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Science isn’t about ‘why ", it’s about ‘why not?*

- Cave Johnson



Zusammenfassung

Das Gehirn von Vertebraten verbraucht trotz seines geringen Anteils an der Kdrpermasse von
ca. 2% bis zu einem Fiinftel der Energie des Korpers. Der GroBteil wird dabei von der Na™/K*-
ATPase (NKA) zur Aufrechterhaltung des einwirtsgerichteten Na'-Gradienten iiber die
Plasmamembran verwendet. Dieser bietet die Grundlage fiir synaptische Signaltransduktion
wie auch sekundére Transportprozesse, iiber welche die Gradienten weiterer Ionen reguliert
werden. Dem Na'-Einstrom in Neurone und Astrozyten, der unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen durch eine Vielzahl von Kanilen und Transportern im Gehirn
vermittelt wird, muss die NKA unter Energieverbrauch entgegenwirken. Hierdurch sind der
zelluldre Energiemetabolismus und Na'-Homdostase eng aneinandergekoppelt. Unklar bleibt
jedoch, welchen genauen Anteil an der Na'-Beladung sowie am zelluldren Energieverbrauch
diese einzelnen Mechanismen haben.

Dieser Fragestellung widmet sich die vorliegende Dissertation. Hierzu wurde der Gehalt
des Energietragers Adenosintriphosphat (ATP) in Neuronen und Astrozyten des
somatosensorischen Cortex der Maus mit Hilfe des Zelltyp-spezifisch exprimierten

Nanosensors ATeam1.03YEMK

in organotypischen Hirnschnittkulturen durchgefiihrt. Zusitzlich
wurden Anderungen der intrazelluliren Na™-Konzentration mit Hilfe des Fluoreszenzindikators
ION NaTRIUM Green-2 detektiert.

Eine kurzzeitige pharmakologische Inhibition der Glykolyse und Atmungskette fiihrte
zu einem Na'-Einstrom und gleichzeitigem ATP-Abfall in beiden Zelltypen, wobei Neurone
generell stirker auf diese Manipulation reagierten als Astrozyten. Zusétzliche Inhibition
verschiedener Na'-Kanile zeigte deren Einfluss auf den ATP-Gehalt wiahrend Energiemangel.
So wiesen die an der glutamatergen Signaliibertragung beteiligten TTX-sensitiven
spannungsabhingigen Na"-Kanile und NMDA-Rezeptoren den grofiten Einfluss auf den ATP-
Verlust auf, wiahrend eine Blockade der astrozytdren Glutamattransporter keinen Effekt auf
Astrozyten und einen verstirkenden auf Neurone zeigte. Auch Glutamat-unabhéngige
Transporter wie der Na'-Bikarbonat-Cotransporter oder der TRPV4-Kanal wirkten sich
substanziell auf den ATP-Verbrauch aus. Obwohl letzterer primir als Ca**-Kanal bekannt ist,
trug er ebenfalls signifikant zum Na'-Einstrom wihrend eingeschrinktem
Energiemetabolismus bei.

Diese Ergebnisse meiner Arbeit zeigen damit deutlich den hohen Energieverbrauch
glutamaterger Signaliibertragung und die damit verbundene hohe Anfilligkeit von Neuronen
gegeniiber kurzzeitigem Energiemangel. Aulerdem weisen sie erstmals einen unerwartet
starken Einfluss von TRPV4-Kanilen auf die Na"-Beladung und damit verbundenen ATP-
Verlust bei Hemmung des Energiemetabolismus nach. Dies konnte die bereits vorgeschlagene
neuroprotektive Wirkung von Antagonisten des TRPV4-Kanals nach einem Schlaganfall mit

bedingen.



Abstract

Despite its low mass the vertebrate brain is responsible for up to a fifth of the body’s energy
expenditure. The main portion of this energy is used by the Na"/K" ATPase (NKA) to maintain
the inwardly directed Na* gradient across the plasma membrane, which is the foundation for
synaptic signal transduction as for secondary active transport processes, by which the gradients
of other ions are maintained. Na* influx into neurons and astrocytes, which is mediated under
physiological and pathological conditions by numerous channels and transporters in the brain,
needs to be counteracted by the NKA under energy usage, coupling the cellular energy
metabolism closely to Na® homeostasis. What remains unclear, however, is what exact
proportion of Na“ loading and cellular energy consumption these individual mechanisms
account for.

The present dissertation is dedicated to this question. To this end, the content of the
energy carrier adenosine triphosphate (ATP) was measured in neurons and astrocytes of the

somatosensory cortex employing the nanosensor ATeam1.03YEMK

, which was expressed cell
type-specifically in organotypic brain slice cultures. Additionally, changes in the intracellular
Na' concentration were measured using the fluorescent indicator ION NaTRIUM Green-2.

A short-term pharmacological inhibition of glycolysis and the respiratory chain lead to
a Na' increase and simultaneous ATP-decrease in both cell types, where neurons generally
showed a stronger reaction to this manipulation than astrocytes. Additional inhibition of
different Na" channels revealed their impact on ATP-content during energy deprivation. TTX-
sensitive voltage-gated Na" channels and NMDA-receptors, which both play a role in the
glutamatergic signal transduction, showed the strongest impact of ATP-loss, while inhibition
of astrocytic glutamate transporters had no effect in astrocytes and an aggravating one in
neurons. Also, non-glutamatergic transporters like the Na* bicarbonate cotransporter 1 or the
TRPV4 channel affected the ATP-loss substantially. Even though the latter is primarily known
as a Ca®>" channel it showed significant influence on the Na* load during compromised energy
metabolism.

These results of my work clearly illustrate the high energy demand of glutamatergic
signaling und the resulting high vulnerability of neurons to short-term energy loss. Moreover,
they show the unexpectedly strong influence of TRPV4 channels on Na* load and the following
loss of ATP during compromised energy metabolism. This could be a contributing factor to the

previously proposed neuroprotective effect of antagonists of the TRPV4 channel after a stroke.
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1. Zelluldrer Energiestoffwechsel des Gehirns

Obwohl das Gehirn in Vertebraten nur 2% der Korpermasse einnimmt, ist es schon unter
Ruhebedingungen fiir 20% des Energie- und Sauerstoffverbrauchs des Korpers verantwortlich
(Raichle und Gusnard, 2002; Harris et al., 2012). Um diesen hohen Energiebedarf decken zu
konnen, ist es auf eine konstante Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen aus dem Blut
angewiesen. Der Metabolit, den die Zellen des Gehirns fiir die Produktion von Energie primér
verwenden, ist Glukose (Lund-Andersen, 1979; Mergenthaler et al., 2013). Diese wird zunéchst
von Endothelzellen der Blutgefile aus dem Blut aufgenommen (Abb. 1B). Aus den
Endothelzellen wird die Glukose dann iiber den Glukosetransporter 1 (GLUTI1) in die
perivaskuldren EndfiiBe von Astrozyten transportiert (Kacem et al., 1998). Diese Endfiif3e
umschlieBen die BlutgefaB3e beinahe komplett (Abb. 1A) (McCaslin et al., 2011) und sind neben
der Aufnahme von Glukose fiir die Bildung und Instandhaltung der Bluthirnschranke (BBB,
engl.: blood brain barrier) verantwortlich (Daneman und Prat, 2015). Alle Astrozyten des
Mauscortex stehen in Kontakt mit mindestens einem Blutgefdl3, was die wichtige Rolle der
perivaskuldren EndfiiBe unterstreicht (Hosli et al., 2022). Mit Hilfe ihrer Endfiie sind
Astrozyten dariiber hinaus in der Lage, den Blutfluss durch Vasodilatation (Erweiterung) und
Vasokonstriktion (Verengung) der Blutgefdlle zu steuern (Bélanger et al., 2011) und so die
Versorgung der Zellen an metabolische Bediirfnisse anzupassen. Neurone exprimieren den
Glukosetransporter 3 (GLUT3) (Vannucci et al., 1997), die Hauptaufnahme von Glukose
geschieht jedoch durch Astrozyten iiber ihren Kontakt mit Endothelzellen (Chuquet et al.,
2010). Die aufgenommene Glukose durchlduft eine Reihe von anaeroben
(sauerstoffunabhéngigen) und aeroben  (sauerstoffabhingigen) Reaktionen, um
Adenosintriphosphat (ATP) zu generieren, den Hauptenergietrdger der Zellen. Im Gehirn
wurde flir Astrozyten und Neurone unter Ruhebedingen in vielen Studien eine ATP-
Konzentration von ca. 2 mM beschrieben (Fukuda et al., 1983; Rangaraju et al., 2014; Toloe et

al., 2014; Pathak et al., 2015).
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Abbildung 1: Umhiillung der Blutgefifle durch perivaskulire Endfiifle von Astrozyten. A) Querschnitt eines
BlutgefaBles im Gehirn. Die Endothelzellen des Gefaf3es sind durch Tight Junctions (engl.: Enge Verbindungen)
verbunden. Die astrozytdren Endfiilen umfassen das Blutgefdl und den perivaskuldren Raum komplett. B)
Schematische Darstellung der Endothelzellen (EC). Gezeigt sind Tight Junctions (1) und Transporter, die die
Aufnahme von Substraten wie Glukose aus dem Blut ermdglichen (2). Verwendet mit Genehmigung aus (Moyaert
et al., 2023).

1.1 Glukose als Hauptmetabolit des Gehirns
Sobald die Glukose iiber GLUT1 bzw. GLUT3 in Astrozyten und Neurone

aufgenommen wurde, wird sie von der Hexokinase zu Glukose-6-Phosphat (G6P)
phosphoryliert. GO6P ist ein Schliisselintermediat, welches in viele verschiedene
Stoffwechselwege eintreten kann (Abb. 2) (Bélanger et al., 2011). Einerseits kann G6P mit
Hilfe der Glykogensynthase in Form von Glykogen in Astrozyten gespeichert werden (Abb.
2iii). Dies ist ein langkettiges Monomer, das zur Langzeitspeicherung von Energie dient und in
Zeiten von groflem Energiebedarf zur ATP-Produktion herangezogen werden kann (Brown,
2004). Primir wird G6P jedoch fiir die Energiegewinnung iiber die Glykolyse verwendet (Abb.
21) (Berg et al., 2018a). Hierzu wird es iiber die Isomerase zu Fruktose-6-Phosphat und
anschlieend iiber einige Zwischenschritte hin zu zwei Molekiilen Pyruvat verarbeitet. Bei
diesem Prozess entstehen pro G6P-Molekiil zwei Molekiile ATP. Die Glykolyse in Astrozyten
kann durch synaptische Stimulation von Neuronen (Fernandez-Moncada et al., 2018) sowie
durch die damit einhergehende erhohte extrazellulire Kaliumkonzentration ([K*]e) (Bittner et
al., 2011) stimuliert werden. Dies bietet neben der bereits beschriebenen Erweiterung und
Verengung der Blutgefifle einen weiteren Weg filir Astrozyten den Stoffwechsel an einen
steigenden Energiebedarf anzupassen. Ein weiterer Stoffwechselweg, in den G6P eingebunden
werden kann, ist der Pentose-Phosphat-Weg (PPP, engl.: pentose phosphate pathway; Abb. 2ii).
Die Endprodukte des PPP sind Metabolite, die ebenfalls in der Glykolyse verwendet werden
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(Dienel und Cruz, 2016). Somit stellt der PPP eine alternative Zufuhr von Zwischenprodukten
fiir die Glykolyse und die damit verbundene Produktion von ATP und Pyruvat dar.

glucose

(i) PPP

Gyt
~§j{;’) : glucose
e {HiL,

% HKl NAPD* NAPDH
— glucose Nt . spaL 6-PG

Glycogen G6PDH
QL,C"( % NAPD*
W fructose 6P (QD- el
PR et © COZ
(iii) glycogenesis PFK rlbulose 5P

fructose-1,6P,

rbose X Iulose 5P
Aldolase / \ I X g
DHAP +—* GA3P X sedoheptulose-7P

il
2ADP+2 NADD fruc[@MﬁfDSE -4P
2ATP+2NADH TK
pyruvate

NADH D \‘ Mitochondria

NAD*

Q

Y
lactate TCA cycle
< 7 Ox Phos

(i) glycolysis 30-34 ATPA CO,+H,0

lactate

Abbildung 2: Die Verwendung von Glukose im Gehirn. Glukose wird durch Glukosetransporter (GLUTS) in die
Zelle aufgenommen und durch die Hexokinase (HK) zu Glukose-6-Phosphat (glucose-6P) phosphoryliert. Dies
kann nun (i) in der Glykolyse iiber mehrere Schritte zur ATP-Gewinnung zu Pyruvat metabolisiert werden. Pyruvat
wird entweder zur weiteren ATP-Produktion in die Mitochondrien transportiert oder in Laktat umgewandelt und
liber Monocarboxylat-Transporter (MCTs) aus der Zelle transportiert. Alternativ kann glucose-6P (ii) {iber den
Pentosephosphatweg (PPP) verarbeitet werden, um NADPH zu produzieren und dann spéter iiber die Endprodukte
Glyceraldehyd-3-Phosphat (GA3P) oder Fructose-6-Phosphat (fructose-6P) wieder in die Glykolyse eingeschleust
zu werden. In Astrozyten kann glucose-6P (iii) aulerdem in Form von Glykogen iiber die Glykogenese iiber
langere Zeit gespeichert werden. Angepasst mit Genehmigung aus (Bélanger et al., 2011)

1.2 Oxidative Phosphorylierung

Das so aus der Glykolyse gewonnene Pyruvat wird anschlieBend in die Mitochondrien
der Zellen transportiert, wo es in den Citratzyklus eingebunden wird. Hier werden pro Zyklus
ein Molekiil ATP sowie die Reduktionsmittel NADH und FADH:2 produziert (Berg et al.,
2018b). Letztere tragen energiereiche Elektronen, die anschlieBend iiber eine Reihe von
Cytochromen an der inneren Mitochondrienmembran {ibertragen werden, was als
mitochondriale Elektronentransportkette bezeichnet wird (Guo et al., 2018). Durch diesen
Elektronentransport werden Protonen (H') aus der mitochondriellen Matrix in den
Intermembranraum  gepumpt, wodurch ein  H'-Gradient {iber die innere

Mitochondrienmembran aufgebaut wird. H* flieBt entlang seines Konzentrationsgradienten in
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die Matrix zuriick, wodurch es die ATP-Synthase antreiben. Diese nutzt die potentielle Energie
des H'-Gradienten, um ADP (Adenosindiphosphat) zum energiereicheren ATP zu
phosphorylieren (Berg et al., 2018c). Dieser Prozess wird als oxidative Phosphorylierung
bezeichnet. Wahrend in der Glykolyse pro Glukosemolekiil zwei Molekiile ATP produziert
werden, erzeugt die oxidative Phosphorylierung 30-32 Molekiile ATP (Hertz, 2008).

1.3 Das Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle

Der Hauptanteil des synthetisierten ATPs im Gehirn wird von Neuronen verbraucht, um
ihre elektrische Signalweiterleitung und exzitatorische Aktivitit zu gewéhrleisten (Lennie,
2003; Harris et al., 2012). Astrozyten, die im Gegensatz zu Neuronen keine elektrische Aktivitit
aufweisen, beanspruchen nur 5-10% des Energiebudgets des Gehirns (Lennie, 2003; Howarth
et al., 2012). Trotz ihres deutlich geringeren Energieverbrauchs sind sie, wie eingangs
beschrieben, fiir den Grofiteil der Glukoseaufnahme aus den Blutgefdlen verantwortlich
(Chuquet et al., 2010). Dieser Umstand kann durch die als ,,Astrozyten-Neuronen-Laktat-
Shuttle“ (ANLS) bezeichnete metabolische Kopplung zwischen den beiden Zelltypen erklart
werden (Abb. 3). Synaptische Aktivitit von Neuronen stimuliert in Astrozyten den Abbau von
Glykogen, die Glykolyse und die Umwandlung des daraus gewonnen Pyruvat zu Laktat {iber
die Laktatdehydrogenase 5 (LDHS5) (Pellerin und Magistretti, 1994; Chatton et al., 2016). Das
Laktat kann anschlieBend iiber astrozytire Monocarboxylat-Transporter (MCT) in den
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glucose
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pyruvate Mactate Im Iactate pyruvate
\ﬁ&oz
0; _~ Glu S ene—a—@—Gin
K ’GS
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8 g ® N
GluR 3Na*
ADP
ATP

2K*
Abbildung 3: Neuro-metabolische Kopplung zwischen Neuronen und Astrozyten. Astrozyten nehmen Glukose aus
dem Blut iiber Glukosetransporter 1 (GLUT1) auf und kdnnen dies in Form von Laktat iiber Monocarboxylat-
Transporter (MCTs) an Neurone zur Energiegewinnung weitergeben. Von Neuronen freigesetztes Glutamat wird
von Astrozyten mit Hilfe der Glutamattransporter (EAATSs) aufgenommen, durch die Glutaminsynthase (GS) in
Glutamin umgewandelt und so an Neurone zuriicktransportiert. Angepasst mit Genehmigung aus (Bélanger et al.,
2011).
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extrazelluliren Raum (ECS, engl.: extracellular space) freigesetzt und dort von Neuronen iiber
eigene MCTs zusammen mit einem H" aufgenommen werden (Abb. 3). Hier wird es wieder zu
Pyruvat metabolisiert und fiir die oxidative Phosphorylierung zur ATP-Produktion verwendet
(Bélanger et al., 2011). Die Existenz des ANLS und die Notwendigkeit von Laktat als
Energiesubstrat sind umstritten (Dienel und Cruz, 2016; Dienel, 2017). Studien konnten jedoch
zeigen, dass synaptische Aktivitit von Neuronen in Abwesenheit von Glukose unter
Anwesenheit von Laktat aufrechterhalten werden kann (Wender et al., 2000; Karus et al., 2015).
Ferner unterscheiden sich die LDH- und MCT-Isoformen zwischen Neuronen und Astrozyten:
astrozytire Formen favorisieren Produktion bzw. Export von Laktat, wahrend die neuronalen
Pendants Import und den Abbau zu Pyruvat bevorzugen (Bittar et al., 1996; Dimmer et al.,

2000).

2. Die Natrium/Kalium-ATPase als Hauptenergieverbraucher des Gehirns

Das in Glykolyse und oxidativer Phosphorylierung synthetisierte ATP wird fiir eine
Vielzahl von zelluldren Prozessen bendtigt. Ein grofBer Energiekonsument sind hierbei
ATPasen, eine Klasse von Transportproteinen, die lonen unter ATP-Verbrauch entgegen ihres
Konzentrationsgradienten iiber Membranen transportieren (Palmgren und Nissen, 2011). Der

mit Abstand grofte Verbraucher ist dabei die Natrium/Kalium-ATPase (NKA; Abb.4). Schon

3Na+
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Na'/K*-ATPase (NKA) in der Lipiddoppelmembran. Die NKA
transportiert 3 Na" aus dem negativ geladenen Zellinneren in den dazu positiv geladenen Extrazelluldrraum im
Austausch fiir 2 K. Dafiir besitzt sie im Zellinneren eine ATP-Bindestelle, an der ATP hydrolysiert werden kann.
Extrazelluldr besitzt sie eine Bindestelle fiir den spezifischen Inhibitor Ouabain (OUA). Verwendet mit
Genehmigung aus (Wen und Wan, 2021).



unter Ruhebedingungen ist sie fiir 15-20% des Energieverbrauchs des gesamten zerebralen
Cortex der Ratte verantwortlich (Abb. 5) (Howarth et al., 2012), durch synaptische Ubertragung
zwischen Neuronen kann der Verbrauch auf ca. 60% ansteigen (Erecinska und Silver, 1994;
Howarth et al., 2012; Dienel, 2019). Ein weiterer groBer Teil des Energiebudgets wird fiir den
Haushalt der Zellen, also nicht-signalleitende Prozesse, wie Bewegungen der Mikrotubuli,
Protein- und Lipidsynthese und Leckstrome von Protonen iiber die Mitochondrienmembran,
verwendet (Engl und Attwell, 2015). Die NKA ist dafiir verantwortlich, die ungleiche
Verteilung von Natrium (Na") und Kalium (K), zwei der wichtigsten Ionen im Gehirn, aufrecht
zu erhalten. Im ECS liegt Na" in einer Konzentration von 140-150 mM vor, ca. zehnmal hoher
als die intrazellulire Konzentration von 12-15 mM in Neuronen und Astrozyten (Mondragao et
al., 2016; Ziemens et al., 2019; Meyer et al., 2022). Die Verteilung von K" ist invers zu der von
Na’, es liegt extrazelluldr in niedriger Konzentration mit ca. 3 mM und intrazelluldr mit 130-
150 mM vor (Verkhratsky und Nedergaard, 2018; Eitelmann et al., 2022). Durch diese
Verteilung ergeben sich ein einwértsgerichteter Na'-Gradient und ein auswérts gerichteter fiir
K"

distribution of ATP consumption
for a mean action potential rate of 4Hz

reversal of Na*
entry at resting

potential 20% Abbildung 5: ATP-Verbrauch

g'“ta.m ate des Cortex der Ratte wiihrend
recycling 4% )

synaptischer Erregung. Der
reversal of GroBteil der E e wird
presynaptic roBteil der Energie wird zur

Ca®* entry 4% Wiederherstellung der Ionen-
gradienten, insbesondere der
von Na' gebraucht. Der ATP-
Verbrauch durch zelluldre
Haushaltsprozesse ist hier nicht
mit einbezogen. Angepasst mit
Genehmigung aus (Harris et al.,

housekeeping energy use excluded 2012)

Durch zelluldre Aktivitdt werden die Gradienten verringert, die Aufgabe der NKA ist
es, sie wiederaufzubauen bzw. aufrecht zu erhalten. Pro Molekiil ATP, das sie hydrolysiert,
werden drei Na® aus der Zelle hinaus und zwei K* in die Zelle hinein transportiert (Kaplan,
2002; Geering, 2008). Dieser Prozess ist eine der wenigen Moglichkeiten, Na“ unter
physiologischen Bedingungen aus der Zelle zu entfernen (Rose und Ransom, 1996; Mondragao

et al., 2016). Die Aufrechterhaltung der Na“- und K'-Homdostase ist ein hochdynamischer
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Prozess, auch unter Ruhebedingungen ist die NKA konstant aktiv. Hierbei haben
Modellierungen gezeigt, dass diese Aufrechterhaltung bereits unter Ruhebedingungen in
Neuronen etwa dreimal so viel ATP verbraucht, wie in Astrozyten (Abb. 6) (Attwell und
Laughlin, 2001). Inhibition der NKA durch spezifische Antagonisten, wie z.B. Ouabain, sorgt
somit fiir einen direkten Anstieg der intrazelluldren Na'-Konzentration ([Na']i) in Neuronen
und Astrozyten (Rose und Ransom, 1996; Silver und Erecinska, 1997).

Resting energy usage Die NKA ist aus der a- und der B-Untereinheit
= aufgebaut (Abb.4), die im Gehirn in verschiedenen
Isoformen vorliegen kénnen (al-3, f1-3) (Sweadner,
300 - 1989; Larsen et al., 2016). Die a-Einheit stellt die
Bindungsstelle fiir Na", K" und ATP dar, wihrend die

B-Einheit die Transporteigenschaften von a reguliert

Resting ATP usage/cell/sec (x1 06)

0 (Sweadner, 1992; Geering, 2008). Die verschiedenen
Isoformen der beiden Untereinheiten werden je nach

L Zelltyp unterschiedlich stark exprimiert und
kombiniert. al und B1 sind sowohl in Neuronen als

0 - auch in Astrozyten aufzufinden, a2 und 2 werden

Neuron rp glial rp primér in Astrozyten exprimiert, a3 in Neuronen. 33

ist in Oligodendrozyten vorzufinden, in Neuronen
Abbildung 6: Energieverbrauch von Neuronen . o .
und Astrozyten der grauen Hirnsubstanz unter WNd Astrozyten jedoch vernachlédssigbar (McGrail
Ruhebedingungen. Der Verbrauch von ATP in
Neuronen (rot) ist ca. dreimal hoher als in
Astrozyten (griin). Angepasst mit
Genehmigung aus (Attwell und Laughlin,

2001). Kombinationen besitzen abweichende Bindungs-

und Sweadner, 1986; Cameron et al., 1994; Zhang et

al., 2014). Die verschiedenen Isoformen und deren

affinitdten fiir Na" und K, was die Funktion der NKA in Neuronen und Astrozyten stark
beeinflusst: Kombinationen aus al-3 und B1 zeigen eine hohe Affinitit zu K*, wodurch sie bei
[K*]e unter Ruhebedingungen bereits gesttigt sind. Die astrozytire a2p2-Variante weist jedoch
eine geringere K™-Affinitdt auf, wodurch sie bei steigender [K']e ihre Aktivitdt erhoht (Rose
und Ransom, 1996; Larsen et al., 2014). Astrozyten konnen so auf einen Anstieg der [K']e, wie
z.B. wihrend neuronaler Signaltransduktion, reagieren und durch erhohte NKA-Aktivitit
liberschiissiges K aus dem ECS entfernen (Silver und Erecinska, 1997). NKA-Varianten mit
B1, insbesondere die neuronale Isoform a3f1, besitzen hingegen eine geringe Na'-Affinitit,
und konnen so auf steigende [Na']i mit erhohter Aktivitit reagieren und so zum Erhalt der

physiologischen [Na]; beitragen (Larsen et al., 2016).



Als einzige effektive Moglichkeit, Na* aus der Zelle zu befordern, und aufgrund des
hohen anteiligen ATP-Verbrauchs stellt die NKA eine Verbindung zwischen dem

Energiemetabolismus von Neuronen und Astrozyten und der Na"-Homdostase dar.

3. Na™ erfiillt eine Vielzahl wichtiger Rollen im Gehirn

Na" nimmt eine wichtige Rolle in der Physiologie der Zellen im Gehirn ein. Dies wird
daran deutlich, wie viel Energie von den Zellen aufgewendet wird, um mit Hilfe der NKA den
einwartsgerichteten Na"-Gradienten aufrecht zu erhalten. Obwohl die Aufgaben von Neuronen
und Astrozyten teils sehr unterschiedlich sind, basiert eine Vielzahl der zelluldren Prozesse

beider Zelltypen auf dem Na'-Gradienten.

3.1 Na* ist der Treiber der synaptischen Signaltransduktion

An einer Synapse findet die Ubertragung eines elektrischen Signals von der
prasynaptischen Endigung eines Neurons auf den postsynaptischen Dornfortsatz (engl.: Spine)
eines anderen statt. Zusdtzlich werden diese beiden Kompartimente vom perisynaptischen

Endful3 eines Astrozyten umschlossen. Dieser Zusammenschluss wird als Tripartite Synapse

presynaptic
terminal

" 3 Na*
9 Na* %Na % o

i Al @
3 Na DP+P o G P % (—\.
sz 6 " ' ) Na*

W are !:— . & Q + Glu
Glutamate “..‘.“
3 Na*
K? I
astrocyte

Abbildung 7: Wege fiir Natriumein- und ausstrom an der dreiteiligen Synapse. An der glutamatergen Synapse
bewirken Aktionspotentiale einen Na'-Einstrom im prasynaptischen Neuron durch TTX-sensitive Na*-Kanéle
(Na*,). Die darauf folgende Glutamatausschiittung fiihrt zu einem Einstrom von Na' in die postsynaptische
Membran durch ionotrope AMPA- und NMDA-Rezeptoren. Das ausgeschiittete Glutamat wird von astrozytéren
Na‘-abhangigen Transportern aufgenommen, was zu einem Na*-Einstrom in Astrozyten flihrt. Das eingestromte
Na' kann sich iiber Gap-Junctions zu benachbarten Astrozyten ausbreiten. In beiden Zelltypen sorgt die Na*/K*-
ATPase fiir den Export von Na" aus dem Zellinneren. Verwendet mit Genehmigung aus (Rose und Chatton,
2016)
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(engl. flir dreiteilige Synapse; Abb. 7) bezeichnet (Araque et al., 1999). Hierbei kann ein
Astrozyt im Mausgehirn mit bis zu 120.000, im Menschen mit bis zu zwei Millionen Synapsen
in Verbindung stehen (Oberheim et al., 2009). Je nach Hirnregion variiert die Abdeckung von
Synapsen durch astrozytire EndfiiBe zwischen 60-90% (Ventura und Harris, 1999; Witcher et
al., 2007).

Beginn der synaptischen Signaltransduktion ist eine Depolarisation des
Membranpotentials in der prisynaptischen neuronalen Endigung. Dies fiihrt zur Offnung von
Tetrodotoxin (TTX)-sensitiven spannungsabhingigen Na'-Kanélen (Nav) (Miiller und Somjen,
2000), durch die Na* entlang seines einwértsgerichteten Gradienten einstromt. Diese Kanile
sind neuronenspezifisch, Astrozyten besitzen sie nicht (Verkhratsky und Nedergaard, 2018).
Das so eingestromte Na“ muss anschlieBend wieder von der NKA aus der Zelle transportiert
werden, was 16% des zerebralen Energiebudgets in Anspruch nimmt (Abb. 5) (Attwell und
Laughlin, 2001; Howarth et al., 2012). Die Na'-induzierte Depolarisation der Zellmembran
bewirkt die Offnung von spannungsabhingigen Calcium (Ca®")-Kanilen, woraufhin Ca*"
entlang seines Gradienten in die Zelle einstromt und die Freisetzung von Neurotransmittern
bewirkt. Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag hierbei auf Glutamat, dem wichtigsten
erregenden Neurotransmitter im Gehirn (Fonnum, 1984; Danbolt, 2001). Ca®" fungiert dariiber
hinaus als second messenger, der eine Vielzahl von Zellkaskaden steuert (Hardingham und
Bading, 1999), weshalb es intrazelluldr streng reguliert werden muss. Dies geschieht zum einen
durch Pufferung, zum anderen durch aktiven Transport aus dem Zellsoma durch die
Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA, engl.: plasma membrane calcium ATPase) (Brini und
Carafoli, 2011), die fiir ca. 5% des Energieverbrauchs des Gehirns verantwortlich ist (Abb. 5)
(Attwell und Laughlin, 2001).

Das freigesetzte Glutamat bindet im synaptischen Spalt an ionotrope
Glutamatrezeptoren an der postsynaptischen Membran, wodurch diese 6ffnen und einen
Einstrom von Na' in die Postsynapse erlauben. Hierbei wird zwischen AMPA-, Kainat- und
NMDA-Rezeptoren (NMDA-R) unterschieden, wobei letztere den GrofBteil an Na'- und
zusitzlich auch Ca**-Einstrom vermitteln (Denk et al., 1996; Rose und Konnerth, 2001). Neben
Neuronen wurde die funktionelle Expression von NMDA-R ebenfalls in Astrozyten des
Neocortex beschrieben (Schipke et al., 2001; Ziemens et al., 2019). Durch diesen
postsynaptischen Einstrom wird die NKA- und PMCA-Aktivitit im postsynaptischen Neuron
verstirkt, um die Gradienten fiir Na™ und Ca?" wiederherzustellen, was fiir iiber die Halfte des

Energieverbrauchs verantwortlich ist (Harris et al., 2012; Gerkau et al., 2019a).



Das freigesetzte Glutamat muss anschlieend aus dem synaptischen Spalt entfernt
werden, um eine Ubererregung der Neurone zu vermeiden. Dies geschieht in erster Linie iiber
Glutamattransporter (Abb. 8; EAATS, engl.: excitatory amino acid transporters), die in
astrozytdren EndfiiBen exprimiert werden (Danbolt, 2001). Astrozyten exprimieren zwei Arten
von EAATs, den Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST) und den Glutamattransporter 1
(GLT1), deren Expressionsmuster sich wihrend der Gehirnentwicklung andert. In der
neonatalen Entwicklung iliberwiegt die Expression von GLAST (Schreiner et al., 2014),
wihrend GLT1 der primér exprimierte Transporter im adulten Gehirn ist (Abb.8) (Arranz et al.,
2008). Neurone exprimieren zwar ebenfalls Glutamattransporter (EAAT 3/4) (Rose et al.,
2018), der Hauptanteil an Glutamat wird jedoch von Astrozyten aufgenommen. Die Aufnahme
von Glutamat aus dem ECS ist an den einwirtsgerichteten Na'-Gradienten gekoppelt und
verlauft mit zusitzlichem Import von einem H" und dem Export von einem K* (Danbolt, 2001).
Diese Na*-Aufnahme muss ebenfalls wieder von der NKA unter ATP-Verbrauch kompensiert
werden und stellt einen der Hauptwege fiir Na™-Einstrom in Astrozyten dar (Kirischuk et al.,

2012; Rose und Chatton, 2016).

P3-P5 merge Abbildung 8: Expression des
3 Glutamat-transporters 1 (GLT-1)
im neonatalen und adulten
Mausgehirn in der CAI-Region es
bl  Hippocampus. Immunohisto-
chemische Firbungen gegen
GLT-1 (A, D) und GFAP (B, E),
sowie eine Uberlagerung (merge)
beider Kanile (C, F). A-C) Im
nenonatalen Gehirn sind nur
wenige GLT-1-positive Zellen im
Stratum Radiatum und Stratum
Oriens erkennbar. D-F) Im
adulten Gehirn nimmt die GLT-1-
Expression stark zu. Pfeilspitzen
zeigen GLT-1- und GFAP-
positive Astrozyten. StrO: Statum
Oriens; StrP: Stratum
Pyramidale; ~ SttR:  Stratum
Radiatum. Malstabsbalken: 20
um. Angepasst mit Genehmigung
aus (Schreiner et al., 2014)

. StrO

Das aufgenommene Glutamat wird mit Hilfe der Glutaminsynthase zu Glutamin
umgewandelt. Dies kann im Folgenden {iber SN1-Transporter in den ECS freigesetzt (Broer et
al., 2002), und dort von Neuronen iiber System-A-Transporter wieder aufgenommen werden
(Broer und Brookes, 2001). AnschlieBend kdnnen Neurone aus dem Glutamin wieder Glutamat
generieren (Magistretti et al., 1999; Bak et al., 2006). Dieser Glutamat-Glutamin-Zyklus stellt
neben dem ANLS eine weitere wichtige Form der neurometabolischen Kopplung zwischen
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Astrozyten und Neuronen dar (vgl. Abb. 3). Ein Teil des Glutamats kann alternativ in a-
Ketoglutarat umgewandelt und so zur ATP-Produktion in den Citratzyklus eingebracht werden

(McKenna, 2007).

3.2 Die Kopplung sekunddr aktiver Transportmechanismen an Na*

Neben der =zentralen Rolle, die Na® in der glutamatergen synaptischen
Signaliibertragung als Ladungstriger und treibende Kraft fiir die Reabsorption von
freigesetztem Glutamat einnimmt, gibt es viele weitere Transportmechanismen, die die
potentielle Energie des Na'-Gradienten nutzen, um andere Ionen iiber die Plasmamembran zu
bewegen (Kirischuk et al., 2012) (Abb. 9). Diese Art des Ionentransports, die indirekt an die
Hydrolyse von ATP gekoppelt ist, wird als sekundéar aktiver Transport bezeichnet.

So ist beispielsweise die Regulierung des intra- und extrazelluldren pH an den Na'-
Gradienten gekoppelt. Diese liegen im GroBhirn bei 7.2 und 7.35 (Putnam, 2001; Chesler,
2003). In Astrozyten ist unter anderem der Na'-Bikarbonat-Cotransporter (NBC; Abb. 9) fiir
die pH-Regulierung verantwortlich. Dieser transportiert Na® gemeinsam mit Bikarbonat

HCO3") in das Zellinnere (Chesler, 2003). Der NBC trigt somit zur Na“-Beladung der Zelle
g g

Potassium Neurotransmitter Neuronal-glial signalling pH
homeostasis homeostasis Na*, Ca? transmembrane flux homeostasis
Nat/K+ NKCC1 EAAT GAT Na* channels NCX NHE NBC
ATPase iGIuRs, P2XRs
0) (i) (iii) (iv) ASIC, ENac, (vi) (vii) (viii)
TRP, Na,

i i i

Ca?signal |Forward| [ Reverse
mode mode

4 [Na*]

Abbildung 9: Schematische Darstellung der wichtigsten Na*-abhdngige Transportmechanismen. Viele Kanile
und Transporter sind fiir die Bewegung von Ionen und anderen Molekiilen iiber die Plasmamembran an den
einwartsgerichteten Na'-Gradienten gekoppelt (ii — viii). Diese Transportwege fithren zu einem Anstieg der [Na'];.
Die Na'/K* ATPase (i) ist der einzige Weg, Na" unter Ruhebedingungen aus der Zelle zu entfernen. Abkiirzungen:
NKCC1: Na*-K*-2CI-Cotransporter, EAAT: excitatory amino acid transporter (Glutamattransporter); GAT:
GABA-Transporter; Na“ channels: Na*-Kanéle; iGluRs: ionotrope Glutamatrezeptoren; P2XRs: ionotrope
Purinrezeptoren; ASIC: acid sensing ion channel (Séuresensitiver lonenkanal); ENac: epithelialer Na'-Kanal;
TRP: transient receptor potential Kanal; Nay: Na*-Kanal, durch extrazellulidres Na" aktiviert; NCX: Na*-Ca?*-
Austauscher; NHE: Na'-H"-Austauscher; NBC: Na"-Bikarbonat-Austauscher. Fiir weitere Erlduterungen: siche
Text. Angepasst mit Genehmigung aus (Kirischuk et al., 2012).
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und dem damit einhergehenden ATP-Verbrauch der NKA bei. AuBlerdem wird der pH in
Astrozyten und Neuronen durch den Na“-H"-Austauscher reguliert (Abb. 9; NHE, engl.: Na*-
H*-Exchanger), der Na" in die Zelle und im Tausch H" aus der Zelle hinausbewegt. Dies ist
wichtig, da im Zellmetabolismus H' als Nebenprodukte anfillt, und die Zelle so ohne den NHE
ansduern wiirde (Chesler, 2003).

Neben dem pH ist auch Ca?" an den Na*-Gradienten gekoppelt. Ca*" muss intrazellulr,
wie eingangs bereits erwdhnt, aufgrund seiner second messenger Eigenschaften (Hardingham
und Bading, 1999) bei einer niedrigen Konzentration gehalten werden. Dies wird neben ATP-
hydrolysierenden Pumpen auch durch den Na*-Ca?*-Austauscher (Abb. 9; NCX, engl.: Na*-
Ca’*-Exchanger) realisiert. Dieser transportiert unter Ruhebedingungen Na* in das Zellinnere
und im Gegenzug Ca*" in den ECS (Rose et al., 2020). Abhingig von der [Na*]i und dem damit
verbundenen Membranpotential kann der NCX seine Transportrichtung jedoch umkehren und
so neben der NKA einen weiteren Weg zum Na™-Export bieten (Oschmann et al., 2017,
Ziemens et al., 2019).

Insgesamt wird deutlich, wie viele zelluldre Funktionen und Prozesse sowohl in
Neuronen als auch in Astrozyten von der physiologischen Na“-Homdostase und dessen
einwértsgerichteten Gradienten abhéngig sind. Es ist daher nicht iiberraschend, dass iiber die
Hilfte der im Gehirn verfiigbaren Energie aufgewendet wird, um mit Hilfe der NKA den Na'-
Gradienten aufrecht zu erhalten (Howarth et al., 2012).

4. Das Gehirn unter Energiemangel

Aus den vorangegangenen Kapiteln wird ersichtlich, dass die ungestorte Funktion der
NKA und damit der Erhalt des einwirtsgerichteten Na'-Gradienten die Grundlage fiir die
Gehirnfunktion bildet. Um dies zu gewéhrleisten ist eine konstante Versorgung des Gehirns mit
Glukose und Sauerstoff iiber das Blut nétig, da Energie in Form von ATP fiir die NKA-Funktion
benotigt wird. In verschiedenen Krankheitsbildern, wie z.B. einem Schlaganfall, kann diese
Versorgung mit Energiemetaboliten gestort sein, was schon nach kurzer Zeit zu zelluldren
Schiden fithren kann. Mit jéhrlich 500.000 assoziierten Todesféllen in den USA (Nedergaard
und Dirnagl, 2005) und 62.000 in Deutschland (Heuschmann et al., 2010) zdhlen Schlaganfille
mit zu den haufigsten Todesursachen weltweit, weshalb die Forschung auf diesem Gebiet von
grofler Relevanz ist. Demnach sind die zelluliren Folgen von Energiemangel des Gehirns

zentraler Teil dieser Arbeit.
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4.1 Die Beeintrdichtigung des Gehirns durch einen ischdmischen Schlaganfall

Waihrend eines ischdmischen Schlaganfalls kommt es zu einer Verstopfung eines oder
mehrerer Blutgefdle des Hirns. Hierdurch wird der Blutfluss im betroffenen Areal reduziert
und reicht nicht mehr aus, um den hohen Energiebedarf der vielféltigen zelluliren Prozesse zu
decken, was zu einem schnellen Abfall des intrazelluldren ATPs fiihrt. Im ischdmischen Kern
sinkt der Blutfluss auf unter 20% ab (Abb. 10) (Kaufmann et al., 1999). Der Verlust der
Versorgung mit Sauerstoff und Glukose verhindert die ATP-Produktion durch Glykolyse und
oxidative Phosphorylierung und fithrt in wenigen Minuten zur Erschopfung der
Energiereserven, was in einem Zusammenbruch der Ionengradienten, Depolarisation,
Zellschwellen und letztendlich irreversiblem Schaden resultiert. Um den ischdmischen Kern
herum liegt die Penumbra (Abb. 10), in der der Blutfluss auf 20-40% reduziert ist (Dirnagl et
al., 1999; Moskowitz et al., 2010). Der Energiemetabolismus der Zellen in dieser Region ist

hierdurch stark beeintrdchtigt, der Zelltod kann hier jedoch durch rechtzeitige Reperfusion

Cerebral blood flow 30 s after onset of ischemia >2 min (after first SD)

iscl ia

normal
perfusion

Abbildung 10: Ausbreitung von Infarktwellen wdhrend Ischdmie. Im ischdmischen Kern (core) ist der cerebrale
Blutfluss komplett inhibiert. Um den Kern herum liegt die innere und duflere Penumbra (ip, op). Infarktwellen
(SDs) breiten sich vom Kern her in Richtung der Penumbra aus (Pfeile). Angepasst mit Genehmigung aus (Dreier
etal., 2017)

verhindert werden (Gerkau et al., 2017). Die Fahigkeit der Zellen, sich erholen zu kénnen, wird
jedoch durch sich ausbreitende Infarktwellen (SDs, engl.: spreading depolarizations)
beeintrichtigt, die vom Kern in die Penumbra eindringen (Pietrobon und Moskowitz, 2014).
Diese gehen unter anderem mit einer (anfangs noch vollstindig reversiblen) Akkumulation von
Glutamat und K* im ECS und einem Zusammenbruch der Ionenhomdostase einher (Abb. 11)
(Takano et al., 2007). Dies depolarisiert die Zellen der Penumbra und setzt sie so wiederholt
starker metabolischer Belastung aus, was letztendlich zur Ausbreitung der Kernregion in die

Penumbra hinein fiihrt.
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Abbildung 11: Anderung der extrazelluliren lonenkonzentrationen Homéoostase eingeschrinkt, da dieser
wéhrend corticaler Infarktwellen (CSD: cortical spreading
depression). Entlang der Front der Infarktwelle akkumulieren
Glutamat und K* im Extrazelluldrraum. Die Konzentration von Na*,
CI und Ca*", sowie die extrazelluldre Spannung fallen parallel dazu
ab. Angepasst mit Genehmigung aus (Pietrobon und Moskowitz, gekoppelt ist (Danbolt, 2001).
2014)

Prozess, wie zuvor  bereits

beschrieben, an den Na"-Gradienten

Zudem kann es durch die erhohte
[Na']i zu einer Umkehr der EAATs kommen, wodurch sie Glutamat in den ECS freigeben und
so die extrazelluldre Glutamatkonzentration weiter erhéhen (Rossi et al., 2000). Sind die
Energiereserven in den Zellen der Penumbra erschopft, fiihrt die stetige Akkumulation von
extrazellulirem Glutamat zu weiterem Einstrom von Na™ und Ca?" iiber ionotrope Rezeptoren,
weiterer Freisetzung von Ca®" aus internen Speichern, Anséuerung der Zellen, Zellschwellen
und letztendlich dem Zelltod. Diese Riickkopplungsschleife von extrazellulirem Glutamat, die
die Energiereserven des Gehirns leert und zu Schiddigungen der Zellen fiihrt, wird als
»Exzitotoxizitit* bezeichnet (Choi und Rothman, 1990).

Ein wichtiger Faktor, der einen erheblichen Beitrag zum zelluldren Schwellen wihrend
des ischamischen Schlaganfalls leistet, ist der TRPV4 Kanal (engl.: transient receptor potential

vanilla 4) (Meyer et al., 2022). Hierbei handelt es sich um osmotisch gesteuerte unspezifische
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Ionenkanéle, die in Neuronen und Astrozyten (Yu et al., 2019) aber auch in vielen anderen
Zellen des Korpers wie im vaskuldren System exprimiert werden (Hatano et al., 2013; White et
al., 2016). Sie besitzen eine hohe Ca?'- und moderate Na*-Leitfihigkeit (Yu et al., 2019) und
tragen unter inhibiertem Energiemetabolismus entscheidend zur Bildung von Hirn6demen und
Zellschwellen bei (Jie et al., 2015; Hoshi et al., 2018).

Die Vulnerabilitit von Neuronen und Astrozyten gegeniiber eingeschranktem
Energiemetabolismus unterscheidet sich zudem stark: Astrozyten zeigen sich in diversen
Studien als widerstandsfédhiger gegen Energiemangel als Neurone (Nedergaard und Dirnagl,
2005; Rossi et al., 2007). Dieser Umstand kann zum einen durch den bereits erwahnten
astrozytiren Glykogenspeicher zu begriinden sein, den Astrozyten unter hypoglykdmischen
Bedingungen zur Energiegewinnung verwenden konnen (Wender et al., 2000; Brown, 2004).
Neurone besitzen keinen solchen Energiespeicher und sind dadurch anfilliger fiir energiearme
Zustidnde wie die Ischdmie. Zudem weisen Neurone wie eingangs beschrieben einen deutlich
hoheren  ATP-Verbrauch unter Ruhebedingungen und wihrend glutamaterger
Signaliibertragung von bis zu 60% der verfiigbaren Energie auf, der vor allem auf die NKA
zuriickgeht (Lennie, 2003; Howarth et al., 2012). Unter ischdmischen Bedingungen wird dieser
Verbrauch durch die permanent erhéhte Glutamatkonzentration im ECS vor allem in Neuronen
durch NMDA-R vermittelte Na'-Einstrome weiter potenziert (Gerkau et al., 2018). Somit sind
wéhrend transientem Energiemangel vor allem Neurone von nekrotischem Zelltod betroffen,

wihrend Astrozyten dies besser kompensieren konnen (Pulsinelli, 1985; Martin et al., 1998).
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5. Ziel dieser Arbeit

Wie bereits in der Einleitung betont, ist die konstante Produktion von ATP fiir das
Uberleben der Neurone und Astrozyten von entscheidender Bedeutung, da es als
Hauptenergietrager im Gehirn eine zentrale Rolle einnimmt. Es wird in vielen Prozessen fiir
den Haushalt der Zellen verwendet, und zum GroBteil, um den einwirtsgerichteten Na'-
Gradienten aufzubauen und aufrecht zu erhalten, sowohl unter Ruhebedingungen als auch bei
synaptischer ~ Aktivitit. Hier sorgt der Einstrom von Na' iiber verschiedene
Transportmechanismen fiir den Verbrauch von ATP durch die NKA, wobei verschiedene
Einstromwege je nach Menge an eintretendem Na" unterschiedlich stark zu diesem beitragen.

Vorangegangene Studien unseres Instituts haben bereits den Anstieg von Na“ und Abfall
von ATP in Zellen des Mausgehirns sowohl unter physiologischen Bedingungen wie
synaptischer Stimulation (Gerkau et al., 2019b), als auch unter pathophysiologischen
Bedingungen wie Epilepsie-dhnlicher Netzwerkaktivitit (Karus et al., 2016; Gerkau et al.,
2019b; Lerchundi et al., 2020) oder chemisch induziertem Schlaganfall-dhnlichem
Energiemangel (Gerkau et al., 2018; Lerchundi et al., 2019b) gezeigt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist nun, den Zusammenhang zwischen Na'-Einstrom und
ATP-Abfall des Gehirns zu beleuchten und zu charakterisieren. Der Einfluss verschiedener
Wege des Na'-Einstroms auf die intrazellulire ATP-Konzentration von Neuronen und
Astrozyten soll mit Hilfe von bildgebender Fluoreszenzmikroskopie wahrend glutamaterger
synaptischer Ubertragung und chemisch induzierten ischimischen Bedingungen untersucht und
quantifiziert werden. Vor allem letzteres soll Aufschluss iiber die ersten kritischen Minuten
eines ischdmischen Schlaganfalls geben, in denen die betroffenen Zellen in der Penumbra durch
rechtzeitige Reperfusion gerettet werden konnen und so Hinweise auf potentielle therapeutische

Ansiétze liefern.

6. ATP- und Na*-Detektion in lebenden Zellen

Um Anderungen der ATP-Konzentration in lebenden Zellen messen zu konnen, wurde
im Rahmen dieser Arbeit der Nanosensor ATeam1.03"EMK (| ATeam*) (Imamura et al., 2009;
Lerchundi et al., 2019a) verwendet, da sich dessen dynamischer Bereich in sifu genau im
Bereich der angenommen intrazelluliren ATP-Konzentration von ~2 mM in Zellen des
GroBhirns befindet (Fukuda et al., 1983; Toloe et al., 2014; Pathak et al., 2015). Dieser basiert
auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET; Abb. 12). Hier wird

Energie von einem Fluoreszenzprotein mit niedriger Emissionswellenldnge (,,Donor*) auf eines
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mit hoherer Emissionswellenldnge (,,Akzeptor®) iibertragen. Wichtig ist dabei, dass das
Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors iiberlappt (Clegg,
1995). Wird das Donormolekiil durch Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt, kann man
so durch den Energietransfer das Fluoreszenzlicht des Akzeptors detektieren. Beide
Fluoreszenzproteine miissen rdumlich nah (wenige Nanometer) zueinander gelegen sein
(Clegg, 2009), damit die Energieilibertragung stattfinden kann. Im Fall von ATeam sind Donor
(enhanced cyan fluorescent protein, eCFP) und Akzeptor (Venus) durch die e-Untereinheit der
bakteriellen FoFi-ATP-Synthase verbunden, welche ATP mit hoher Spezifitit binden kann
(Kato-Yamada und Yoshida, 2003). Ist ATP an das Verbindungsprotein gebunden, ist dessen
Konstellation so, dass Donor und Akzeptor raumlich nah zueinander stehen, wodurch FRET
ermdglicht wird und man emittierte Fluoreszenz des Akzeptors detektieren kann. Liegt der
Sensor in ATP-ungebundener Form vor, findet eine Konformationsidnderung statt, wodurch
Donor und Akzeptor weiter auseinander liegen. Hierdurch wird die Effizienz des
Energietransfers eingeschriankt, wodurch weniger Akzeptor- und mehr Donorfluoreszenz

detektiert werden kann (Abb. 12). Gleichzeitiges Messen der Donor- und Akzeptorfluoreszenz

ATP-f ATP-
434 nm‘ ree \ bound

mm-»*%”?

ATP
<::.

(a)

(b)
fluorescence emission fluorescence ratio (Venus/eCFP)

Venus eCFP basal condition chemical ischemia
= 1]

Abbildung 12: Imaging des intrazelluliren ATPs mit ATeam1.03"*K_A) Schema der Funktionsweise von
ATeam. Anregung erfolgt bei 434 nm, die Emission liegt bei 475 nm (Donor) und 527 nm (Akzeptor). Unter
Abwesenheit von ATP liegen Donor und Akzeptor weit auseinander, die Donorfluoreszenz iiberwiegt. Bei
Anwesenheit von ATP liegen beide nah beieinander, FRET kann stattfinden und die Akzeptorfluoreszenz
iberwiegt. B) Links: Fluoreszenzbilder von Venus (Akzeptor) und eCFP (Donor). Rechts: ATeam-Ratio unter
Ruhebedingungen und wihrend chemischer Ischdmie. Blaue Farben reprasentieren geringe ATeam-Ratio (und
damit ATP-Gehalt), gelb hohe. MaBstabsbalken 10 pM. Angepasst mit Genehmigung aus (Lerchundi et al.,
2019b).
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und das Errechnen des Quotienten der beiden (Venus/eCFP, ,,ATeam-Ratio*) kann so als Mal}
fiir die intrazelluldire ATP-Konzentration verwendet werden (Imamura et al., 2009).

Die Messungen mit ATeam wurden in organotypischen Hirnschnittkulturen
durchgefiihrt. Dies sind Hirnschnitte der Maus, die auf eine semipermeable Biomembran
tibertragen und anschlieBend in einem Brutschrank bei 36 °C gehalten werden. Zu Beginn des
Kultivierungsprozesses kann iiber Adeno-assoziierte Viren (AAV; Abb. 13) der offene
Leserahmen fiir ATeam in die Zellen eingebracht werden, sodass diese den Sensor selbst
exprimieren. Dieser Leserahmen ist einem Zelltyp-spezifischen Promotor nachgeschaltet,
wodurch die Expression von ATeam entweder nur in Astrozyten (Promotor: glial fibrillary
acidic protein, GFAP; engl. fir saures Gliafaserprotein) oder nur in Neuronen (Promotor:
Synapsinl) stattfindet (Lerchundi et al., 2019a). Durch die spezifische Expression des Sensors
in nur einem Zelltyp konnen Interferenzen von Signalen aus den jeweils anderen Zelltypen
wihrend der Messungen vermieden werden. ATeam eignet sich daher als perfektes Werkzeug,

um Anderungen des ATP-Gehalts im Maushirn Zelltyp-spezifisch experimentell zu bestimmen.

Organolypic Slice Cultures
Derived from
Parasagittal Hippocampus Slices

: DIV 1-3: Transduction
T with Adeno-Associated Viral Vectors

Astrocyte Specificity

0~ hGFAP (- ATeam1.037H 49 @ o

Promoter Transgene

Neuron Specificity

@— hSyn1 - ATeam1.03"EK
Promoter Transgene
el 0.5 pl AAV
T~ i (1:2-1:4)
Direct :
Application :
I| .............. Y —— |

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Transfektion von organotypischen Hirnschnitten mit dem genetisch
kodierten Sensor ATeaml.03"*MK QOrganotypische parasagittale Hirnschnitte werden innerhalb der ersten drei
Tage in Kultur mit einem Adeno-assoziierten Virus transfiziert, der entweder den astrozytenspezifischen Promotor
hGFAP oder den neuronenspezifischen Promotor hSynapsinl und die Sequenz fiir die Expression von
ATeam1.03YEMK enthélt. Verdiinnte Aliquots wurden direkt auf die Schnitte appliziert. Angepasst mit
Genehmigung aus (Lerchundi et al., 2019a)

18



Um Anderungen der [Na']i zu messen, wurde in dieser Arbeit die Technik der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Hierzu wurde ein organotypischer
Maushirnschnitt mit Hilfe einer feinen Glaspipette mit dem Na'-sensitiven Ionenindikator JON
NaTRIUM Green-2 (ING-2) beladen (Meyer et al., 2022). Um Neurone und Astrozyten
voneinander zu unterscheiden, wurden die Hirnschnitte vorher zusétzlich mit dem
astrozytenspezifischen Farbstoff Sulforhodamin 101 gefarbt (SR101; Abb. 20) (Kafitz et al.,
2008). ING-2 erfihrt bei Na* Bindung eine Anderung in seinen spektralen Eigenschaften,

sodass seine Fluoreszenzintensitét bei steigender [Na]i zunimmt (Meyer et al., 2022).

7. ATP-Anderungen unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen

Zelluldre Aktivitdt im Gehirn verbraucht bereits unter Ruhebedingungen konstant ATP
(Lennie, 2003; Harris et al., 2012). Dieser Verbrauch wird durch neuronale Aktivitit sowie
durch Krankheitsbilder erhoht und die Wiederherstellung des verbrauchten ATPs teils
beeintrichtigt (Hertz, 2008). Um erstmalig detaillierte Aufschliisse tiber den Verbrauch und die
Wiederherstellung von ATP wiéhrend physiologischer und pathologischer Konditionen zu
erhalten, wurden in dieser Arbeit Messungen mit ATeam im Hippocampus und im
somatosensorischen Cortex in organotypischen Hirnschnitten der Maus unter verschiedenen
pharmakologischen Manipulationen durchgefiihrt. Die wichtigsten Ergebnisse werden im

Nachfolgenden diskutiert.

7.1 Glutamat induziert ATP-Anderungen in corticalen und hippocampalen Astrozyten

Glutamat ist der wichtigste erregende Neurotransmitter des Gehirns (Danbolt, 2001).
An der glutamatergen Synapse bindet freigesetztes Glutamat an die postsynaptischen AMPA-,
Kainat- und NMDA-Rezeptoren und ermdglicht so die Signaliibertragung durch den Einstrom
von Na'. Astrozyten des Cortex besitzen jedoch, im Gegensatz zu denen des Hippocampus,
auch funktionelle NMDA-R (Schipke et al., 2001; Lalo et al., 2011), die ebenfalls unter
Anwesenheit von Glutamat einen messbaren astrozytirem Na'-Einstrom vermitteln. Dies
konnte ebenfalls in vorangegangen Arbeiten bestitigt werden (Ziemens et al., 2019). In
Anbetracht der engen Kopplung zwischen Na“ und ATP wirft dies zwingend die Frage auf, ob
der gemessene Na'-Einstrom zu einer messbaren Reduktion des zelluldren ATPs in Astrozyten

fihrt.
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Hierzu wurden im Rahmen dieser Studie Hirnschnittkulturen, die ATeam in Astrozyten
exprimieren, untersucht. Diese wurden fiir 10 Sekunden 1 mM Glutamat in der umspiilenden
artifiziellen Cerebrospinalfliissigkeit (ACSF) ausgesetzt. Dies fiihrte in Astrozyten des Cortex
zu einem groferen Abfall des zelluldren ATPs als im Hippocampus. Dieser Abfall lie sich im
Cortex abschwichen, indem die NMDA-R mit Hilfe des Inhibitors AP5 geblockt wurden (Abb.
14). Diese Ergebnisse legen nahe, dass der gemessene Glutamat-induzierte ATP-Abfall in
Astrozyten in der Tat zu einem substanziellen Anteil durch den NMDA-R-vermittelten Na*-
Einstrom erzeugt wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden in Kollaboration mit

Thapaliya et al. 2023 verdffentlich (Thapaliya, Pape, et al., 2023).
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Abbildung 14: Glutamat-induzierter Abfall von ATP in corticalen und hippocampalen Astrozyten. Links:
Astrozytire ATP-Anderungen im Cortex (blau) und Hippocampus (gelb) durch 10 s Glutamateinwasch (Pfeil).
Gezeigt sind die Spuren jeweils einer Messung, diinne Linien représentieren einzelne Zellen, dicke Linien die
Mittelwerte dieser. Rechts: Box-Plots der Anderungen der ATeam-Ratio bei Glutamateinwasch im Cortex (Ctx)
und Hippocampus (Hc) unter Kontrollbedingungen (Control) und unter Anwesenheit des NMDA-R-Blockers
APV. Gezeigt sind einzelne Datenpunkte (graue Diamanten), Mittelwert (Quadrat), Median (Querlinie), 1Q50
(Box) und SD (Whisker). **P < 0.01; ***P < 0.001; n.s. = nicht signifikant. Angepasst mit Genechmigung aus
(Thapaliya et al., 2023).

7.2 Chemisch induzierte Ischdmie sorgt fiir einen ATP-Abfall in Neuronen und Astrozyten

Um die neuronale und astrozytdre Funktion zu gewéhrleisten, ist die konstante
Produktion von ATP durch die Glykolyse und die oxidative Phosphorylierung unabdingbar.
Diese ist in einigen Krankheitsbildern, wie dem ischdmischen Schlaganfall, nicht mehr
gegeben. Um die Auswirkung von ischdmischen Schlaganfillen auf die ATP-Homdostase zu
untersuchen, wurden organotypische Hirnschnitte einer glukosefreien Losung ausgesetzt, die
pharmakologische Inhibitoren 2-DG (2-Deoxyglukose, 2 mM; Glukoseanalogon, das die

20



Glykolyse inhibiert) (Woodward und Hudson, 1955) und NaN3 (Natriumazid, 5 mM; Inhibitor
der Cytochrom C-Oxidase in der mitochondriellen Elektronentransportkette) (Swanson, 1992)
enthdlt (Abb. 15). Da diese Behandlung die Zustinde eines ischdmischen Schlaganfalls
simuliert, wird sie im Folgenden als chemische Ischdmie bezeichnet.

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen einen Abfall des intrazelluldren ATPs wéhrend
chemischer Ischdmie in Neuronen und Astrozyten in organotypischen Hirnschnitten der Maus
(Eitelmann, ..., Pape, et al., 2022; Pape und Rose, 2023; Everaerts, Thapaliya, Pape, et al.,
Eingereicht). Interessanterweise fiihrte die alleinige Inhibition der Glykolyse zu keinem
detektierbaren ATP-Abfall (Abb. 15). Dies ist im Einklang mit vorangegangenen Experimenten
in akuten Hirnschnitten (Karus et al., 2015) und Zellkultur (Rose et al., 1998), die zeigten, dass
ein Block der Glykolyse keinen Effekt auf die Na“-Homoostase in Neuronen und nur einen
vernachldssigbar geringen auf die in Astrozyten hat. Inhibition der mitochondriellen
Zellatmung hingegen fiihrte zu einem deutlich detektierbaren Abfall der ATeam-Ratio in
beiden Zelltypen (Abb. 15). Hierbei ist auffillig, dass die ATP-Reduktion bei chemischer

Ischdmie groer war, als die Summe der beiden einzelnen Inhibitionen. Dem ATP-Verlust in
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Abbildung 15: ATP-Anderungen bei eingeschrinktem Energiemetabolismus. A) Konfokale Aufnahme der
ATeam-Fluoreszenz in Neuronen (Synapsinl-Promotor; links) und Astrozyten (GFAP-Promotor; rechts). B)
Anderungen der ATeam-Ratio in einzelnen Neuronen und Astrozyten durch I-miniitige Perfusion mit
glukosefreier Losung und 2 mM 2-Deoxyglukose (2-DG; Oben), 5 mM Natriumazid (NaN3; Mitte), und einer
Kombination aus beidem (Chemische Ischdmie; Unten), wie durch die grauen Késten angedeutet. C) Box-Plots
der Anderungen der ATeam-Ratio in Neuronen und Astrozyten wihrend der in (B) beschriebenen Manipulationen
(c.i. = Chemische Ischimie). Gezeigt sind einzelne Datenpunkte (graue Diamanten), Mittelwert (Quadrat), Median
(Querlinie), IQ50 (Box) und SD (Whisker). Sterne zeigen Signifikanzen zwischen verschiedenen Manipulationen
fiir einen Zelltyp, Rauten zeigen Signifikanzen zwischen Neuronen und Astrozyten fiir eine Manipulation. **P <
0.01; ***/##P < (,001. Angepasst mit Genehmigung aus (Pape und Rose, 2023).
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Astrozyten gingen kurze, geringe Anstiege voraus, ein Verhalten, das nicht bei Neuronen
beobachtet werden konnte (Abb. 15). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine erhohte [K']e,
wie sie zum einen wihrend Ischdmie aufgrund der fehlenden NKA-Aktivitdt vorherrscht
(Gerkau et al., 2018), sowie neuronale Stimulation die astrozytire ATP-Produktion anregen
konnen (Fernandez-Moncada et al., 2018; Lerchundi et al., 2019b). Diese Produktion ist
vermutlich auf Aktivierung des NBCel als Folge der erhohten [K']e zuriickzufiihren (Deitmer
und Rose, 2010; Bittner et al., 2011; Chatton et al., 2016). Dies konnte hier in der initialen
Phase der chemischen Ischdmie den ATP-Verlust in Astrozyten {iberschreiben.

Der ATP-Abfall wurde stérker, je linger die chemische Ischdmie induziert wurde, wobei
beide Zelltypen bei 10 min ein Plateau in ihrer ATeam-Ratio aufwiesen (Abb. 16). Dies deutet
auf eine komplette Erschopfung des intrazelluliren ATPs hin. Mit Hilfe unserer
vorangegangenen  Kalibrierung  fiir

ATeam (Lerchundi et al., 2020) konnten
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2014; Pathak et al., 2015) und trdgt durch eine neue Methode zur Bestimmung der ATP-
Konzentration unter Ruhebedingungen weiter zum fundamentalen Verstidndnis der Physiologie
der Zellen des Gehirns bei. Die hohere ATP-Konzentration in Ruhe war im Kontext des hheren
Energiebedarfs von Neuronen im Vergleich zu Astrozyten durch ihre Signalaktivitit zu
erwarten (Lennie, 2003; Harris et al., 2012).

Neurone reagierten zudem in allen untersuchten Zeitspannen mit einem stiarkeren Abfall
des ATP als Astrozyten (Abb. 16). Diese hohere Empfindlichkeit von Neuronen gegeniiber
Energiemangel wurde in anderen Studien bereits gezeigt und ist wie eingangs beschrieben
wahrscheinlich auf ihre hohere Dichte an NMDA-R (Kawasaki et al., 1990; Rose und Konnerth,
2001) in Verbindung mit der exzitotoxischen extrazelluldren Glutamatkonzentration (Choi und
Rothman, 1990; Schurr et al., 1995) und das Fehlen von Glykogenspeichern, wie Astrozyten
sie besitzen (Rossi et al., 2000; Wender et al., 2000), zuriickzufiihren. In einer Kollaboration
mit Ziebarth et al. konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass Glutamat im ECS in
organotypischen Hirnschnitten wéhrend chemisch induzierter Ischédmie in der Tat akkumuliert.
Ein Manuskript, welches diese Ergebnisse beinhaltet wird in den ndchsten Wochen eingereicht
(Ziebarth, Pape, et al., in Vorbereitung). Der Unterschied in der Vulnerabilitét ist ebenfalls
erkennbar in der Féhigkeit der Zellen, sich von der chemischen Ischdmie zu erholen. Wahrend
Neurone bei 5 Minuten Schwierigkeiten zeigten, zu ihrem initialen ATP-Level zuriickzukehren
und nach 10 Minuten Ischdmie nur noch 50% des anfdnglichen Wertes erreichten, wo sich
moglicherweise ein pathologisches Equilibrium (Dijkstra et al., 2016) einstellte, konnten
Astrozyten nach jeder Ischdmie-Dauer zu mindestens 95% ihrer Baseline zuriickkehren (Abb.
16).

Insgesamt zeigt diese Studie, dass transiente chemische Ischimie den ATP-Gehalt von
Neuronen und Astrozyten vorriibergehend erniedrigt, wovon Neurone unabhédngig von der
Dauer der Ischdmie stirker betroffen waren als Astrozyten und groflere Schwierigkeiten

zeigten, sich von dieser zu erholen.
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7.3 Einfluss des Na*-Einstroms auf ATP-Levels wihrend chemischer Ischimie

Der Hauptverbraucher der Energie im Gehirn ist die NKA, die so den Na'-Gradienten
aufrechterhilt (Somjen, 2004). Als direkte Konsequenz daraus sind Anderungen der [Na']; eine
der ersten Folgen von ATP-Mangel des Gehirns (Hansen, 1985; Somjen, 2004; Hertz, 2008),
was eine Depolarisation der Zellen und weiteren Na*-Einstrom mit sich bringt. Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss der verschiedenen Wege des Na'-Einstroms auf
den ATP-Abfall wéhrend ischdmischen Konditionen in Neuronen und Astrozyten zu

untersuchen.
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Abbildung 17: Einfluss verschiedener Wege des Na'-Einstroms auf Ischimie-induzierte ATP-Anderungen. A-C)
Anderungen der ATeam-Ratio in einzelnen Neuronen (links) und Atrozyten (Mitte) bei 1-miniitiger chemischer
Ischdmie (grauer Kasten). Graue Spuren zeigen Kontrollmessungen, rote Spuren zeigen Messungen in Anwesenheit
von 0.5 uM TTX (A), 1 uM TFB-TBOA (TBOA; B), oder 100 uM AP5 (C). Box-Plots (rechts) zeigen die
maximalen Anderugen der ATeam-Ratio bei chemischer Ischiimie (c.i.) in Ab- und Anwesenheit der Inhibitoren.
Gezeigt sind einzelne Datenpunkte (graue Diamanten), Mittelwert (Quadrat), Median (Querlinie), IQ50 (Box) und
SD (Whisker). Sterne zeigen Signifikanzen zwischen verschiedenen Manipulationen fiir einen Zelltyp, Rauten
zeigen Signifikanzen zwischen Neuronen und Astrozyten fiir eine Manipulation. *P < 0.05; **P < 0.01; ***/##p <
0.001. Verwendet mit Genehmigung aus (Pape und Rose, 2023).
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Waihrend Aktionspotentialen wird der neuronale Na'-Einstrom durch TTX-sensitive
Nav vermittelt (Miiller und Somjen, 2000). Inhibition der Nay durch den selektiven Blocker
TTX (0.5 uM) (Narahashi, 2008) reduzierte den ATP-Abfall wihrend chemischer Ischimie um
65% in Neuronen und 30% in Astrozyten (Abb. 17). Obwohl letztere diese Kanéle nicht
exprimieren (Verkhratsky und Nedergaard, 2018), zeigte deren Inhibition einen deutlichen
Effekt auf den ATP-Verlust, was indirekt durch weniger neuronale Erregung und damit
verbundene Ausschiittung von Glutamat und K' zu erkldren ist. Stark aktive Nay in
organotypischen hippocampalen Hirnschnitten fiihrten in vorangegangenen Studien zu
zelluldiren Schiaden (Kovécs et al., 1999), was den starken Effekt ihrer Inhibition in der
vorliegenden Studie erkldren konnte.

Ein weiterer wichtiger Weg des Na'-Einstroms in Pyramidenzellen sind die NMDA-R,
sowohl wihrend physiologischer (Rose und Konnerth, 2001; Mondragao et al., 2016) als auch
pathophysiologischer Bedingungen (Gerkau et al., 2018). Dementsprechend zeigte sich der
Einfluss von NMDA-R als substanziell, ihre pharmakologische Inhibition reduzierte den ATP-
Verlust in Neuronen um 40% (Abb. 17). In Astrozyten wurde die funktionelle Expression von
NMDA-R ebenfalls nachgewiesen (Schipke et al., 2001; Ziemens et al., 2019). Entsprechend
waren diese fiir 15% des ATP-Abfalls in Astrozyten verantwortlich (Abb. 17).

Astrozyten nehmen Na* zum groBen Teil wihrend der Glutamataufnahme iiber EAATSs
auf (Bozzo und Chatton, 2010). Die physiologische Relevanz dieser Transporter wurde bei ihrer
pharmakologischen Inhibition deutlich, da sie in wenigen Minuten zu einer Abnahme des ATPs
fiihrte, noch bevor die chemische Ischdmie induziert wurde (Abb. 17). Diese Abnahme wurde
begleitet von sichtlicher Verschlechterung der Schnittpriparate, ein Phinomen, das so schon in
akuten Hirnschnitten gezeigt werden konnte (Gerkau et al., 2018). Neurone wurden hiervon
stirker betroffen als Astrozyten. Dies bestitigt Erkenntnisse fritherer Studien, die einen
Zusammenbruch der Na'-Homoostase durch inhibierte Glutamataufnahme (Langer und Rose,
2009; Karus et al., 2016) aufgrund der langen erhdhten Priasenz von Glutamat im ECS
(Jabaudon et al., 1999) =zeigten. Trotz der drastischen Folgen der gehinderten
Glutamataufnahme fiir die zelluldiren ATP-Levels wurden diese durch chemische Ischdmie
weiter reduziert, was in Neuronen zu dhnlichen Niveaus wie wihrend der kompletten Depletion
nach 10 Minuten Ischdmie flihrte (vgl. Abb. 16).

Neben den Mechanismen des Na'-Einstroms, die unmittelbar mit glutamaterger
Aktivitit in Verbindung stehen, werden durch den gestorten Na'-Gradienten unter
ischdmischen Bedingungen zahlreiche weitere Transportmechanismen beeinflusst, die an

diesen gekoppelt sind. Hierzu zéhlt unter anderem der in Astrozyten exprimierte NBC
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(Theparambil et al., 2014). In einer Kooperation mit Everaerts et al. konnte durch seine
pharmakologische Inhibition mit Hilfe des NBC-spezifischen Blockers S0859 (Ch'en et al.,
2008) gezeigt werden, dass er wihrend chemischer Ischdmie zur Na'-Beladung und ebenfalls
zum damit assoziierten Verbrauch von ATP in Astrozyten beitrdgt (Abb. 18) (Everaerts,

Thapaliya, Pape, et al., Eingereicht).
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Abbildung 18: Einfluss des NBC auf Ischimie-induzierte ATP-Anderungen. Links: Anderungen der ATeam-Ratio
in einzelnen Astrozyten bei chemischer Ischdmie (roter Kasten). Die graue Spur zeigt eine Kontrollmessung, die
orangefarbene Spur zeigt eine Messung in Anwesenheit von S0859. Rechts: Box-Plots der maximalen
Anderungen der ATeam-Ratio bei chemischer Ischimie unter An- und Abwesenheit des NBC-Inhibtors S0859.
Gezeigt sind einzelne Datenpunkte (Kreise), Mittelwert (Quadrat), Median (Querlinie), IQ50 (Box) und SD
(Whisker). ***/#%P < (0.001. Verwendet mit Genehmigung aus (Everaerts et al., Eingereicht).

Diese Arbeit zeigt die Relevanz und den direkten Einfluss von diversen Wegen des Na'-
Einstroms auf den ATP-Haushalt wihrend ischdmischen Konditionen sowohl fiir Neurone als
auch Astrozyten auf und hebt so die Rolle der NKA und den damit verbundenen Link zwischen

Energiemetabolismus und Na"-Homdstase hervor.
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7.4 Der TRPV4-Kanal trigt wihrend Energiemangel entscheidend zum ATP-Verlust bei

Neben den zuvor untersuchten glutamatergen Einstromwegen gibt es zahlreiche weitere
Pfade, iiber die Na" in die Zellen unter patho-/physiologischen Konditionen eintreten kann. Ein
Kanal, der kiirzlich als Weg des Na'-Einstroms in Neuronen wéhrend metabolischer Inhibition
identifiziert wurde, ist der TRPV4-Kanal (Meyer et al., 2022). Hierbei handelt es sich um einen
nicht-selektiven Kationenkanal, der durch verschiedene Stimuli wie osmotisches Zellschwellen
oder Hitze aktiviert wird (Vriens et al., 2004) und entscheidend zur Entwicklung von
ischdmischen Hirnédemen beitrdgt (Jie et al., 2015; Hoshi et al., 2018). Der in akuten
Hirnschnitten gezeigte TRPV4-abhingige Na'-Einstrom wihrend chemischer Ischdmie (Meyer
et al., 2022) konnte im Rahmen dieser Studie in organotypischen Hirnschnittkulturen ebenfalls
fiir Neurone und erstmals auch fiir Astrozyten gezeigt werden (Abb. 20). Analog zu den
glutamatergen Na'-Kanélen und -Transportern konnte die pharmakologische Inhibition von
TRPV4 aullerdem den Ischimie-bedingten ATP-Abfall reduzieren (Abb. 19). Diese

Erkenntnisse decken sich mit anderen Studien, die Expression von TRPV4 in beiden Zelltypen,
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sowie dessen Rolle fiir Ca®" Einstrome in der ischimischen Penumbra zeigen konnten
(Shibasaki, 2016; Rakers et al., 2017).

TRPV4-Kanile sind primér als Ca**-Kanile bekannt, ihre Leitfahigkeit fiir Na* ist im
Vergleich zu der fiir Ca®* eher gering (Yu et al., 2019). Daher wird fiir ihren starken Effekt auf
die Na'-Beladung wihrend chemischer Ischimie und den damit verbundenen Einfluss auf den
ATP-Verlust ein Zusammenspiel mit anderen Transportern angenommen (White et al., 2016).
So wurde beispielsweise die Interaktion zwischen TRPV4 und NMDA-R nachgewiesen
(Shibasaki et al., 2007; Li et al., 2013). Um zu untersuchen, ob die Reduktion in Na*-Beladung
und damit einhergehende ATP-Abfall wihrend chemischer Ischdmie durch diese Interaktion zu
begriinden ist, wurden beide Kanéle gemeinsam inhibiert. Dieser Doppelblock fiihrte zu einem
additiven Effekt, der Na" Einstrom und ATP-Verlust fast vollstindig verhindern konnte (Abb.
19, 20). Dies legt nahe, dass der Einfluss von TRPV4 auf Na" und ATP wihrend

eingeschrianktem Energiemetabolismus primér unabhéngig von NMDA-R zu sein scheint.
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Abbildung 20: TRPV4-abhdngiger Na*-Einstrom bei chemischer Ischdmie. A) Konfokale Aufnahme der SR101-
(oben links) und ING-2-Fluoreszenz (oben rechts). Unten: Merge beider Kanile (magenta: SR101; griin: ING-2;
Zellen, die mit beiden Farbstoffen gefarbt sind (Astrozyten) erscheinen weill. Malistabsbalken 50 uM. B)
Anderungen der ING-2-Fluoreszenz in einzelnen Neuronen (oben) und Astrozyten (unten) bei 1-miniitiger
chemischer Ischdmie (graue Kédsten) unter Kontrollbedinungen (dunkelgrau), in Anwesenheit von 10 pM HC (rot)
und von 10 pM HC kombiniert mit 100 uM AP5 (griin). C) Box-Plots der maximalen Anderungen der ING-2-
Fluoreszenz durch chemische Ischdmie ohne Thnhibtoren (c.i.) und unter Anwesenheit von HC und HC plus APS.
Gezeigt sind einzelne Datenpunkte (graue Diamanten), Mittelwert (Quadrat), Median (Querlinie), IQ50 (Box)
und SD (Whisker). Sterne zeigen Signifikanzen zwischen verschiedenen Manipulationen fiir einen Zelltyp,
Rauten zeigen Signifikanzen zwischen Neuronen und Astrozyten fiir eine Manipulation. *P < 0.05; **P < 0.01;
sk P < (0.001. Verwendet mit Genehmigung aus (Pape und Rose, 2023)
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7.5 Zusammenfassung

Seit einigen Jahren werden genetisch enkodierte Nanosensoren als robustes, etabliertes
Werkzeug benutzt, um eine Vielzahl von Energiemetaboliten, wie z.B. Laktat (San Martin et
al.,2013), NADH (Hung et al., 2011) oder ATP (Tantama et al., 2013; Lerchundi et al., 2019b;
Kohler et al., 2023) zu untersuchen. Diese Studie verwendet den Sensor ATeam].03YEMK
(Imamura et al., 2009), um den intrazelluldiren ATP-Haushalt wihrend physiologischer und
pathologischer Konditionen zu untersuchen.

Vorangegangene Studien konnten bereits den Glutamat-induzierten Einstrom von Na*
iiber NMDA-R in Neurone (Rose und Konnerth, 2001) und Astrozyten (Ziemens et al., 2019),
sowie den dadurch entstehenden Abfall in intrazellulirem ATP in Neuronen zeigen (Gerkau et
al., 2019b). Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals ebenfalls den NMDA-R vermittelten ATP-
Verlust bei Glutamatapplikation in Astrozyten (Thapaliya, Pape, et al., 2023).

Diese Arbeit unterstreicht zusitzlich die unterschiedliche Vulnerabilitit von Neuronen
und Astrozyten gegeniiber inhibiertem Energiemetabolismus und zeigt die ungleiche ATP-
Konzentration zwischen den beiden Zelltypen auf. Zudem konnte sie den Beitrag und die Rolle
verschiedener Wege des Na'-Einstroms zum Ischdmie-induzierten ATP-Verlust aufzeigen. Der
Hauptanteil wird durch spannungs- und glutamatabhingige Kanile vermittelt (Pape und Rose,
2023), wobei auch ein substanzieller ATP-Verbrauch vom glutamatunabhingigen NBC
abhingig ist (Everaerts, Thapaliya, Pape, et al., Eingereicht). Dariiber hinaus tragt der TRPV4-
Kanal entscheidend zur Na'-Beladung und dem ATP-Verlust wéhrend Ischdmie bei und bietet
somit einen vielversprechenden Behandlungsansatz fiir Betroffene eines ischdmischen
Schlaganfalls.

Insgesamt zeigt sich die starke Auswirkung von nur kurzzeitigem Energiemangel auf
den ATP-Haushalt und damit die Uberlebensfihigkeit der Zellen des Gehirns und die hohen
metabolischen Kosten des Na'-Einstroms, was die Notwendigkeit von schnellem Handeln

wihrend eines ischdmischen Schlaganfalls hervorhebt.
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