ 90% der Zellen im menschlichen Gehirn aus (Allen und Barres, 2009). Pionier auf dem
Gebiet der Gliazellen war Rudolf Virchow, welcher 1827 erstmals die Bezeichnung
,Neurogliazelle* verwendete. Er beschrieb die Zellen als ,,Zwischenmasse®, in welcher die
Nervenzellen eingebettet sind (Virchow, 1970). Nachfolgend begann die anatomische
Erforschung der Gliazellen, vor allem durch Camillo Golgi, Gustav Retzius und Santiago
Ramon y Cajal, begiinstigt durch Fortschritte in der Mikroskopie als auch der Farbemethoden,
um diese sichtbar zu machen (Golgi, 1870; Golgi, 1885; Retzius, 1896; Garcia-Marin et al.,
2007). Auf ihnen beruht die heute noch verwendete Unterscheidung in drei Gliazelltypen: den
Mikroglia, Oligo- und Astrozyten.

Mittlerweile ist bekannt, dass Gliazellen weit mehr als eine ,,Zwischenmasse‘
darstellen, sondern vielfaltige essentielle Aufgaben iibernehmen wie die Myelinisierung der
neuronalen Axone durch Oligodendrozyten (erlaubt erst die schnelle Erregungsweiterleitung
im Gehirn), die Immunkompetenz im Gehirn durch Mikrogliazellen oder die Kontrolle {iber
den Blutfluss sowie die lonen- und Neurotransmitterkonzentration im Extrazellularraum

durch Astrozyten.

Abbildung 1: Verschiedene Gliazelltypen und
Neurone im Gehirn. Neurone (blau) vom
Zellkorper aus projizieren Dendriten und
Axone in distaler Richtung. Die Axone stehen
mit den Dendriten anderer Neurone {iber
Synapsen im Kontakt. Oligodendrozyten
(Violett) bilden lipidreiches Myelin an ihren
Fresynarlgggs=yrapic Ausliufern, welches die Axone der Neuronen

umhiillt und somit isoliert, um die
elektrische Ubertragung zu beschleunigen.
Mikrogliazellen (braun) sind die
immunkompetenten Zellen im Gehirn, zeigen
eine erstaunliche Mobilitdt und besitzen die
Féhigkeit der Phagozytose. Astrozyten (griin)
bilden feine  Ausldufer (Endfiille) an
Blutgefilen aus und sind somit Teil der
Bluthirnschranke. Dort beeinflussen sie u.a. den
Blutfluss. Mit weiteren Ausldufern an Synapsen
kontrollieren sie lokal den Extrazellularraum
und konnen direkt in die synaptische
Transmission eingreifen. Aus Allen und Barres,
2009.

Oligodendrocyte
wraps myelin around
multiple axons

- } Microglia

Blood vessel

Astrocyte end-feet
wrap around the
blood vessel



Die Funktionalitit des Gehirns wird also erst durch die orchestrierte Zusammenarbeit
zwischen Neuronen und Gliazellen ermdglicht. Fundamentale Grundlage ihrer
Zusammenarbeit sowie der neuronalen Erregung ist eine asymmetrische Verteilung von
geladenen Teilchen (Ionen) im Intra- bzw. Extrazellularraum. Der Extrazellularraum
beinhaltet eine relativ hohe Konzentration an Natrium (Na), Calcium (Ca®") und Chlorid
(CI'), wihrend im Intrazellularraum eine hohe Konzentration an organischen Anionen und
Kalium (K") vorliegt (Bear et al., 2008). Die Membran der Zellen im Gehirn ist
semipermeabel, d.h. sie ist gut durchléssig fiir K" und nahezu undurchlissig fiir andere Ionen.
Das hat zur Folge, dass K", getrieben vom Konzentrationsgradienten, ausstromen kann und
somit positive Ladung den Intrazellularraum verldsst (Bear et al., 2008). Dies legt die
Grundlage dafiir, dass die Zellen im Gehirn eine negative Ladung des Zellinneren aufweisen

(je nach Zelltyp: etwa -70 bis -85 mV).

2. Die Na"-Homéostase und Signalgebung

Dariiber hinaus hat auch Na" eine groBe physiologische Relevanz fiir die Zellen im Gehirn.
Denn neben der Na'-vermittelten neuronalen Erregungsweiterleitung verbraucht auch ein
GroBteil der Transportprozesse, die Zellen iiber die Plasmamembran bewerkstelligen, keine
direkte Energie in Form von ATP, sondern sind an die asymmetrische Verteilung von Na'-
Ionen iiber der Zellmembran gekoppelt.

Die Konzentration fiir Na" unterscheidet sich im Gehirn zwischen dem Extrazellular-
([Na'].) sowie Intrazellularraum ([Na'];). Es gilt fiir die [Na']. ~ 140-150 mM, wohingegen
die [Na']; beispielsweise in Neuronen und Astrozyten bei ~ 10-20 mM liegt (Schreiner und
Rose, 2012; Mondragao et al., 2016; Ziemens et al., Eingereicht). Neben der negativen
Ladung der Zellen stellt der einwirts gerichtete Konzentrationsgradient eine weitere
Triebkraft dar, welche Na' in die Zelle treibt. Zusammen ist dieser elektrochemische
Gradient die entscheidende Vorrausetzung fiir die Ausbildung von Aktionspotentialen sowie
fir ~die synaptische Transmission durch Na'-Einstrom in Neuronen iiber
spannungsabhiingige Ionenkaniile bzw. ionotrope Glutamatrezeptoren wie AMPA- (o-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionsidure) und NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat)
Rezeptoren (Abb.2).

Der elektrochemische Na'-Gradient dient gleichzeitig als Energiequelle fiir eine ganze
Reihe von Na'-abhingigen Transportprozessen. Dies ist beispielsweise entscheidend fiir die
pH-Homdostase. In  Astrozyten wird der pH-Wert unter anderem durch den

Natriumbikarbonat-Cotransporter reguliert (NBC; Abb.2), welcher 3 HCOs;™ und 2 Na'
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der wichtigsten astrozytiren Rezeptoren und Transporter, welche den
einwirts gerichteten Na'-Gradienten als Energiequelle nutzen. Abkiirzungen: NKCC1: Na'-K'-CI-
Cotransporter; EAAT: (excitatory amino acid transporter; Glutamat-Transporter); GAT: GABA Transporter;
Na" channels: Na'-Kanile; iGluRs: ionotrope Glutamatrezeptoren; P2XRs: Ionotrope Purinorezeptoren (ATP
sensitiv); ASIC: Siuresensitive lonenkandle; ENaC: epithelialer Natriumkanal; TRP: (,,transient receptor
potential") Kanal; Na,: durch extrazellulires Na* aktivierter Na'-Kanal; NCX: Na'-Ca’"-Austauscher; NHE:
Natrium-Protonen-Austauscher; NBC: Natrium-Bikarbonat-Austauscher. Weitere Erlduterungen: siche Text.
Angepasst von Kirischuk et al., 2012.

gemeinsam in das Zellinnere transportiert (Rose und Karus, 2013). Zusétzlich ist der Natrium-
Protonen-Austauscher (NHE) an der pH-Regulation beteiligt, welcher 1 H™ im Austausch
gegen 1 Na' in den Extrazellularraum befordert. Dies ist elementar fiir die Zellen, um die
intrazelluldre Protonenkonzentration konstant zu halten, da im Zellmetabolismus stetig
Protonen als Nebenprodukte entstehen, welche den Intrazellularraum ansduern (Yao et al.,
1999; Chesler, 2003).

Auch die Wiederaufnahme von zuvor freigesetzten Neurotransmittern an Synapsen ist
Na'-abhingig; ein Prozess, der iiberwiegend von Astrozyten realisiert wird (Abb.2).
Glutamat-Transporter (GluT) transportieren pro Molekiil Glutamat 3 Na* sowie 1 H' in den
Intrazellularraum und 1 K in den Extrazellularraum (Danbolt, 2001; Rose et al., 2018; Abb.2,
9; siehe Abschnitt 4.4). Auch der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter v-
Aminobuttersdure (GABA) wird durch spezifische GABA-Transporter der GAT-Familie
aufgenommen, welche 2 Na' zusammen mit 1 CI' pro Molekil GABA in den
Intrazellularraum befordern (Abb.2; Wu et al., 2007).

Zudem interessant ist die Kopplung der Na'-Homdostase mit der Regulierung anderer
Tonenverteilungen. Dies geschieht im Fall von Ca®" iiber den Na'-Ca*"-Austauscher (NCX),
welcher unter Ruhebedingungen 3 Na' in das Zellinnere befordert und dafiir 1 Ca*" nach

aullen austauscht (forward mode; Clapham, 2007; Abb.2). Der NCX trigt somit zur relativ



niedrigen intrazelluliren Ca”*-Konzentration ([Ca>'];) bei. Allerdings kann der NCX seine
Transporteigenschaften, abhingig vom Membranpotential bzw. der [Na']; umkehren (zum
Ca*"-Importer und Na'-Exporter; siche Abschnitt 6.3; Oschmann et al., 2017). Neben Ca*'-
wird auch die Cl'-Konzentration in Astrozyten Na -abhingig iiber die Aktivitit des Na'-K'-
CI'-Cotransporter 1 (NKCC1) beeinflusst. Dieser transportiert bei erhohter [K']. Kalium
zusammen mit Na’ und 2 CI” in den Intrazellularraum, sorgt aber so fiir die relativ hohe [C1;
in Astrozyten (30-60 mM; Vergleich adulte Neuronen: ~ 5 mM; Wright, 2009; Verkhratsky
und Nedergaard, 2017).

Alle oben genannten Beispiele verdeutlichen die vielseitige physiologische Bedeutung
des einwirts gerichteten Na'-Gradienten. Gerade infolge synaptischer Transmission kommt es
nicht nur in Neuronen, sondern auch in umgebenen Astrozyten entweder zu aktiven und/oder
sekundir vermitteltem Na'-Einstrom. Es verwundert daher nicht, dass die Aufrechterhaltung
bzw. Wiederherstellung der Na'-Konzentrationsverhiltnise, insbesondere nach neuronaler
Erregung, den Prozess mit dem hochsten ATP-Verbrauch im Gehirn darstellt (Belanger et al.,
2011). Diese Regulation wird durch die bestindige Aktivitdt der Natrium-Kalium-ATPase
(NKA) realisiert.

Aufgrund der komplexen und vielschichtigen Wirkungen des Natriums ist die
Untersuchung der Na'-Signalgebung in lebenden Zellen von hohem Interesse. Insbesondere in
Astrozyten ist diese unter physiologischen als auch unter pathophysiologischen Bedingungen

noch unzureichend erforscht und daher Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

2.1 Na'-Detektion in lebenden Zellen

Fiir die Messung von intrazelluldren Na'-Anderungen wurde in dieser Arbeit iiberwiegend
von der ratiometrischen Fluoreszenzmikroskopie Gebrauch gemacht. Hierfiir wird in einen
zuvor angefertigten Gehirnschnitt ein Ionenindikator fiir Natrium (Sodium-Binding
Benzofuran Isophtalat; SBFI) mittels einer feinen Pipette an verschiedenen Stellen
eingebracht (Abb.3,4). Dieser ist beziiglich seiner in situ Eigenschaften hervorragend
geeignet, um physiologische Na'-Anderungen zu detektieren (Meier et al., 2006; Schreiner
und Rose, 2012). SBFI farbt Neurone als auch Astrozyten an. Um zwischen beiden Zelltypen
unterscheiden zu konnen, wurden die Hirnschnitte zusdtzlich mit einem astrozyten-
spezifischen Farbstoff (Sulforhodamin 101 (SR101); Abb.3B; Kafitz et al., 2008) angefarbt.
SBFI wird im ultravioletten Bereich angeregt und #ndert sein Emissionsspektrum bei Na'-
Bindung (ohne dabei eine Pufferwirkung aufzuweisen; Mondragao et al., 2016), sodass bei

steigender [Na']; die Fluoreszenzintensitit abnimmt. In einem Bereich von 5-50 mM



Abbildung 3: Anfertigung und Féarbung eines Hirnschnittes. Zunédchst wird ein Hirnschnitt nach dem Schema
(A) angefertigt und nachfolgend in einem definierten Bereich (A:Kasten unten) mittels einer feinen Pipette mit
SBFI angefarbt (B oben links). SBFI farbt Neuronen und Astrozyten an. Um zwischen beiden Zelltypen
unterscheiden zu konnen, werden die Hirnschnitte zusdtzlich mit einem astrozyten-spezifischen Farbstoff
(SR101; B links unten) beladen. Im Merge-Bild (B rechts) erkennt man in griin neuronale und in rot astrozytire
Zellkorper. Mafistabsbalken:10 um. A oben, aus Meier et al, 2006.; unten, Schema Institut; B, Ziemens D.,
unverdffentlicht.

geschieht dies anndhernd linear. Daher konnen mittels einer zuvor angefertigten Kalibrierung
im Nachhinein prozentuale Anderungen von einem Ursprungswert (iiblicherweise vor einer
Stimulation) in Konzentrationsdnderungen umgerechnet werden (Langer und Rose, 2009;
Karus et al., 2015a). Fiir die ratiometrische Fluoreszenzmikroskopie wird SBFI alternierend
bei einer Wellenlinge am isosbestischen Punkt (Emission ist unabhingig von der Na'-
Bindung; 340 nm) und einer maximal sensitiven Wellenléinge fiir Na" angeregt (380 nm).
Bildet man anschlieBend den Quotient aus beiden Wellenldngen, wird die Messung
unabhingig von Faktoren wie Belichtungsdauer, variabler
Farbstoffkonzentration oder dem Bleichen des Farbstoffes (Schreiner
und Rose, 2012). Ratiometrisches Imaging mit dieser Farbemethode
erlaubt iiberwiegend die Messung der [Na']; in den Somata der Zellen,
bietet hingegen aber den Vorteil, eine relativ grole Zellanzahl

quantifizieren zu konnen (siche Bildausschnitt Abb.3B). Um die

rdumliche Auflésung fiir bestimmte Versuchsansitze zu verbessern Abbildung 4: Ein
SBFI gefirbter Astrozyt
(Messung von lonendnderungen in Zellkompartimenten), wurde zudem  (zentral) mit umgebenen
neuronalen Somata.
Aufgenommen am

(Abb.4). Fundamental hierfiir ist, dass der Farbstoff anstelle eines <V¢i-Photonen-
Mikroskop.

Photons zwei kurz hintereinander eintreffende Photonen (~ 0,5 fs) der Mabstabsbalken:10 um.
Ziemens D.,

doppelten Wellenldnge absorbiert. Dies erfordert einen gepulsten Laser unveréffentlicht.

Gebrauch von der Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie gemacht

mit hohen Lichtintensitdten. Die ndtige Lichtintensitét ist vorwiegend

auf den Brennpunkt begrenzt, sodass die Zwei-Photonen-Anregung dort am



wahrscheinlichsten ist (Diaspro et al., 2006). Aufgrund dieser lokalen Anregung verbessert
sich vor allem die ridumliche Auflésung und verhindert das falschliche Messen von
Fluoreszenzidnderungen unter- und oberhalb des Brennpunktes. Neben SBFI existiert auch ein
Zwei-Photonen-gingiger Ca”'-Farbstoff: Oregon Green Bapta-1 (OGB-1), der ebenso
Verwendung fand.

Zusitzlich wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik aktivitits-induzierte
Membranstrome an der Zellmembran gemessen. Dafiir wird eine feine Glaselektrode auf die
Zellmembran aufgesetzt und ein kleiner Membranfleck (Patch) elektrisch vom AuBlenmedium
abgedichtet (Bear et al., 2008). Entfernt man anschlieBend das Membranstiick, wird eine
stabile Verbindung zur Zelle geschaffen und man kann unter anderem das Membranpotential
der Zelle bestimmen (Voltage-Clamp). Bei Stimulationen ist es nun moglich, den Ionenstrom
iiber die Zellmembran zu beobachten. Da Na“ der Hauptladungstriger bei aktivitits-
induzierten Einwértsstromen ist, dienen die Messungen als guter Indikator fiir eine bestehende

Na'-Signalgebung.

3. Neuronen-Astrozyten-Interaktion

Physiologische Na'-Signalgebung findet vor allem wiihrend der synaptischen Transmission
statt. Bei diesem Vorgang sind allerdings nicht nur ausschlielich Neurone, sondern auch in
raumlicher ~ Nachbarschaft befindliche Astrozyten beteiligt. Die  Dbidirektionale
Kommunikation zwischen Astrozyten und Neuronen wird in der Literatur als ,, Tripartite
Synapse“ (dreiteilige Synapse) beschrieben (Araque et al., 1999). Demnach formen

astrozytire Ausldufer mit neuronalen Prd- und Postsynaptischen Kompartimenten eine

dreiteilige Synapse und sind somit involviert in Informationstransfer-, Verarbeitung und

Speicherung (Perea et al., 2009; Abb.5).

Astrocyte process ~ Axon

7 Astrocyte process
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Glu receptor / Postsynaptic
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Spine Postsynaptic density



Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme sowie schematische Darstellung einer dreiteiligen Synapse.
a: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines astrozytiren Ausldufers (blau) am synaptischen Spalt zwischen
der Pra- (griin) und Postsynapse (gelb). b: zeigt 3 wesentliche astrozytire (blau) Eingriffe an synaptischen
Verbindungen: 1. die Glutamat-Aufnahme; 2. die Umwandlung von Glutamat zu Glutamin (Gln) sowie die
nachfolgende Freisetzung bzw. Riickfiihrung zu den Neuronen und 3. die Aufnahme von K' iiber K'-Kaniile.
Aus Eroglu und Barres, 2010.

Dabei kann ein einzelner Astrozyt etwa 20.000-120.000 Synapsen im Mausgehirn
kontaktieren (~ 2 Millionen im menschlichen Gehirn; Bushong et al., 2002; Halassa et al.,
2007; Oberheim et al., 2009). Die Pridsenz astrozytidrer Ausldufer an Synapsen variiert
allerdings je nach Hirnregion. So findet man im visuellen Kortex ungefihr 30%, im
Hippocampus fast 60% und im Kleinhirn an Kletterfasern sogar bis zu 90% der Synapsen
durch Ausldufer umhillt (gpaéek, 1985; Grosche et al., 1999; Ventura und Harris, 1999;
Witcher et al., 2007; Bernardinelli et al., 2014).

Allerdings fehlt diesen Zahlen die dynamische Komponente, weil die oben genannten
Studien mit fixiertem Gewebe unter dem Elektronenmikroskop durchgefiihrt wurden (z.B. in
Abb.5a). Synaptische Aktivitit und kurzzeitige Glukose/Sauerstoff-Unterversorgung oder die
Stimulation von Schnurrhaaren bei Nagetieren konnen ndmlich zu einer Zunahme an
umbhiillten Synapsen im Hippocampus als auch im somatosensorischen Kortex fiihren
(Genoud et al., 2006; Lushnikova et al., 2009). Die Partizipation der Astrozyten bei der
synaptischen Transmission illustriert ihre auBerordentliche Bedeutung im Gehirn. Deshalb

nachfolgend eine Einfiihrung in die Merkmale und Funktionen der Astrozyten.

4. Astrozyten

Astrozyten reprasentieren etwa 10-20% der Zellen im gesamten Gehirn bzw. je nach
Hirnregion ~ 20-40% der Gliazellen in Nagetieren (Pelvig et al., 2008; Sun et al., 2017).
Aufgrund von morphologischen Beobachtungen im 19. Jahrhundert wurden Astrozyten in

zwei Gattungen eingeordnet: die protoplasmatischen- sowie fibrosen Astrozyten (Abb.6).

Abbildung 6: Zeichnung
humaner  Astrozyten im
Kortex. Links: Darstellung
eines fibrosen Astrozyten
mit umgebenden neuronalen
Pyramidenzellen.

Rechts: Zeichnung eines
protoplasmatischen

Astrozyten, welcher mit
mehreren  Ausldufern ein
Blutgefdl3 kontaktiert. Aus
Andriezen, 1893.



https://synonyme.woxikon.de/synonyme/partizipation.php

Protoplasmatische Astrozyten sind TUberwiegend in der grauen Substanz
vorherrschend (Gehirnbereiche, die eine Vielzahl an Zellkorpern enthalten, sodass diese
Gehirnbereiche im Durchlicht des Mikroskops grau erscheinen). Sie haben einen Zellkorper
(9 = ca. 10 pm; in Nagetieren), von dem aus 4-10 primédre Ausldufer distal in alle Richtungen
projizieren (ca. 50 um) und sich weitergehend in Sekundir- und Tertidrauslaufer verzweigen
(Abb.6 rechts; Verkhratsky und Nedergaard, 2017). Diese morphologische Beobachtung war
es, die den Astrozyten ihren Namen brachte (von griechisch: astron ,,Stern“ und kytos
»Zelle®; Lenhossék, 1895).

Fibrose Astrozyten sind hingegen vorwiegend in der weiffen Substanz zu finden
(Gehirnbereiche, die im Durchlicht des Mikroskops weil3 erscheinen aufgrund von wenigen
Zellkorpern und vielen myelinisierten Axonen) und bilden im Gegensatz zu den
protoplasmatischen Astrozyten deutlich weniger verzweigte Ausldufer aus. Diese projizieren
allerdings bis zu 100 um in Orientierung am Verlauf von benachbarten neuronalen Axonen
(Lundgaard et al., 2014; Abb.6 links).

In der frithen Gehirnentwicklung findet man neben den bereits beschriebenen
Astrozyten zusidtzlich Radialgliazellen (RGZ) im Gehirn. RGZ sind multipotente
Stammzellen. Thre in der Ventrikuldrzone befindlichen Zellkorper projizieren lange gliale
Fasern zur Pia Mater, an welchen unreife Neuronen zu ihrem Bestimmungsort im sich
entwickelnden Kortex wandern konnen (Kriegstein und Alvarez-Buylla, 2009). Zum Ende
dieser Entwicklungsperiode differenzieren die meisten RGZ zu Astrozyten (Kriegstein und
Alvarez-Buylla, 2009). Im adulten Gehirn kann man nur noch modifizierte RGZ finden, die in
Abhéngigkeit der funktionellen Anforderungen und rdumlichen Bedingungen als
spezialisierte Astrozyten betrachtet werden konnen. Beispiele sind Bergmann-Gliazellen im
Kleinhirn, Miillerzellen in der Retina oder Tanyzyten im Hypothalamus (Rakic, 2003).

Die vorliegende Arbeit widmet sich vor allem der Interaktion zwischen Neuronen und
Astrozyten in der grauen Substanz adulter Méiuse, sodass nachfolgend iiberwiegend
protoplasmatische Astrozyten behandelt werden.

Astrozyten in der grauen Substanz erfiillen eine Vielzahl von Aufgaben im Gehirn und
erlauben den Neuronen erst zu funktionieren. Sie greifen an dreiteiligen Synapsen durch
Aufnahme oder Abgabe von Neurotransmittern als auch iiber die Kontrolle der
Ionenkonzentrationen im Extrazellularraum lokal in die synaptische Transmission ein.
Dariiber hinaus umschlieBen sie mit ihren feinen Ausldufern (Endfiilen) benachbarte
Blutgefale und bilden zusammen mit den Endothelzellen und Perizyten die Blut-Hirn-

Schranke aus (Ballabh et al., 2004). Dort beeinflussen sie auch den Blutfluss und kénnen
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Glukose aus dem Blut aufnehmen und Neurone mit Energie versorgen (Pellerin et al., 1998;

Zonta et al., 2003; Takano et al., 2006).

4.1 Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle

Das Saugetiergehirn hat einen enormen Energiebedarf. Es verbraucht bei nur etwa 2% der
Korpermasse ungefihr 20% der Energie und des Sauerstoffs im Korper (Belanger et al.,
2011). Der primére Energietrdger im Gehirn ist Glukose, welche aus dem Blut in Zellen {iber
spezifische Glukose-Transporter eintritt (Mergenthaler et al., 2013). Eine Speicherung von
Energie findet im Gehirn nahezu exklusiv in Astrozyten statt (Brown und Ransom 2007).
Dafiir kann Glukose zu Glykogen umgewandelt und angelagert werden. Wahrscheinlich
bedingt durch hohere Energieanforderungen, ist die intrazellulire Glykogenkonzentration in
der grauen Substanz deshalb etwa doppelt so hoch wie in der weiffen Substanz (Brown und
Ransom, 2007). Astrozyten selbst tragen zu 5-10 % des Energieverbrauchs im Gehirn bei
(Pellerin und Magistretti, 2004), wobei gezeigt werden konnte, dass die Glukoseaufnahme
ungleich hoher ist (Chuquet et al., 2010). Diese widerspriichliche Erkenntnis kdnnte jedoch
durch eine metabolische Kopplung von Astrozyten und Neuronen begriindet werden, welche
in der Literatur als ,,Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle“ (ANLS) beschrieben ist. Diese

Interaktion wird durch einen Anstieg der [Na']; in Astrozyten initiiert.

Neurons Astrocyte  Capillary
@ glucose —

NADH NAD* NAD* NADH

ry .
ruvate +———lactate Hlactate «<— pyruvate
Py 5 T MCTs——MCTs Py

ATP
‘x) «—0,
co, -~ Glu 8L Gin O Gin
K ‘GS
| I I
&‘G @ o glucose
8 § & o
GluR 3Na*

ADP —4
ATP.

2K+

Abbildung 7: Das durch Neuronen freigesetzte Glutamat (Glu) wird von astrozytdren Glutamat-Transportern
(EAAT’s) zusammen mit Na' aufgenommen und fiihrt zu einem Anstieg der [Na'];. Dieser Anstieg stimuliert die
ATP verbrauchende die Na'/K'-ATPase und fiihrt nachfolgend zu einer erhéhten Glukoseaufnahme (iiber
GLUT1) und einer gesteigerten Glykolyserate. In der Glykolyse generiertes Pyruvat wird anschlieBend durch
spezielle Laktatdehydrogenasen (LDHS) zu Laktat konvertiert und mittels der Monokarboxylat-Transporter
(MCTs) in den Extrazellularraum entlassen. Neuronen nehmen Laktat mithilfe ihrer MCTs auf und nutzen es
nach Umwandlung in Pyruvat (durch LDH1) als Energiequelle. Astrozytir aufgenommenes Glutamat wird zum
grofften Teil durch die Glutamin-Synthase (GS) zu Glutamin (GIn) umgewandelt und den Neuronen
zuriickgefiihrt. In Neuronen wird Gln durch Glutaminasen (GLS) wieder zu Glutamat konvertiert. Aus Belanger
etal., 2011.
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Prasynaptisch freigesetztes Glutamat wird nach Wirkung an der Postsynapse iiber
GIluT zusammen mit Na" in Astrozyten aufgenommen (siche Abschnitt 4.4). Als Konsequenz
kommt es zu einer Erhohung der [Na'];, welche zunichst die NKA stimuliert. Darauf folgt ein
messbarer Anstieg der Glykolyserate, des Glykogenabbaus als auch der Laktatproduktion
(Pellerin und Magistretti, 1994; Magistretti, 2009; Chatton et al., 2016). Laktat kann
nachfolgend von Astrozyten {iber Monocarboxylat-Transporter (MCT) in den
Extrazellularraum freigesetzt und von Neuronen wieder mittels MCT's aufgenommen werden
(Abb.7). In Neuronen wird Laktat zu Pyruvat umgewandelt und als Energiequelle oxidativ
metabolisiert (Abb.7). Studien bestitigen zudem, dass Astrozyten eine hohere Glykolyserate
haben, wiahrend Neurone die hohere Rate am oxidativem Metabolismus aufweisen (Barros
und Deitmer, 2010; Belanger et al., 2011; Weber und Barros, 2015).

Auf funktioneller Ebene konnte man zeigen, dass Neurone bei Abwesenheit von
Glukose alternativ durch Laktat die synaptische Transmission aufrechterhalten kdnnen
(Wender et al., 2000; Suh et al., 2007). Zudem scheint der ANLS insbesondere fiir Prozesse
mit hohen Energieanforderungen, wie z.B. Lernvorginge, Gedachtnisbildung sowie auch fiir
die neuronale Entwicklung, von Bedeutung zu sein (Voutsinos-Porche et al., 2003; Suzuki et
al., 2011).

In Gehirnschnitten des Hippocampus konnten wir im Institut fiir Neurobiologie
(Claudia Karus, Daniel Ziemens und Christine R. Rose) zudem zeigen, dass die Regulation
der [Na']; in Astrozyten im Besonderen von der Glykolyse abhingt. Bei inhibierter Glykolyse
(durch Natriumfluorid (NaF)) und 0 Glukose in der Umgebungsldsung stieg die [Na']; in
Astrozyten nach 110 Minuten um ~ 35 mM an und reduzierte somit Triebkraft fiir Na'-
abhingige Transportprozesse, wie z.B. den Glutamat-Transport (GluT transportieren auch
Aspartat). Folglich fiihrten Applikationen von D-Aspartat unter diesen Bedingungen zu
kleineren astrozytiren, aber groBeren neuronalen Na'-Signalen, im Vergleich mit einem
vorherigen Signal unter Kontrollbedingungen (Abb.8 A,B links; Karus et al., 2015b). Zudem
waren die Na'-Transienten deutlich verldngert, wahrscheinlich begriindet durch die
verringerte ATP-Verfiigbarkeit der NKA. Interessanterweise konnte eine Zugabe von Laktat
trotz inhibierter Glykolyse und 0 Glukose in der Umgebungslosung einzig die Na'-
Regulierung in Neuronen nahezu vollstindig wiederherstellen, wihrend der Effekt auf die
Astrozyten deutlich geringer war (Abb.8 A,B rechts; Karus et al., 2015b).

Dieses Rescue-Experiment zeigt sehr anschaulich, dass Neurone gegeniiber Astrozyten
praferiert Laktat nutzen. Dies kann dadurch begriindet werden, dass die astrozytir

exprimierten MCT-Isoformen vorwiegend den Export von Laktat favorisieren (Dimmer et al.,
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Abbildung 8: D-Aspartat stimulierte Na'-Signale in Neuronen (A) und Astrozyten (B). A Links: Repetitiv
stimulierte Na'-Signale in hippocampalen Neuronen. Nach einem ersten Kontrollsignal (schwarze Spur; in 20
mM Glukose haltiger Losung) wurde fiir 110 Minuten zu 0 Glukose und Natriumfluorid- (NaF; inhibiert die
Glykolyse) haltiger Losung gewechselt und nach jeweils 40 bzw. weiteren 50 Minuten erneut stimuliert. A
Rechts: Der gleiche zeitliche Ablauf; nur wurde nach dem Kontrollsignal (schwarze Spur) zur 0 Glukose/NaF-
Losung zusitzlich Laktat hinzugefiigt. B links und rechts: zeigen dieselben Versuchsbedingungen, allerdings
fiir hippocampale Astrozyten. Angepasst nach Karus et al., 2015b.

2000), wéhrend die Laktatdehydrogenase-Isoform in Neuronen iiberwiegend die
Umwandlung von Laktat zu Pyruvat bevorzugt (Bittar et al., 1996).

Glutamat-vermittelt konnen auch Anderungen der astrozytiren [Ca®']; in
verschiedenen Signalkaskaden dazu fiihren, dass Astrozyten Substanzen freisetzen, welche
die glatten Muskelzellen an Blutgefilen beeinflussen, was zur Vasodilation oder
Vasokonstriktion der Gefdf3e fiihrt. Somit wird neuronale Aktivitit (erhohter Energiebedarf)
dynamisch an einen hoheren Blutfluss gekoppelt (Zonta et al., 2003; Belanger et al., 2011).

4.2 Gliotransmission

Neben der metabolischen Unterstilitzung durch Lakatabgabe kdnnen Astrozyten auch aktiv in
die synaptische Transmission eingreifen und, gesteuert durch transiente Erhéhungen der
[Ca®"];, neuroaktive Molekiile freisetzen. Das sind beispielsweise: Glutamat, D-Serin, ATP,
Traurin oder GABA (Parpura et al., 1994; Bezzi et al., 1998; Kang et al., 1998; Mothet et al.,
2000; Coco et al., 2002; Mongin und Kimelberg, 2005). Diese neuroaktiven Substanzen
werden alle unter dem Sammelbegrift ,, Gliotransmitter* in der Literatur zusammengefasst.
Dariiber hinaus sind astrozytir freigesetzte Substanzen wie Cholesterin, Thrombospondine
oder TNF-a essentiell fiir die Bildung bzw. Reifung von Synapsen (Mauch et al., 2001;
Eroglu und Barres, 2010).
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4.3 K'-Pufferung

Bei neuronaler Aktivitit wird K~ von Neuronen u.a. durch spannungsabhingige K'-Kanile
zur Repolarisierung in den Extrazellularraum entlassen (Heinemann und Lux, 1977;
Heinemann et al., 1978). Dieses K wird iiberwiegend von Astrozyten wieder aufgenommen
(Kofuji und Newman, 2004). Das ist entscheidend, denn eine Erh6hung der extrazelluldren
K'-Konzentration ([K'].) depolarisiert diec umgebenen Zellen und kann unter anderem die
Aktionspotentialschwelle verschieben und zu Ubererregung fiihren.

K" wird in Astrozyten durch K'-Kanile (K;4.1), iiber die NKA (kann im Gegensatz zur
neuronalen NKA ihre Aktivitit bei erhohter [K '], steigern; Sweadner, 1992) als auch iiber den
NKCCI1 aufgenommen (Walz, 2000). Astrozyten sind untereinander iiber sogenannte ,,gap
junctions* verbunden und bilden ein Synzytium aus. Uber gap junctions kdénnen sowohl
metabolische Produkte als auch lonen ausgetauscht werden (Kofuji und Newman, 2004;
Langer et al., 2012). K" wird somit im gesamten Synzytium verteilt und an Orten niedriger
[K']. wieder entlassen (Orkand et al., 1966). Dieser Vorgang wird in der Literatur als ,,spatial

buffering“ beschrieben (Kofuji und Newman, 2004).

4.4 Na " -vermittelte Glutamataufnahme

Glutamat ist der wichtigste erregende Neurotransmitter im Gehirn. Bei neuronaler Erregung
wird Glutamat an priasynaptischen Endigungen in den synaptischen Spalt freigesetzt und kann
nachfolgend an der Postynapse oder umliegenden Astrozyten wirken (Abb.5). Unter
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen ist eine rasche Wiederaufnahme
des Neurotransmitters entscheidend, um Ubererregung und Rezeptor-Desensitisierungen zu
verhindern oder um Erregung lokal zu begrenzen. Die Glutamataufnahme erfolgt zu etwa
90% iiber astrozytdre excitatory amino acid transporter (EAAT's; Danbolt, 2001).

Zu diesem Sachverhalt liegen bereits eine Fiille von Studien als auch ein
herausragendes Review aus dem Jahre 2001 vor (Danbolt, 2001). Allerdings fehlte es an einer
weiteren Einordnung der wissenschaftlichen Erkenntnisse der letzten 17 Jahre, welche wir:
Christine R. Rose und Daniel Ziemens (Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf), in
Kooperation mit Verena Untiet und Christoph Fahlke (Forschungszentrum Jiilich) in einem
gemeinsamen Review herausgearbeitet haben (Rose et al., 2018). Die wichtigsten

Erkenntnisse sind nachfolgend skizziert.
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4.4.1 Funktionsweise

Glutamat-Transporter nutzen, wie oben beschriecben, den einwiérts gerichteten
elektrochemischen Na'-Gradienten als Energiequelle. Sie mobilisieren pro Molekiil Glutamat
3 Na'-Tonen zusammen mit 1 H' in das Zellinnere im Austausch gegen 1 K'-Ion in den
Extrazellularraum (Abb.9A). Somit fiihrt die Aufnahme von Glutamat zu einem
Nettoeinstrom an positiver Ladung und respektive zur Depolarisation der Zellmembran
(Kettenmann et al., 1984). Hauptladungstriger fiir die Depolarisation ist Na'. Nach
glutamatergen Stimulationen sind somit kurzzeitige Anstiege der [Na']; messbar (Langer und
Rose, 2009; Abb.9B links). GluT-vermittelte Na'-Signale sind fiir Astrozyten in diversen
Hirnregionen beschrieben, darunter: Hippocampus, Kleinhirn, Corpus callosum (weifle
Substanz) und im Kortex (Kirischuk et al., 2007; Bennay et al., 2008; Langer und Rose, 2009;
Lamy und Chatton, 2011; Unichenko et al., 2012; Moshrefi-Ravasdjani et al., 2018). Der
Na'-assoziierte Glutamat-Transport stellt fiir Astrozyten in den meisten Hirnregionen die
Hauptursache fiir transiente Na'-Anderungen dar. Das kann man funktionell nachweisen,
denn Glutamat-induzierte Na'-Signale in Astrozyten sind bei Inhibition der GluT (durch TFB-
TBOA) deutlich minimiert oder bleiben meist vollstindig aus (Langer und Rose, 2009;
Moshrefi-Ravasdjani et al., 2018; Ziemens et al., Eingereicht; Abb.9B rechts).

A B
K+
out TFB-TBOA
. o
in =
H* Glu 3Na* A A

Abbildung 9: Funktionsweise der Glutamat-Transporter. A: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines
Glutamat-Transporters (GluT). GluT transportieren pro Molekiil Glutamat 3 Na® und 1 H" in den
Intrazellularraum und 1 K in den Extrazellularraum. B: Eine Messung der intrazelluldren Natriumkonzentration
in einem hippocampalen Astrozyten bei synaptischer Stimulation, welches zu einer présynaptischen
Glutamatfreisetzung fiihrt. Nachfolgend wird Glutamat von Astrozyten {iber GluT zusammen mit Na’
aufgenommen. Folglich ist ein zeitweiser Anstieg der [Na']; messbar (B links). Dieser Na'-Anstieg bleibt bei
Inhibition der GluT durch TFB-TBOA trotz Stimulation aus (B rechts) A: Aus Rose et al., 2018. B: Ziemens D.,
unverdffentlicht.

4.4.2 Der Glutamat-Glutamin-Zyklus

Ein Teil des aufgenommenen Glutamats wird in a-Ketoglutarat umgewandelt und im

Zitratzyklus (TCA) oxidativ metabolisiert (McKenna, 2007; Sonnewald, 2014; Abb.10). Der
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iberwiegende Teil des Glutamats wird hingegen, mittels der astrozytdr exprimierten
Glutamin-Synthase, zu Glutamin umgewandelt und iiber sogenannte SN1-Transporter in den
Extrazellularraum entlassen (Martinez-Hernandez et al., 1977; Broer et al., 2002; Abb.7,10).
Glutamin weist keine Transmitterwirkung auf und kann nachfolgend von neuronal
exprimierten System A-Transportern wieder aufgenommen werden (Billups et al., 2013). Aus
Glutamin konnen Neurone wieder Glutamat oder GABA generieren und ihre Versikelpools
auffiillen (Bak et al., 2006). Dieses ,,Glutamat-Recycling“ wird in der Literatur als
» Glutamat-Glutamin-Zyklus “ beschrieben und unterstreicht erneut die starke Interaktion von

Astrozyten und Neuronen.

4.4.3 Glutamat-Transporter Subtypen

Es sind fiinf Glutamat-Transporter Subtypen (EAATI1-5) charakterisiert. EAAT1 (in
Nagetieren: GLAST) und EAAT2 (in Nagetieren: GLT-1) sind vorwiegend als astrozytire
Glutamat-Transporter beschrieben, wobei EAAT2 auch an neuronalen prisynaptischen
Endigungen nachgewiesen wurde (Mennerick et al., 1998; Danbolt, 2001; Zhou et al., 2014;
Rose et al., 2018). In adulten Tieren wird der liberwiegende Teil des freigesetzten Glutamats
iiber EAAT2 aufgenommen. Denn Studien mit Knock-out-Tieren fiir EAAT2 zeigen, dass die
Versuchstiere  stark  erhohte  extrazellulire  Glutamatkonzentrationen,  geschadigte
Hirnregionen und letale epileptische Anfélle nach der Geburt aufweisen (Rothstein et al.,
1994; Tanaka et al., 1997). In Méausen mit konditionell ausgeknockten astrozytiren EAAT2
zeigen die Tiere eine erhohte Sterberate sowie epileptische Anfille bei noch vorhandenen
neuronalen EAAT2 (Petr et al., 2015). KO-Tiere fiir EAAT1 oder den neuronalen EAATS3-
(in Nagetieren EAAC1) und 4 zeigen deutlich weniger schwerwiegende Phianotypen (Peghini
et al., 1997; Watase et al., 1998; Huang et al., 2004). Fiir EAATS sind keine Knock-out-Tiere
beschrieben und somit dessen physiologische Rolle unklar (Rose et al., 2018).

Presynaptic neuron Astrocyte Abbildung 10: Schematische Darstellung einer
prasynaptischen Glutamatfreisetzung (griine Box oben)
und  nachfolgende Glutamataufnahme durch
vorwiegend astrozytdr exprimierte EAATI1- und 2
(blaue Box; rot und orangefarbener Kreis). Ein Grofteil
des aufgenommenen Glutamats wird in Glutamin (GIn)
umgewandelt und in den Extrazellularraum entlassen
und von Neuronen aufgenommen. In Neuronen kann
Glutamin wieder zu Glutamat umgewandelt werden.
Alternativ kann Glutamat zur Energiegewinnung im
Zitratzyklus (TCA) oxidativ metabolisiert werden. Ein
Teil des Glutamats (~ 10%) wird von neuronalen
EAAT3 oder EAAT4 aufgenommen. Zudem gibt es
Hinweise auf eine geringe EAAT2-vermittelte
Glutamataufnahme in Pridsynapsen. Abkiirzungen:
OEAATI @EAAT3 EAATI1-4: excitatory amino acid Transporter 1-4. Aus
@EAAT2@EAATA  Rose et al.,2018.

Postsynaptic neuron
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4.4.4 Das EAAT-Expressionsprofil dndert sich wéihrend der Gehirnentwicklung

Die GluT-Expression nimmt iiber die Zeit zu. Interessanterweise liberwiegt in jungen
Nagetieren im Hippocampus wie auch im Kortex die Expression an EAAT1 (Schreiner et al.,
2014; Hanson et al., 2015). In den ersten postnatalen Tagen (in Nagetieren) fungiert noch
GABA als erregender Neurotransmitter (Ben-Ari, 2001; Rivera et al., 2005). Glutamat
iibernimmt diese Funktion erst zum Ende der ersten postnatalen Woche. Wahrend dieser Zeit
steigt in neuronal-astrozytérer Interaktion sowohl die Dichte an Astrozyten, die Zahl der
synaptischen Verbindungen und deren Reifung als auch die Expression an EAAT2 (Ben-Ari,
2001; Schreiner et al., 2014; Rose et al., 2018). Im adulten Tier exprimieren Astrozyten dann
iiberwiegend EAAT2 (Kugler und Schleyer, 2004; Morel et al., 2014; Hanson et al., 2015).

Funktionell kénnen deshalb Glutamat-induzierte Na'-Transienten in Astrozyten des
Hippocampus in adulten Knock-out-Méusen fir EAAT1 (GLAST(-/-)) mit einem EAAT2
spezifischen Inhibitor (DHK) nahezu vollstindig inhibiert werden (Abb.11A rechts; Ziemens
et al., Eingereicht). Das ldsst den Schluss zu, dass EAATI1 in adulten Tieren eine

untergeordnete Rolle bei der Glutamataufnahme spielt.

Abbildung 11: Glutamat-induzierte Na'-

A APS/ B Signale eines hippocampalen Astrozyten in
APS/ NBQX/ GLAST (-/-) Méausen. Verglichen mit dem

NBQX DHK 4 ersten Kontrollsignal haben Inhibitoren

- fiir ionotrope Glutamatrezeptoren
ﬂ (AP5/NBQX) keinen Einfluss auf das Na'-
A

Signal. Nahezu vollstindig kann das
] Signal allerdings durch den GLT-1-
_\_

(EAAT2) Inhibitor DHK reduziert werden.
Aus Ziemens et al., Eingereicht.
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Einzig in Hirnregionen wie dem Kleinhirn und der Retina iiberwiegt auch im adulten
Tier die Expression an EAATI in den dortigen Bergmann-Glia- bzw. Miillerzellen (Rose et
al., 2018). Der Grund fiir das heterogene Expressionsprofil ist derzeit unklar, da gezeigt
werden konnte, dass EAAT1 die extrazellulire Glutamatkonzentration in einem

vergleichbaren Mal3e verringern kann wie EAAT2 (Owe et al., 2006; Rose et al., 2018).

4.4.5 Modulation der synaptischen Transmission

GluT werden dynamisch an astrozytiren Ausldufern auf- bzw. abgebaut und bestimmen somit
die Stirke der synaptischen Transmission (Murphy-Royal et al., 2015). Immunohistochemisch
konnten Cluster von EAATSs bevorzugt an Ausldufern in der Ndhe von aktiven Synapsen

identifiziert werden (Cholet et al., 2002; Benediktsson et al., 2012), was eine Glutamat-
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induzierte Expression suggeriert. Zudem fithren Stimulationen der Schnurrhaare von Méausen
in den zugehorigen Bereichen des somatosensorischen Kortex (Barrel Kortex) zu einer
Verdoppelung der EAAT1-und 2-Expression (Genoud et al., 2006). Neben der dynamischen
GluT-Expression konnen auch ganze astrozytdre Ausldufer sich mitsamt der GluT zu
Synapsen hin- bzw. wegbewegen und so die synaptische Ubertragung modulieren (Hirrlinger
et al., 2004; Pannasch et al., 2014).

Die lokale Glutamataufnahme unterstreicht zum einen den hohen Grad der Neuron-
Astrozyten-Interaktion, besonders durch die Tatsache, dass freigesetztes Glutamat ohne
Astrozyten nicht ausreichend ,,recycelt” werden kann. Zum anderen sind Astrozyten durch
bewegliche Ausldufer mit dynamisch exprimierten GluT in Nachbarschaft zu Synapsen in der
Lage, die Erregungsdauer wie auch die riumliche Ausbreitung des Glutamats zu

modellieren.

5. Astrozyten als heterogene Zellgruppe

Astrozyten sind eine heterogene Zellgruppe, die sich je nach Gehirnregion, neuronaler
Umgebung oder wihrend der Gehirnentwicklung auf morphologischer, molekularer als
auch funktioneller Ebene unterscheiden konnen.

Auf funktioneller Ebene sind beispielsweise geringere Expressionsraten an gap junction-
Proteinen (Connexin 30/43) oder K'-Kanile (K;4.1) in fibrosen gegeniiber
protoplasmatischen Astrozyten bekannt (Nagy et al., 1999; Poopalasundaram et al., 2000).
Zusitzlich variieren, wie oben beschrieben, in adulten Tieren GluT-Subtypen in ihrer
Expressionsrate an Astrozyten in Retina und Kleinhirn gegeniiber den {ibrigen Hirnregionen.
Es existieren ferner aber auch Variationen innerhalb der protoplasmatischen Astrozyten. Zum
Beispiel findet man eine stirkere gap junction-Kopplung der Astrozyten im Barrel Kortex
(ein Barrel reprisentiert somatosensorisch ein Schnurrhaar in Nagetieren) als bei Astrozyten

auflerhalb dieser Barrels (Houades et al., 2008).

5.1 Ionotrope Glutamatrezeptoren in Astrozyten

Dariiber hinaus existierten Hinweise auf eine regional heterogene Expression von
ionotropen Glutamatrezeptoren (AMPAR und NMDAR) auch an Astrozyten. Diese konnten
ghnlich wie in Neuronen exprimiert sein und neben dem sekundir vermittelten Na'-Einstrom
iiber GluT einen zusitzlichen Na'-Signalweg vermitteln. Dies ist bisher auf funktioneller
Ebene noch nicht untersucht und beschrieben worden und ist Gegenstand der vorliegenden

Arbeit.
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5.1.1 AMPA-Rezeptoren

AMPAR sind Heterotetramere und konnen aus einer Kombination aus vier Untereinheiten
bestehen (GluA1-GluA4; Hollmann und Heinemann, 1994), deren Existenz auch an
Astrozyten in vielen Hirnregionen nachgewiesen wurde (darunter: Kortex, Hippocampus (in
GluR Astrozyten), Corpus callosum und dem Kleinhirn (in Bergmann-Gliazellen; Gallo und
Ghiani, 2000; Verkhratsky und Steinhduser, 2000; Seifert und Steinhduser, 2001). Die
Komposition der Untereinheiten unterscheidet sich zwischen den Hirnregionen, wobei die
Expression der GluA2-Untereinheit iiber die Ca®’-Leitfihigkeit der AMPAR bestimmt. In
Bergmann-Gliazellen im Kleinhirn fehlt die GluA2-Untereinheit, sodass dort exprimierte
AMPAR eine hohere Ca®"-Leitfihigkeit aufweisen als in GluA2-haltigen AMPAR in anderen
Hirnregionen (Geiger et al., 1995). Aktivierte AMPAR in Astrozyten lassen neben Ca*" auch
Na' ein- und K" ausstrdmen, desensitisieren aber sehr schnell (nach etwa 100 ms) und sind
dann nicht mehr fiir lonen permeabel (Abb.12; Verkhratsky und Kirchhoff, 2007). Aufgrund
dieser Tatsache fehlt in den meisten Hirnregionen der funktionelle Nachweis fiir astrozytére
AMPAR. Die iiberzeugendsten funktionellen Nachweise findet man fiir Bergmann-Gliazellen
im Kleinhirn, wo AMPAR-vermittelte Ca*"-Transienten beschrieben wurden (Muller et al.,
1992). Zusitzlich konnte in AMPAR Knock-out-Tieren (GluA1/GluA4 spezifisch) eine
reduzierte Pridsenz der Ausldufer an Synapsen, eine verdnderte synaptische Transmission
sowie Motorkoordination beobachtet werden (Saab et al., 2012). Fiir andere Regionen ist die

funktionelle Relevanz nicht zweifelsfrei belegt.

K,~ 2 UM K.~ 50 uM K.~ 3-100 uM

NMDAR AMPAR
K+

GluT
g
!

Ca* Na" Glu3Na" H*

K+

Abbildung 12: Glutamat-vermittelter Na'-Einstrom in Astrozyten. Glutamat kann an NMDAR binden, welche
die hochste Affinitit zu Glutamat aufweisen. Bei Offnung flieBen Na” und Ca*" in den Intrazellularraum und
IK" wird nach auBen befordert. Des Weiteren sind AMPAR in Astrozyten im vielen Gehirnregionen
nachgewiesen und transportieren die Ionen genauso wie NMDAR, jedoch sind ~ 25x weniger sensitiv flir
Glutamat. Zusitzlich wird Glutamat iiber GluT zusammen mit Na' in die Zelle aufgenommen. Ziemens D.,
unverdffentlicht.
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5.1.2 Kainat-Rezeptoren

Kainat-Rezeptoren sind aus fiinf Untereinheiten aufgebaut (KA 1-2 und KAS5-7; Lerma, 2003).
Alle fiinf Untereinheiten wurden in Astrozyten diverser Hirnregionen auf Protein oder
mRNA-Ebene nachgewiesen (Garcia-Barcina und Matute, 1996; Brand-Schieber et al., 2004),

jedoch gibt es derzeit keine Hinweise fiir ihre funktionelle Aktivierung und Relevanz.

5.1.3 NMDA-Rezeptoren

NMDAR sind Heterotetramere, die aus einer Kombination der Untereinheiten NR1, NR2A-D
und NR3 bestehen konnen (Verkhratsky und Kirchhoff, 2007). Aktivierte NMDAR lassen,
wie astrozytire AMPAR, Na” und Ca®" ein- bzw. K" ausstromen, sind jedoch ~ 25x sensitiver
fiir Glutamat und weisen unter physiologischen Bedingungen nahezu keine Desensitisierung
auf (Verkhratsky und Kirchhoff, 2007; Abb.12). Astrozytire NMDAR haben gegeniiber
neuronalen NMDAR eine hohere Expression der NR3-Untereinheit, was wahrscheinlich dafiir
verantwortlich ist, dass sie nur etwa 1/; der Ca”"-Leitfahigkeit und keinen Mg**-Block
aufweisen (neuronale NMDAR sind bei Membranpotentialen von etwa -70 bis -40 mV durch
einen Mg2+-Block nicht aktivierbar; Mori und Mishina, 1995; Verkhratsky und Kirchhoff,
2007).

NMDAR sind in Astrozyten immunohistochemisch, auf Protein- und mRNA-Ebene
im Kortex, Kleinhirn (Bergmann-Gliazellen) und in der Retina (Miillerzellen) detektiert
worden (Luque und Richards, 1995; Conti et al., 1996; Puro et al., 1996; Van Bockstaele et
al., 1996; Schipke et al., 2001). Fiir andere Hirnregionen fehlen entsprechende Nachweise.
Der funktionelle Nachweis von NMDAR an Astrozyten fiihrte in der Vergangenheit je nach
untersuchter Gehirnregion zu unterschiedlichen Ergebnissen. Fiir kortikale Astrozyten
bestehen allerdings einige iiberzeugende Hinweise: NMDAR-vermittelte Einwértsstrome,
die sensitiv fir NMDAR-Inhibitoren sind; sowie NMDAR-vermittelte Ca*"-Signale an
distalen Ausldufern oder Somata (Schipke et al., 2001; Lalo et al., 2006; Palygin et al., 2010).
In anderen Regionen ist der funktionelle Nachweis hingegen umstritten: In Bergmann-
Gliazellen konnten zwar kleine NMDA- induzierte Einwértsstrome gemessen werden, jedoch
war deren Profil eigentiimlich: Das Umkehrpotential lag bei -40 mV (Membranpotential an
dem der NMDAR seine Transporteigenschaften umkehrt) und die NMDAR zeigten keine
Ca’"-Leitfihigkeit (Muller et al., 1992). In Astrozyten aus dem Hippocampus konnten in
Hirnschnitten oder isolierten Astrozyten in den meisten Fillen keine NMDA-induzierten
Einwirtsstrdme oder Ca®'-Signale gemessen werden (Seifert und Steinhduser, 1995; Cai und

Kimelberg, 1997). Vermeintliche NMDAR-vermittelte Ca*'-Transienten waren teilweise
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sensitiv fiir Tetrodotoxin (TTX; inhibiert spannnungsabhénige Na'-Kanile (iiberwiegend in
Neuronen exprimiert)), was fiir sekundédr vermittelte Signale spricht (Porter und McCarthy,

1995).

6. Heterogenitit astrozytirer Na -Signalgebung. Neue Erkenntnisse aus vorliegender
Studie

Uber ionotrope Glutamatrezeptoren vermittelter Na'-Einstrom konnte in Astrozyten
regionsspezifisch zur bestehenden Na'-Signalgebung beitragen und vielfiltige Konsequenzen
haben. Um dies zu iiberpriifen wurden astrozytire Na'-Signale im visuellen Kortex (wo
Hinweise fiir eine funktionelle Expression von ionotropen Glutamatrezeptoren an Astrozyten
vorliegen) und im Hippocampus (wo Hinweise fiir funktionelle ionotrope
Glutamatrezeptoren an Astrozyten weitestgehend fehlen) stimuliert und nachfolgend
hinsichtlich ihrer Entstehungsmechanismen charakterisiert. Fiir genauere methodische
Informationen sieche Ziemens et al., Eingereicht. Die zentralen FErgebnisse werden

nachfolgend diskutiert.

6.1 Ionotrope Glutamatrezeptoren vermitteln Na " -Einstrom in kortikalen Astrozyten

Na'-Signale kénnen beispielsweise mittels elektrischer Stimulationen an afferenten Fasern,
welches in prasynaptischer Glutamatfreisetzung resultiert, oder durch direkte Glutamat-
Applikationen mittels feiner Pipetten in rdumlicher Ndhe (25+5 um) der Zellen, erzeugt
werden. Der Vergleich der stimulierten Na'-Transienten zeigt zunichst, dass unabhingig von
der Stimulationsart die Na'-Signale der Astrozyten im Kortex um ~ 50 % groBer waren als im
Hippocampus, obwohl die neuronalen Na'-Signale in beiden Hirnregionen #hnliche

Amplituden aufwiesen (Abb. 13).

hippocampus

synaptic stimulation glutamate
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Abbildung 13: Glutamaterge Stimulation im Kortex und Hippocampus. Na -Transienten induziert durch (A)
synaptische Stimulation oder (B) iiber Druckapplikation von Glutamat; gemessen in Zellkdrpern einzelner
Astrozyten (a) und umgebenen Neuronen (n). C Histogramme zeigen die mittleren Amplituden der astrozytdren
und neuronalen Na'-Transienten + Standardfehler. *** reprisentiert einen signifikanten Unterschied von
p<0.001; **:0.001<p <0.01; *: 0.01 < p <0.05. Angepasst nach Ziemens et al., Eingereicht.
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Dass wahrscheinlich zusétzlicher Na'-Einstrom iiber ionotrope Glutamatrezeptoren fiir
die groBeren Na'-Signale in kortikalen Astrozyten verantwortlich ist, zeigen
pharmakologische Experimente mit spezifischen Inhibitoren fiir NMDAR, AMPAR oder
GluT (Abb.14; Ziemens et al., Eingereicht).

In kortikalen Astrozyten waren die Na'-Signale bei beiden Stimulationsarten durch Inhibition
der NMDAR (AP5) um ~ 50% reduziert (Abb.14A), wihrend NBQX, ein Inhibitor fiir
AMPAR nur bei direkter Glutamatapplikation einen kleinen Effekt zeigte (siche Ziemens et
al., Eingereicht). Zusitzliche Inhibition der GluT (durch TFB-TBOA) reduzierte die Na'-
Signale nahezu komplett (Ziemens et al., Eingereicht).

Im Gegensatz dazu zeigten die Inhibitoren fiir ionotrope Glutamatrezeptoren in
hippocampalen Astrozyten keinerlei Effekt auf die Na'-Signale (Abb.14B). Einzig die
Inhibition der GluT durch TFB-TBOA reduzierte die Signale nahezu vollstindig (Ziemens et
al., Eingereicht).

A + AP5 B + AP5 C Synaptic Glutamate
B: R stimulation stimulation
O cort @ hippo. O cort B hippo.
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Abbildung 14: Pharmakologisches Profil von synaptisch- (obere Spuren) und Glutamat-stimulierten Na'-
Signalen (untere Spuren); gemessen in Somata von Astrozyten im Kortex (A) und im Hippocampus (B). Das
jeweils erste Signal ist ein Kontrollsignal ohne Inhibitoren. Die jeweils zweite Stimulation zeigt den Effekt des
NMDAR-Inhibitors AP5 auf die Na'-Transienten. Histogramme in C (synaptische Stimulation; links) (Glutamat
Applikation; rechts) zeigen die mittleren Amplituden der astrozytéiren Na'-Transienten + Standardfehler unter
Kontrollbedingungen (con) und unter Einfluss des NMDAR-Inhibitors APS. *** reprisentiert einen
signifikanten Unterschied von p<0.001; **: 0.001< p < 0.01; *: 0.01 < p < 0.05. Angepasst nach Ziemens et al.,
Eingereicht.

Das deutet auf eine vorwiegend GluT-vermittelte Na'-Signalgebung in hippocampalen
Astrozyten, wie bereits in fritheren Arbeiten aus dem Hippocampus (Langer und Rose, 2009;
Karus et al., 2015a), Kleinhirn (Kirischuk et al., 2007; Bennay et al., 2008) oder Corpus
callosum (Moshrefi-Ravasdjani et al., 2018; siche Abschnitt 4.4) beschrieben. Wéhrend die
Inhibitoren fiir ionotrope Glutamatrezeptoren im Hippocampus keinen Effekt auf die
astrozytiren Signale hatten, reduzierten diese jedoch die Na'-Signale annihernd vollstéindig in
den umgebenen Neuronen im Hippocampus sowie im Kortex (Ziemens et al., Eingereicht).
Das unterstreicht die Funktionalitit der Inhibitoren und die Relevanz der ionotropen

Glutamatrezeptoren fiir die Na'-Signalgebung in Neuronen (Callaway und Ross, 1997;
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Mondragao et al., 2016; Miyazaki und Ross, 2017; Ziemens et al., Eingereicht).

In kortikalen Astrozyten ist die Na'-Signalgebung wahrscheinlich neben den GluT
auch zum Grofiteil durch funktionell exprimierte NMDAR vermittelt. Patch-Clamp-
Experimente bestdtigen zudem, dass Glutamat-vermittelte Einwértsstrome durch NMDAR-
Inhibition (durch MK801) um ca. 60 % bzw. um fast 70 % (durch AP5) reduziert werden
konnten (Lalo et al., 2006; Ziemens et al., Eingereicht; Abb.15). Dass AMPAR-vermittelte
Na'-Signale in kortikalen Astrozyten wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielen, kann
dadurch begrindet werden, dass AMPAR verglichen mit NMDAR zwar schnelle
Einwirtsstrome vermitteln, jedoch unter physiologischen Bedingungen rasch desensitisieren
(Lalo et al., 2006).Verhindert man die Desensitisierung (durch Cyclothiazid) sind Amplituden
von synaptisch induzierten Einwéartsstromen deutlich vergréBert (Lalo et al., 2006). Zusétzlich
sind AMPAR ~ 25x weniger sensitiv fiir Glutamat, sodass diese bei glutamaterger

Stimulation wahrscheinlich weniger stark aktiviert werden als NMDAR.

Abbildung 15:  Synaptisch  stimulierte
Einwiértsstrome in kortikalen Astrozyten. Die

i [4] Einwiértsstrome sind iiberwiegend sensitiv fiir
~30 DLTBOA l den NMDAR-Inhibitor: MK801 (2). Der
%20 w Einwirtsstrom konnte zudem weiter minimiert
= ' M"M M}L"W werden durch den GluT-Inhibitor: DL-TBOA

MKB01

(3). Der Effekt beider Inhibitoren war teilweise
reversibel (Washout;4) Aus Verkhratsky und
Kirchhoff, 2007.
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Dass Aktivierung der NMDAR zu
einem Na'-Einstrom in Astrozyten fiihren
kann, bestétigen auch direkte Applikationen

von NMDA (Agonist fiir NMDAR). Dies fiihrte im Kortex zu deutlichen Na -Transienten in
Astrozyten als auch in den umgegeben Neuronen (Abb.16A,B links). In hippocampalen
Astrozyten konnten allerdings auch geringfiigige kurzeitige Na -Erhdhungen gemessen

werden. Diese waren aber im Vergleich zu den kortikalen Na'-Signalen deutlich kleiner und
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Abbildung 16: NMDA-induzierte Na'-Signale in Astrozyten (A) und in Neuronen (B) im Kortex (links) und
Hippocampus (rechts). Die jeweils zweite Applikation zeigt den Effekt des NMDAR-Inhibitors APS auf die
induzierten Na'-Signale C: Quantifizierung zu A und B. *** reprisentiert einen signifikanten Unterschied von
p<0.001; **: 0.001<p <0.01; *: 0.01 < p <0.05. Bearbeitet nach Ziemens et al., Eingereicht.

kiirzer, wihrend die neuronalen Na'-Transienten im Hippocampus sogar groBer waren als im
Kortex (Abb.16A,B rechts). Direkte Aktivierung hippocampaler Astrozyten durch NMDA
wurde zwar bereits in einer Studie beschrieben (Serrano et al., 2008), jedoch ist der
funktionelle Nachweis - wie bereits in 5.1.3 dargestellt in hippocampalen Astrozyten nach
wie vor kontrovers (Matthias et al., 2003; Lalo et al., 2011; Dzamba et al., 2013).

Die Studie zeigt also, dass die Na'-Signalgebung in hippocampalen Astrozyten
iiberwiegend GluT-vermittelt ist (Abb.17), wobei kleine kurze NMDA -induzierte Na'-Signale
in hippocampalen Astrozyten eine funktionelle NMDAR-Expression nicht vollstindig
ausschlieBen lassen (Serrano et al., 2008; Ziemens et al., Eingereicht). Die dargestellten
Ergebnisse zeigen allerdings fiir kortikale Astrozyten erstmalig, dass aktivierte NMDAR zu
einem substanziellen Na'-Einstrom beitragen konnen, welcher aktivitits-induzierte Na'-

Signale um etwa 50 % verstirkt (Abb.17).
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ﬁ
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Abbildung 17. A: Schematische Darstellung einer dreiteiligen Synapse im Hippocampus. Prisynaptisch
freigesetztes Glutamat induziert Na'-Transienten in der Postsynapse iiber Bindung an ionotrope
Glutamatrezeptoren (AMPA/NMDA). In Astrozyten ist die Na'-Signalgebung iiberwiegend durch die Na'-
assoziierte Glutamataufnahme vermittelt. B: Schematische Darstellung einer dreiteiligen Synapse im Kortex.
Prisynaptisch freigesetztes Glutamat induziert Na'-Transienten in der Postsynapse iiber Bindung an ionotrope
Glutamatrezeptoren (AMPA/NMDA). In Astrozyten tragen zusitzlich neben der Na'-assoziierten Glutamat-
Aufnahme auch NMDAR zum Na'-Einstrom bei. Ziemens D., unverdffentlicht.

6.2 NMDAR vermitteln globale Na"- und lokale Ca’"-Signale

Astrozytire NMDAR wurden immunohistochemisch vorwiegend an distalen Ausldufern im

Kortex nachgewiesen (Aoki et al., 1994; Conti et al., 1996), allerdings zeigen lokale NMDA-
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Stimulationen an astrozytiren Ausldufern, dass Na'-Signale in Ausliufern und Somata eine
vergleichbare Amplitude aufweisen (Abb. 18A). Wenngleich der Haupteinstrom von Na' an
distalen Ausldufern stattfindet, diffundiert Na' in Astrozyten ungepuffert mit einer
Geschwindigkeit von 60-120 pm pro Sekunde (Mondragao et al., 2016; Langer et al., 2017),
sodass die zeitliche Komponente in diesen Messungen wahrscheinlich nicht erfasst wurde.

Anders als fiir Na* existieren fiir Ca>" in Astrozyten diverse Bindeproteine und Puffer
wie z.B. S1008, Calmodolin, Troponin C und einige weitere, welche die Ca**-Signalgebung
entweder lokal begrenzen und/oder die Diffusionsgeschwindigkeit deutlich reduzieren (auf
10-30 pm/s; Giaume und Venance, 1998; Berridge et al., 2003; Scemes und Giaume, 2006).
Demzufolge resultierten lokale NMDA-Applikationen an astrozytéren Ausldufern in auf den
Ausliufer begrenzte Ca®-Signale, die nur selten den Zellkorper erreichten (Abb.18B). Die
fehlenden somatischen Ca**-Transienten sind nicht auf mangelnde Diffusion des Agonisten
zuriickzufiihren, denn direkte NMDA-Applikationen in Ndhe der Somata induzierten keine
Ca”*-Signale im Soma, hingegen aber kleine Signale in den Ausldufern (Ziemens et al.,

Eingereicht). Neuronale Somata in Néhe der Applikationspipette generierten bei Applikation

deutlich groBere Ca*'-Transienten als die astrozytdren Ausliufer, was auf eine hohere Dichte
an NMDAR und/oder die bereits erwihnte hohere Leitfahigkeit fir Ca®" schlieBen lsst
(Abb.18B rechts).
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Abbildung 18: NMDA-induzierte Na"- und Ca**-Signale in Astrozyten und Neuronen im Kortex, gemessen am
Zwei-Photonen-Mikroskop. A: Bild eines SBFI-gefarbten Astrozyten. NMDA-Applikation am Ausléufer
(schematisch angedeutet) resultiert in vergleichbaren Na'-Signalen im Soma und Ausldufer (rechts) B: Bild
eines OGB-1-gefirbten Astrozyten und Neuron. NMDA-Applikation am Ausldufer resultiert in Ca**-Signalen
im Ausldufer und im neuronalen Soma (Skalierung Neuron: 100 nM; 10 sec). ,,Regions of Interests*: dargestellt
durch gestrichelte Linien (s: Soma; p: Process/Ausldufer: Neuron). Mallstabsbalken: 10 um. Angepasst nach
Ziemens et al., Eingereicht.

6.3 NMDAR-vermittelter Na ' -Einstrom lésst die Transportrichtung des NCX umdrehen

Die Natrium- und Calciumhomoostase ist iber die Aktivitit des Natrium-Calcium-

Austauschers (NCX) eng miteinander verkniipft. Interessanterweise ist die NCX- wie auch die
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Ca2* 3 Na* NMDAR-Expression vorwiegend an distalen Ausldufern in

kortikalen Astrozyten konzentriert. (Minelli et al., 2007). Unter
out Ruhebedingungen arbeitet der NCX im forward mode als Ca®'-

. Exporter und tauscht 1 Ca*" in den Extrazellularraum gegen 3 Na*
N
in den Intrazellularraum aus (Abb.19). Allerdings ist das

3Ng*  Ca? Umkehrpotential des NCX nahe dem Ruhemembranpotential der
a a

Abbildung 19:
Der NCX tauscht unter  Calciumkonzentrationen der NCX seine Transporteigenschaften
Ruhebedingungen im

forward mode 3 Na"indas ~ umkehren und als Calcium-Importer fungieren kann (reverse mode;

Zellinnere gegen 1 Ca*" in . . .
den  Extrazellularraum.  Blaustein und Lederer, 1999; Abb.19). Dies wurde bereits unter

Der NCX kann seine
Transportrichtung

umkehren und auch im  pegohriehen (Carafoli und Longoni, 1987; Kirischuk et al., 2012;
reverse mode arbeiten und

so Ca’" in- bzw. Na" aus  Boddum et al., 2016; Gerkau et al., 2017). Auch fiir die hier
der  Zelle befordern. ) ) ) e . )
Ziemens, unverdffentlicht. prasentierten NMDA-induzierten Ca” -Signale konnte eine NCX-

Astrozyten, sodass bei erhohten Natrium- oder
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen

Beteiligung im reverse mode gezeigt werden. Denn bei pharmakologischer Inhibition des
NCX (durch KB-R9743; KBR) waren NMDA-induzierte Ca*"-Transienten gegeniiber den

Kontrollbedingungen um ~ 45% verkiirzt (Abb.20). Ein Phinomen, das reversibel war.
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Abbildung 20: Repetitive NMDA-induzierte Ca**-Signale in astrozytiren Auslidufern im Kortex. A: Nach einem
ersten Kontrollsignal wurde ein weiteres Ca**-Signal unter Einfluss des NCX-Inhibitors KBR und ein drittes
Signal nach einem Auswaschen des Inhibitors stimuliert. Die Abfallzeitkonstante (1) des Signals ist durch die

rote Linie angedeutet. B: Quantifizierung zu A. *** reprisentiert einen signifikanten Unterschied von p<0.001;
**:0.001< p <0.01; *: 0.01 < p <0.05. Aus Ziemens et al., Eingereicht.
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Es konnte also zum ersten Mal gezeigt werden, dass NMDAR-vermittelte Signale in
Astrozyten den NCX in seiner Transportrichtung umdrehen lassen und dieser zur lokalen
Ca’"-Signalgebung  beitrigt. Mathematische ~Berechnungen, auf Grundlage der
experimentellen Daten dieser Studie (unter anderem NMDA-induzierte Na™-, Ca’’- und
Spannungsédnderungen als auch das Volumen der Ausldufer), konnten den NCX-vermittelten
Ca”*-Einstrom bestimmen (Ziemens et al., Eingereicht; Abb.21A). Unter Ruhebedingungen
(vor der Stimulation mit NMDA) arbeitet der NCX im forward mode, wechselt dann bei
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Abbildung 21. A: Berechneter NCX-vermittelter Ca**-Einstrom bei NMDA-Applikation am Ausliufer. Die
orangefarbene Linie markiert die Grenze zwischen dem forward- und dem reverse mode des NCX. B: zeigt die
Einstromstiirke (Farbcode) in Abhingigkeit zur Na'-und Ca**-Konzentration unter ruhe Bedingungen (-85mV;
links) und bei NMDA-induzierter Depolarisation (-75mV; rechts) Die weile Linie zeigt jeweils die Grenze
zwischen dem forward- und dem reverse mode des NCX (links forward; rechts reverse). Der Punkt markiert die
Ruhe Na'-und Ca®*-Konzentration. Das Kreuz markiert die mittlere Na'-und Ca’’-Konzentration bei NMDA-
Applikation. Angepasst nach Ziemens et al., Eingereicht.

NMDA-Applikation fiir etwa 12 Sekunden in den reverse mode und tragt zum Ca’"-Einstrom
bei. Dass vor allem der transiente NMDAR-vermittelte Na'-Einstrom in den Ausliufer zur
Umkehr des NCX fiihrt, illustrieren die Diagramme in 21B. Dabei zeigt sich, dass nur wenige
mM Anderung der [Na']; ausreichen, um die NCX-Transportrichtung umzudrehen, wihrend

die transiente Erh6hung der [Ca”']; eine untergeordnete Rolle spielt (Abb.21 B).

6.4 Physiologische Relevanz

In den Somata der Astrozyten werden Ca”'-Signale iiberwiegend
durch

Endoplasmatic
reticulum

2+ . . 2+ .
Ca” -Freisetzung aus internen  Ca™ -Speichern

Intracellular space

(vorwiegend das Endoplasmatische Retikulum; ER) generiert.

s Dics  geschieht durch Aktivierung von metabotropen

ratiog,

PAPs soma

Abbildung 22: Das Verhiltnis
der Membranoberfliche zum

Glutamatrezeptoren (mGIluR), welche die Produktion der
Phospholipase C als auch des second messenger Molekiils

Inositoltriphosphat (IP3) stimulieren (Agulhon et al., 2008). 1P

Volumen im Intrazellularraum
nimmt vom Soma zu den
Auslaufern (PAP’s) Zu,
wihrend  gleichzeitig  das
Volumen des ERs abnimmt.
Angepasst nach Oschmann et
al., 2017.

kann nachfolgend an IP;-Rezeptoren am ER binden und so zur
Ca” -Freisetzung aus dem ER in den Intrazellularraum fiihren.
(Pasti et al., 1997; Agulhon et al., 2008).

Im Gegensatz dazu fehlen in distalen Ausldufern interne Ca”'-
Speicher (Patrushev et al., 2013; Srinivasan et al., 2015), da das Verhiltnis der
Membranoberfliche zum Volumen des Intrazellularraums vom Soma zu den Ausléufern steigt
bzw. das Volumen des ERs abnimmt (Abb.22). Die NMDAR-vermittelte Umkehr des NCX

moduliert also die iiber die Plasmamembran generierte Ca’’-Signalgebung. Lokale Ca®'-

27



Signalgebung kann vielseitige Konsequenzen haben wie beispielsweise die Freisetzung von
Gliotransmittern (Halassa et al., 2007) oder die Beeinflussung des Blutflusses (Fiacco und
McCarthy, 2006). Zudem kann aufgrund der NMDAR-vermittelten Na'-Signalgebung in
kortikalen- gegeniiber hippocampalen Astrozyten auf hohere Energieanforderungen
geschlossen werden. Dies konnte vor allen Dingen unter metabolischem Stress wie der

Ischidmie relevant sein und bedarf einer weitergehenden Untersuchung.
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7. Publikationen und Manuskripte

Aus Griinden des Kopierschutzes wurden fiir die Veroffentlichung dieser Dissertation die
Publikationen entfernt und lediglich die Zusammenfassungen darstellt.

Publizierte Manuskripte

Seiten: 30-38

Lactate rescues neuronal sodium homeostasis during impaired energy metabolism.
Karus C, Ziemens D, Rose CR

Channels (Austin), 4;9(4):200-8. Epub 2015 Jun 3.(2015)

Recently, we established that recurrent activity evokes network sodium oscillations in neurons
and astrocytes in hippocampal tissue slices. Interestingly, metabolic integrity of astrocytes
was essential for the neurons' capacity to maintain low sodium and to recover from sodium
loads, indicating an intimate metabolic coupling between the 2 cell types. Here, we studied if
lactate can support neuronal sodium homeostasis during impaired energy metabolism by
analyzing whether glucose removal, pharmacological inhibition of glycolysis and/or addition
of lactate affect cellular sodium regulation. Furthermore, we studied the effect of lactate on
sodium regulation during recurrent network activity and upon inhibition of the glial Krebs
cycle by sodium-fluoroacetate. Our results indicate that lactate is preferentially used by
neurons. They demonstrate that lactate supports neuronal sodium homeostasis and rescues the
effects of glial poisoning by sodium-fluoroacetate. Altogether, they are in line with the
proposed transfer of lactate from astrocytes to neurons, the so-called astrocyte-neuron-lactate
shuttle.

Impact Faktor: 2,5

Die Daten fiir die Abbildungen 1 und 2 wurden wéhrend des Masterstudiums erhoben und
bereits in meine Masterarbeit prisentiert. Die Daten wurden anschlieend wéhrend meiner
Promotion zusitzlich verdffentlicht.

Mein Betrag zur Publikation wihrend der Promotion war:

e Ideen zur Darstellung der Ergebnisse
e Priifung des Manuskriptes
o Beteiligung Revision des Manuskriptes
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Seiten: 40-53

Molecular and cellular physiology of sodium-dependent glutamate transporters
Rose CR, Ziemens D, Untiet V, Fahlke C.

Brain Res Bull, 28. pii: $0361-9230(16)30482-8. (2018)

Glutamate is the major excitatory transmitter in the vertebrate brain. After its release from
presynaptic nerve terminals, it is rapidly taken up by high-affinity sodium-dependent plasma
membrane transporters. While both neurons and glial cells express these excitatory amino
acid transporters (EAATS), the majority of glutamate uptake is accomplished by astrocytes,
which convert synaptically-released glutamate to glutamine or feed it into their own
metabolism. Glutamate uptake by astrocytes not only shapes synaptic transmission by
regulating the availability of glutamate to postsynaptic neuronal receptors, but also protects
neurons from hyper-excitability and subsequent excitotoxic damage. In the present review, we
provide an overview of the molecular and cellular characteristics of sodium-dependent
glutamate transporters and their associated anion permeation pathways, with a focus on
astrocytic glutamate transport. We summarize their functional properties and roles within
tripartite synapses under physiological and pathophysiological conditions, exemplifying the
intricate interactions and interrelationships between neurons and glial cells in the brain.

Impact Faktor: 3,4

Mein Betrag zur Publikation war:

Planung und Konzeptualisierung
Zusammenstellung der Abbildungen 1,4,5
Priifung des Manuskriptes

Revision des Manuskriptes
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Seiten: 55-74

Action potential firing induces sodium transients in macroglial cells of the mouse
corpus callosum

Moshrefi-Ravasdjani B, Ziemens D, Pape N, Farfers M, Rose CR

Neuroglia, 1(1), 106-125 (2018)

Recent work has established that glutamatergic synaptic activity induces transient sodium
elevations in grey matter astrocytes by stimulating glutamate transporter 1 (GLT-1) and
glutamate-aspartate transporter (GLAST). Glial sodium transients have diverse functional
consequences but are largely unexplored in white matter. Here, we employed ratiometric
imaging to analyse sodium signalling in macroglial cells of mouse corpus callosum. Electrical
stimulation resulted in robust sodium transients in astrocytes, oligodendrocytes and NG2 glia,
which were blocked by tetrodotoxin, demonstrating their dependence on axonal action
potentials (APs). Action potential-induced sodium increases were strongly reduced by
combined inhibition of ionotropic glutamate receptors and glutamate transporters, indicating
that they are related to release of glutamate. While AMPA receptors were involved in sodium
influx into all cell types, oligodendrocytes and NG2 glia showed an additional contribution of
NMDA receptors. The transporter subtypes GLT-1 and GLAST were detected at the protein
level and contributed to glutamate-induced glial sodium signals, indicating that both are
functionally relevant for glutamate clearance in corpus callosum. In summary, our results
demonstrate that white matter macroglial cells experience sodium influx through ionotropic
glutamate receptors and glutamate uptake upon AP generation. Activity-induced glial sodium
signalling may thus contribute to the communication between active axons and macroglial
cells.

Impact Faktor: Neu gegriindetes Journal daher nicht verfiigbar

Mein Betrag zur Publikation war:

e Die Durchfiihrung von Kontrollexperimenten (Repetitive elektrische Stimulationen)
sowie deren Auswertung

Darstellung der Ergebnisse in Abb.1 A und D

Interpretation der Daten

Priifung des Manuskriptes

Revision des Manuskriptes und der Abbildungen

Revision des Manuskriptes
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Eingereichtes Manuskript

Seiten: 76-121
Mechanisms and consequences of sodium signals in astrocytes of the mouse neocortex

Ziemens D, Oschmann F, Gerkau NJ, Rose CR

Eingereicht in Journal of Neuroscience

Activity-related sodium signaling resulting from activation of glutamate uptake represents a
new form of astrocyte excitability. Astrocytes of the neocortex, as opposed to the
hippocampus proper, also express ionotropic glutamate receptors, which might provide
additional sodium influx pathways. We compared the mechanisms of sodium signaling in
astrocytes and neurons in tissue slices of the neocortex and hippocampus of mice of both
sexes, employing wide field and multiphoton imaging. Stimulation of glutamatergic afferents
or glutamate application induced sodium transients that were twice as large in astrocytes of
the neocortex than in the hippocampal CAl area, despite similar neuronal responses.
Astrocyte sodium signals were reduced by ~50% upon blocking of NMDA receptors in the
neocortex, but not the hippocampus. Neocortical, but not hippocampal, astrocytes exhibited
marked sodium increases in response to NMDA. Moreover, NMDA evoked local calcium
transients in processes of neocortical astrocytes, which were dampened upon blocking
sodium/calcium exchange (NCX) with KB-R7943. Mathematical computation based on our
data predict that NMDA-induced sodium increases drive the NCX into reverse mode,
resulting in calcium influx. Taken together, our study reveals a considerable regional
heterogeneity in astrocyte sodium signaling. Neocortical astrocytes respond with much larger
sodium transients to glutamatergic activity than hippocampal astrocytes. Moreover, they
experience NMDA -receptor-mediated sodium influx, which hippocampal astrocytes lack.
NMDA-mediated sodium increases promote import of calcium through reverse NCX in
astrocyte processes, adding to the calcium influx through NMDA receptors. This pathway
thereby represents a new mechanism for the generation of local astrocyte calcium signaling in
the neocortex.

Impact factor 2017: 5.9

Mein Betrag zur Publikation war:

Planung und Konzeptualisierung

Etwa 90 % der Messungen wie illustriert in Abbildung 1-6

Interpretation und Gestaltung der Daten in den présentierten Abbildungen
Priifung des Manuskriptes

Revision des Manuskriptes
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