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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfahrung in die Thematik

Die vorliegende Arbeit beschatftigt sich mit der Aufnahme, Speicherung und Freisetzung
von Glutamat durch Astrozyten im Zentralnervensystem (ZNS). Stérungen der
Glutamat-Homoostase  sind klinisch hochrelevant und werden fir eine Reihe
schwerwiegender pathologischer Zustande verantwortlich gemacht. Im Detall
untersucht wurde der regulatorische Einfluss von Rho-Proteinen auf die Mechanismen
des Glutamat-Kreislaufs in Astrozyten. Als biochemisches Werkzeug diente dabei vor
allem Clostridium botulinum C3 ADP-Ribosyltransferase. C3 Transferasen inhibieren
spezifisch die Aktivitat von Rho-Proteinen und eignen sich daher sehr gut zum Studium
Rho-abhéngiger Prozesse. Ein zweiter Aspekt des Einsatzes von clostridialen Proteinen
der C3 Familie in dieser Arbeit liegt in ihrer Verwendung als regenerationsférdernde
Substanzen in neuronalen Lasionsmodellen. Damit verbunden ist jedoch eine bislang
unzureichende Charakterisierung moglicher Effekte etwa auf gliale Zellen, die eine
erfolgreiche Regeneration entscheidend beeinflussen konnen.

1.2 Astrozyten: Betrachtungen zur funktionellen Bedeutung im ZNS

Die glialen Zelltypen des ZNS umfassen Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia.
Sie stellen Uber 50% des Gesamtgehirnvolumens dar und sind auch nach der
Pranatalperiode teilungsfahig. Die am haufigsten vertretenen Zellen sind dabei
Astrozyten. Zu ihren Aufgaben gehoren neben der Ausbildung von Hull- und
Stutzgeweben die Aufnahme von Neurotransmittern und lonen, insbesondere Kalium,
die Speicherung und Abgabe von Nahrstoffen, die Bildung einer Grenzschicht zu nicht-
neuronalem Gewebe, sowie die Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke. Weiterhin
beeinflussen Astrozyten den neuronalen Stoffwechsel und sogar die synaptische
Transmission (Peters et al., 1991; Barres und Barde, 2000; Mi et al., 2001).

Neuronen (bertragen Signale vorwiegend Uber chemische Botenstoffe. An

prasynaptischen Enden werden Neurotransmitter wie Glutamat in synaptischen
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Vesikeln gespeichert, welche nach Eintreffen von Aktionspotentialen mit der
Plasmamembran fusionieren und ihren Inhalt freisetzen. Durch die enge raumliche
Beziehung von Astrozytenfortséatzen zu Synapsen kann der so freigesetzte Transmitter
sowohl ionotrope als auch metabotrope Rezeptoren auf Astrozyten aktivieren, wobei es
nachfolgend zu einem intrazellularen Ca?*-Anstieg kommt, der sich als oszillierende
Ca®*-Welle auch auf benachbarte Astrozyten und Uber deren EndfiiBe bis auf die
Endothelzellen von zerebralen Arteriolen ausbreiten kann (Dani et al., 1992; Porter und
McCarthy, 1996; Pasti et al., 2001; Bezzi et al., 2004). Die H6he des Anstiegs der Ca**-
Konzentration und die Frequenz der Oszillationen sind abhangig von der neuronalen
Aktivitat (Pasti et al., 1997; Parri und Crunelli, 2003). Durch diese Ca*"-Oszillationen
adaquat stimuliert, setzen Astrozyten, quantitativ an die neuronale Aktivitat angepasst,
Arachidonsaure aus dem Plasmamembran-Phospholipid-Pool im Austausch gegen
Glutamat frei. Diese wird mittels P-450 2C11-Epoxygenase zu Epoxyeikosatrienséure
(EET) metabolisiert (Alkayed et al., 1996; Roman, 2002; Lovick et al., 2005). EETs
hyperpolarisieren die Plasmamembran von Endothelzellen, indem sie die Leitfahigkeit
fir K* erhéhen (Gbremedhin et al., 1992; Harder et al., 1998, 2002). Das fuhrt zur
Erhdhung der intrazelluldaren Ca?*-Konzentration und induziert so die Freisetzung
vasoaktiver Metaboliten wie zum Beispiel Stickstoffoxid (NO) (Graier et al., 1995; Li et
al., 2003), aber auch Prostaglandin E; (PGE;). Daraus resultiert eine Dilatation der
zerebralen Arteriolen, verbunden mit einer funktionellen Hyperamie des betroffenen
Gebietes (Gbremedhin et al., 1992, Zonta et al., 2003).

Seit Langerem ist belegt, dass sich synaptisch freigesetztes Glutamat auch zu
benachbarten Synapsen ausbreiten kann (Harris, 1995). In Zellkulturmodellen konnte
beobachtet werden, dass astrozytare Fortsatze in Richtung einer Synapse wachsen,
sobald die extrazellulare Glutamatkonzentration einmal hoch genug war, um einen
solchen ,Uberlauf* hervorzurufen. Neu ausgebildete Fortsatze von Astrozyten kénnen
Uberschussiges Glutamat aufnehmen und damit die Spezifitdt der neuen funktionellen
Synapsen verbessern (Ventura und Harris, 1999). In vivo konnte gezeigt werden, dass
Astrozyten auch an der synaptischen Feinabstimmung bei Ablaufen der kognitiven
Entwicklung und der Kontrolle der Erregbarkeit des limbischen Systems teilnehmen. Sie
kontrollieren die Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung an der Synapse und die
Stabilitat der synaptischen Verbindung mittels Stimulationsverstarkung (Jourdain et al.,
2007).
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Der Energiebedarf des Gehirns ist im Vergleich zu seiner relativen Masse extrem hoch.
Obwohl das Gehirn nur etwa 2% der Korpermasse des Menschen ausmacht,
beansprucht es ca. 20% der Sauerstoff- und Glukoseversorgung des Organismus fur
sich (Magistretti et al., 1999). Zur Aufrechterhaltung der metabolischen Versorgung des
Gehirns spielen die Astrozyten eine zentrale Rolle. Initiiert durch die Aktivitdt von
astrozytenspezifischen Glutamattransportern, sowie der Na'/K*-ATPase und einer
damit verbundenen Aktivierung der Glykolyse, werden Uber eine Monocarboxylat-
Transporter-vermittelte Sekretion von Laktat Metaboliten fir Neuronen bereitgestellt. Es
kommt somit zu einer Verknipfung von synaptischer Aktivitat und der bendtigten
Bereitstellung von Glukose und Sauerstoff (Fox et al., 1988; Magistretti und Pellerin,
1999; Magistretti et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass uUber 80% der Glukose-
Verwertung linear mit der Glutamat-abhangigen Neurotransmission korreliert (Sibson et
al., 1998; Hyder et al., 2002). Etabliert hat sich das Modell eines Monocarboxylat-
Transporters als ,Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle”, der die adaquate Energie-
bereitstellung durch Astrozyten in Abh&ngigkeit von der neuronalen Aktivitat sichert
(Bittar et al., 1996; Loaiza et al., 2003; Serres et al., 2004).

Grundsatzlich ist die Versorgung des neuronalen Gewebes mit Sauerstoff und Glukose
von einem dem Verbrauch angepassten zerebralen Blutfluss abhangig. Astrozyten
fungieren hier als intermediarer Zelltyp, der als Sensor fur die metabolische Aktivitat
funktioniert und die Durchblutung den Gegebenheiten anpasst (Pellerin und Magistretti,
1994).

1.2.1 Glutamat-Homoostase

Die Aminoséaure Glutamat fungiert im erwachsenen Saugetiergehirn als exzitatorischer
Neurotransmitter, als direkte Vorstufe des inhibitorischen Neurotransmitters und
essentieller Komponente des Intermediarstoffwechsels y-Aminobuttersaure (GABA), als
Baueinheit von Proteinen und als Energiesubstrat. Jedoch auch als potentielles
Neurotoxin. Nicht zuletzt als Konsequenz des Fehlens einer Pyruvat-Carboxylase in
Neuronen, die eine de novo-Synthese von Glutamat aus Glukose unmdglich macht,
ergibt sich ein komplexer Homdostase-Kreislauf, in den unterschiedliche Membran-
transporter und Enzyme, sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten, involviert sind
(Abbildung 1; Patel, 1974; Shank et al., 1985; Hertz et al., 1999). Die herausragende
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Bedeutung des Glutamatstoffwechsels fir das ZNS zeigt sich in der Tatsache, dass
Uber 90% der Synapsen im Saugetiergehirn Glutamat als Neurotransmitter nutzen
(Braitenberg und Schuz, 1998). Durch die synapsennahe Lokalisation von
Astrozytenfortsatzen kann freigesetztes Glutamat von den umgebenden Astrozyten
direkt aufgenommen werden. In der Zelle wird Glutamat mittels astrozytenspezifischer
Glutamin-Synthetase zu Glutamin umgewandelt (Norenberg und Martinez-Hernandez,
1979) und an den Extrazellularraum abgegeben. Von dort kann Glutamin wieder in
Neuronen aufgenommen und mithilfe der Phosphat-aktivierten Glutaminase zu

Glutamat umgebaut werden (Kvamme et al., 2001).

glutamaterge Synapse

Abb.1

Glutamat-Homoostase

Bei adaquater Stimulation wird an der glutamatergen Synapse der Neurotransmitter Glutamat
freigesetzt. Freies Glutamat diffundiert zu Astrozyten, wird Uber die EAATs aufgenommen,
durch GS zu Glutamin amidiert und wieder freigesetzt. Neuronen nehmen das freigesetzte
Glutamin auf, resynthetisieren mittels der PAG Glutamat und speichern es in sekretorischen
Vesikeln. An der neuronalen Plasmamembran wird Glutamin tber das System A zusammen mit
Na® aufgenommen. Auf der astrozytaren Seite wird das aufgenommene Glutamin Uber das
System L im Austausch gegen neutrale Aminosauren, tGber das System ASC gegen Na* und
uber das System N zusammen mit Na® gegen H® freigesetzt. Um die intrazellulare Na'-
Konzentration aufrechtzuerhalten, wird es durch die Na'/K’-ATPase wieder aus der Zelle
geschleust. Die notwendige Energie fur diese Mechanismen bezieht der Astrozyt Gber Glukose
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aus zerebralen Kapillaren und stellt sie dem Neuron Uber das aus Glukose mittels der LDH
gebildeten Laktat zur Verfligung. Abklrzungen: Ala, Alanin; ATP, Adenosin-trisphosphat; EAAT,
exzitatorischer Aminosaure Transporter; GlIn, Glutamin; Glu, Glutamat; GS, Glutamin-
Synthetase; Lak, Laktat; LDH, Laktatdehydrogenase; Leu, Leucin; PAG, Phosphat-aktivierte
Glutaminase. Nach Bak et al., 2006

Fiur jedes Molekil Glutamat wird ein Molekil Ammonium in den Neuronen produziert
und in den Astrozyten verbraucht. Da eine Erhdhung der Ammonium-Konzentration
einen schadlichen Effekt auf viele essentielle zellulare Funktionen héatte (Felipo und
Butterworth, 2002), muss es Uber sogenannte Aminosaureshuttle zwischen dem
neuronalen und dem astrozytaren Kompartiment transportiert werden. Bisher konnten
zwei solcher Shuttle identifiziert werden, die Ammonium in eine nicht-neuroaktive
Aminosaure einbauen und transportieren; zum Einen basierend auf Leucin (Yudkoff et
al., 1996; Lieth et al., 2001) und zum Anderen auf Alanin (Waagepetersen et al., 2000;
Zwingmann et al.,, 2000). Weitere essentielle Bestandteile des Aminoséaurekreislaufs
stellen verschiedene Transportersysteme dar. Zu diesen gehort auf astrozytarer Seite
das ,System L“ (Kanai et al., 1998; Deitmer et al., 2003), das Glutamin gegen neutrale
Aminosauren austauscht, auRerdem das ,System N* (Chaudhry et al., 1999; Broer et
al., 2002), ein Glutamin / Na*-H"-Antiporter und das ,System ASC*, welches Na* gegen
Glutamin austauscht. Auf der neuronalen Seite befindet sich das ,System A“ (Yao et al.,
2000; Mackenzie et al., 2003), ein Na* / Glutamin-Symporter. Der Glutamin-Transport
kann auch durch die Erhéhung der Glutamat-Konzentration hochreguliert werden (Broer
et al., 2004). Ein &hnlicher Kreislauf wird auch fir GABA angenommen (Peng et al.,
1993; Patel et al., 2001).

1.2.2 Glutamat-Exzitotoxizitat

Eine wichtige Funktion der Astrozyten im Rahmen der Aufrechterhaltung der
Homoostase liegt in der Aufnahme und Beseitigung von potentiell toxischem, bei der
Signaluibertragung freigewordenem K* und Neurotransmittern wie Glutamat oder GABA
(Orkand et al.,, 1966; Kettenman et al.,, 1984). Initiiert durch hohe extrazellulare
Glutamat-Konzentrationen, etwa infolge ischdmischer Zustéande, erfolgt eine
Ubermafige Aktivierung von N-methyl-D-aspartat (NMDA)-Rezeptoren, verknUpft mit
einem gesteigerten Na'- und Ca?*-Einstrom. Die erhéhte Na*-Konzentration dndert das
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Membranpotential des Neurons, sorgt damit flr einen osmotisch bedingten Einstrom
von Wasser und mit dem anschlieRenden Anschwellen der Zelle fur deren Tod (Choi,
1992). Dieses Phanomen wird als Exzitotoxizitat bezeichnet und beginnt bei einer
extrazellularen Konzentration von >30 uM Glutamat, wobei die physiologische

Konzentration bei ca. 2-5 uM liegt (Erencinska und Silver, 1990).

1.2.3 Glutamattransporter der Plasmamembran

Fur Glutamat konnten bislang fiinf hochaffine Plasmamembrantransporter identifiziert
werden, die den einzigen bekannten Mechanismus zur Entfernung von exzitatorischen
Aminosauren aus der Extrazellularflissigkeit des Gehirns darstellen (Danbolt et al.,
1998): Kloniert sind die exzitatorischen Aminosaure-Transporter EAAT1/GLAST,
EAAT2/GLT-1, EAAT3/EAACL, EAAT4 sowie EAATS5. Die verschiedenen Trans-
portersubtypen sind strukturell sehr &hnlich, unterscheiden sich aber vor allem in ihrer
Lokalisation. EAAT1 und 2 sind primér astrogliale Subtypen, EAAT3 stellt die neuronale
Transporterform dar. EAAT4 und 5 werden weniger stark und vor allem in
Purkinjezellen und retinalen Miillerzellen exprimiert (Danbolt, 2001). Die bei der
Glutamat-Aufnahme dominierenden Transporter sind - mit regionalen und entwicklungs-
abhangigen Unterschieden - EAAT1 und 2, im weiteren als GLAST und GLT-1
bezeichnet (Danbolt, 2001; Schousboe et al., 2004). Astrozyten exprimieren die
Glutamattransporter GLAST und GLT-1 sowohl am Zellkdrper als auch an den
Fortséatzen. Sie finden sich an der Plasmamembran der Zelle lokalisiert, wobei die
Konzentration an Stellen, an denen die Astrozytenmembran auf andere Astrozyten,
Dendriten, Pia mater oder vaskulares Epithel st6f3t, geringer ist als an den Stellen im
Neuropil, die eine enge raumliche Beziehung zu Synapsen aufweisen (Chaudhry et al.,
1995). Der Anteil an der Gesamtaufnahme von Glutamat durch EAAT3/EAAC1 ist
offensichtlich von untergeordneter Bedeutung, da EAAT3/EAAC1-defiziente Mause
weder erhohte extrazellulare Glutamat-Konzentrationen aufweisen, noch eine
Neurodegeneration erleiden (Tanaka et al., 1997). Der Einwartstransport von einem
Molekul Glutamat ist immer an den Kotransport von drei Na'-lonen und einem Proton
im Austausch gegen ein K*-lon gekoppelt (Zerangue und Kavanaugh, 1996; Levy et al.,
1998). Dieser lonenaustausch unterstiutzt die Glutamat-Aufnahme mit einer

Antriebskraft, die imstande ist, einen Konzentrationsgradienten zwischen Intrazellular-
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und Extrazellularraum von 10° aufrechtzuerhalten (Broer et al., 2005). Die
Glutamattransporter sind in der Lage, in beide Richtungen zu arbeiten, abh&ngig von
den intra- und extrazellularen lonenkonzentrationen. Bei pathologischen Prozessen,
etwa wahrend eines ischamischen Insults, aber auch infolge einer unphysiologisch
gesteigerten repetitiven neuronalen Transmission, depolarisieren die Zellmembranen
durch die hohe K*-Konzentration im synaptischen Spalt und verringern den Gradienten,
was zu einer Umkehr des Glutamattransports in den Extrazellularraum fuhrt (Zerangue
und Kavanaugh, 1996; Rossi et al., 2000).

1.2.4 Vesikulare Glutamattransporter

In den letzten Jahren konnten drei homologe vesikulare Glutamattransporter (VGLUTS)
identifiziert werden. Sie sind Glutamat-spezifisch und weisen, verglichen mit den
Transportern der Plasmamembran, eine relativ geringe Substrataffinitdt im niedrigen
millimolaren Bereich auf. VGLUT1 befindet sich hauptsachlich in Neuronen und
Astrozyten im Kortex, Hippokampus und Zerebellum (Bellocchio et al., 2000; Fremeau
et al., 2001; Kaneko und Fujiyama, 2002), VGLUT2 wird vor allem in thalamischen und
hypothalamischen Regionen (Bai et al., 2001; Takamori et al., 2001), dort auch in
Astrozyten, exprimiert (Montana et al., 2004). VGLUT3 wurde als Kotransporter sowohl
in serotonergen, cholinergen und GABAergen Neuronen (Schafer et al., 2002), als auch
in Astrozyten (Fremeau et al., 2002) nachgewiesen.

Die Glutamat-Aufnahme hangt von einem elektrochemischen Gradienten ab, der von
der vakuolaren H'-ATPase (v-ATPase) aufrechterhalten wird (Hell et al., 1990;
Takamori et al., 2001, 2002). Die vesikulare H*-ATPase sorgt fiir eine Anséduerung der
synaptischen Vesikel und benétigt einen parallelen Chloridaustausch Uber
Chloridkanale fur eine effiziente Aufnahme. Der resultierende Gradient bildet den
Antrieb fur die Neurotransmitter-Aufnahme, wobei Glutamat von einem gleichzeitigen
Protoneneinstrom begleitet wird. Bei niedrigen Chloridkonzentrationen von ca. 4-6 mM,
kommt es zu einem erhohten Protoneneinstrom, bei hohen Chloridkonzentrationen ist
die Glutamat-Aufnahme direkt proportional an den Protonenaustausch gekoppelt
(Maycox et al., 1988; Hell et al., 1990). Reguliert wird die Aktivitat der vesikularen
Transporter zum Beispiel Uber vesikelstandige, heterotrimare G-Proteine (Winter et al.,
2005).
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1.2.5 Mechanismen der Glutamat-Freisetzung

Bei adaquater Stimulation kommt es in Astrozyten zu einem intrazellularen Ca?'-
Anstieg, der als Konsequenz zu einer Freisetzung von Glutamat fihrt. Von
verschiedenen Arbeitsgruppen konnte nachgewiesen werden, dass die Glutamat-
Freisetzung Uber regulierte Exozytose ablaufen kann, da vesikuldre Kompartimente
identifiziert wurden, die hierfur kompetent sind (Bezzi et al., 2004; Stigliani et al., 2006).
Es konnten die fiir eine Vesikelfusion essentiellen Kernproteine des SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein receptor)-Komplexes
Synaptobrevin, SNAP23 (Synaptosomen-assoziiertes Protein 23) und Syntaxin
detektiert werden (Parpura et al., 1995). Wurden diese mithilfe von clostridialen Toxinen
gespalten, konnte die Ca?*-abhéngige Glutamat-Freisetzung inhibiert werden (Bezzi et
al., 1998; Araque et al., 2000). Astrozyten kdonnen Glutamat auch Uber reversen
Transport der Plasmamembrantransporter (Szatkowski et al., 1990) oder
schwellungsinduzierte Mechanismen freisetzen (Kimelberg et al., 1990). Die Ca*-
abhangige Freisetzung lauft jedoch unabhangig vom reversen Transport (Araque et al.,
2000). Auch Substanzen wie Bradykinin (Parpura et al., 1994), Adenosin (Porter and
McCarthy, 1996), Prostaglandin (Bezzi et al.,, 1998), GABA (Kang et al., 1998),
Norepinephrin (Kulik et al., 1999), Histamin (Shelton and McCarthy, 2000), Chemokine
(Bezzi et al., 2001), Acetylcholin (Araque et al., 2002), 5-Hydroxytryptamine (Meller et
al., 2002) und ATP (Zhang et al., 2004b) sind in der Lage, die Glutamat-Freisetzung
iiber die gesteigerte Ca?*-Freigabe aus intrazellularen Speichern zu triggern. Glutamat
selbst kann ebenso seine Freisetzung Uber metabotrope Glutamatrezeptoren positiv
beeinflussen (Pasti et al., 1997; Bezzi et al., 1998, 2004). Das wahrend synaptischer
Aktivitat freigesetzte ATP (Coco et al., 2003) induziert eine Ca**-Erh6éhung durch G-
Protein-gekoppelte purinerge Rezeptoren vom P2Y1-Typ, deren Signalgebung in den
Astrozyten an die Exozytose gekoppelt ist (Bowser und Khakh, 2004; Domerq et al.,
2006). Glutamat und andere Aminoséduren konnen aullerdem in situ Uber
spannungsabhangige Anionen-Kandle freigesetzt werden (Nedergaard et al., 2002),
aber auch Connexin-Hemikanéle oder P2X7-Rezeptoren sind neben den besprochenen

Transportern in der Lage, Glutamat freizusetzen (Duan et al., 2003; Ye et al., 2003).
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1.3 Die Familie der Rho-GTPasen

Die Ras-homologe (Rho)-GTPase-Familie besteht aus Rho (A,B,C,D,G,T), Rac (1,2,3),
Cdc42, Rnd (1,2,3 / RhoE), TC10, TCL, Wrch1+2, RhoBTB- sowie der Miro-Subfamilie
(Van Aelst und D’Souza-Schorey, 1997; Rivero et al.,, 2001; Fransson et al., 2003;
Burridge und Wennerberg, 2004). Heute sind 22 Gene des menschlichen Genoms
bekannt, die fir Rho-Proteine kodieren. Rho-Proteine stellen molekulare Schalter dar,
die extrazellulare Signale mit intrazellularen Signalkaskaden verbinden. Reguliert wird
dabei vor allem die Dynamik des Aktin-Myosin-Zytoskeletts, (Nobes und Hall, 1995;
Hall, 1998). Bisher am besten untersucht sind RhoA, Racl und Cdc42. Ahnlich anderen
regulatorischen GTPasen liegen sie GDP-gebunden inaktiv und GTP-gebunden aktiv
vor (Abb.2). Die Kontrolle der Konversionen zwischen aktiver und inaktiver Form
unterliegt zum Einen Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktoren (GEFs; Rossman et al.,
2005), die die Austauschraten von GDP gegen GTP erhdéhen und zum Anderen Guanin-
Nukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs; DerMardirossian und Bokoch, 2005), die die
Rho/GDP- Verbindung durch Komplexbildung im Zytosol stabilisieren.

Zytoskelett
Zelladhdsion
Zell-Zell-Kontakt
Kontraktilitat
Sekretion
Endozytose
Transkription

GDI Zellzyklus
Apoptose

Abb.2

Rho-GTPase-Zyklus

Die Rho-GTPasen liegen GDP-gebunden inaktiv und GTP-gebunden aktiv vor. Die aktivierten
Rho-GTPasen sind in der Lage, eine Vielzahl an Effektoren zu beeinflussen, die wiederum
Einfluss auf diverse Zellfunktionen besitzen. Der Nukleotid-Austausch von GDP gegen GTP
unterliegt der Kontrolle der GEFs. Um die Aktivierung zu beenden, wird GTP von GAPs
hydrolysiert und der Rho-GDP-Komplex an GDIs gebunden und im Zytosol bis zur nachsten
adaquaten Stimulation stabilisiert. AbklUrzungen: GAP, GTPase-aktivierende Proteine; GDI,
Guanin-Nukleotid-Dissoziations-Inhibitor; GDP, Guanindiphosphat; GEF, Guanin-Nukleotid-
Austausch-Faktor; GTP, Guanintrisphosphat. Nach Vogelsgesang et al., 2007
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Die Signaltransduktion wird durch intrinsische Hydrolyse von Rho-GTP via GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs; Zalcman et al., 1999; Moon und Zheng, 2003) beendet.
Rho-Proteine sind die Schliussel-Regulatoren des Zytoskeletts in vielen Zellen (Hall,
1998; Burridge und Wennerberg, 2004). Sie sind neben der Feinregulation des
mikrofilamentaren Zytoskeletts in so vielfaltige Zellfunktionen wie in die Kontrolle der
Stress-Fasern,  Vesikeltransport, = Enzymaktivierung,  Polaritat,  Zellwachstum,
Zytokinese, Zellbewegung, Adhasionskontakte, Zellzyklus, Gentranskription und Zell-
Zellmigration aber auch in inflammatorische und apoptotische Prozesse involviert (Abo et al.,
1991; Bishop und Hall, 2000; Etienne-Manneville und Hall, 2002; Wennerberg und Der, 2004;
Etienne-Manneville, 2004; Jaffé und Hall, 2005). Die beteiligten Signaltransduktionswege
unterliegen einem komplexen Netzwerk verschiedenster zellularer Proteine (Abb.3). Ein
weitgehend bekannter Effektor, der von Racl und auch von Cdc42 aktiviert werden kann, ist die
p21-aktivierte Kinase (PAK). PAK phosphoryliert und aktiviert die nachgeschaltete Lin-11, Isl-
1, Mec3 (LIM)-Kinase (Yang et al., 1998), welche wiederum Cofilin phosphoryliert, inaktiviert
und so die Aktin-Filamente stabilisiert und die Quervernetzung fordert (Bamburg, 1999). Die
Cyklin-abhangige Kinase 5 (CdK5) und deren Regulator p53 konnen, ausgehend von Racl, die
PAK negativ regulatorisch beeinflussen (Nikolic et al., 1998). PAK ist auRerdem in der Lage das
Mikrotubuli-destabilisierende OP18 zu phosphorylieren und damit zu inaktivieren (Daub et al.,
2001), die Myosin-Leicht-Ketten-Kinase (MLCK) zu inhibieren und so indirekt mit dem
Myosin-Leicht-Ketten (MLC)-Aufbau zu interferieren (Bokoch et al., 2003). Der RhoA-
Signalweg fiihrt zum Einen ber die Rho-Kinase, die die MLC Uber Phosphorylierung direkt
aktiviert oder indirekt Uber die Inaktivierung der inhibitorischen Myosin-Leicht-Ketten-
Phosphatase (MLCP) fur deren Aktivierung sorgt (Amano et al., 1996). AulRerdem fuhrt er Gber
ein Protein aus der Familie der Diaphanous-verwandten Formine (Dia), welches via IRSp53 die
Aktinquervernetzung oder direkt die Mikrotubulistabilisierung fordert (Fujiwara et al., 2000).
Eine Vielzahl von Arbeiten belegt die Existenz auch von gemeinsamen Signalwegen der drei
GTPasen untereinander (Yamaguchi et al., 2001; Yuan et al., 2003).
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Abb. 3

Signaltransduktionswege der Rho-GTPasen RhoA, Racl und Cdc42

Fur genaue Erlauterung siehe Text. Abkirzungen: Cdk5, cyclin-dependent kinase 5; Dia,
Diaphonous-related formins; LIMK, Lin-11, Isl-1 and Mec-3 kinase; MLC, myosin light chain;
MLCK, myosin light chain kinase; MLCP, myosin light chain phosphatase; PAK, p21-activated
kinases. Nach Govek et al., 2005
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vernetzung wachstum

Aufgrund dieser Vielfalt an Effektoren und Funktionen, insbesondere im Bezug auf das

Zytoskelett, sind Rho-GTPasen das Ziel verschiedenster pharmakologischer Ansatze
zur inaktivierenden Modifikation, in erster Linie der ADP-Ribosylierung, Glukosylierung,
Deamidierung und Transglutaminierung (Aktories et al., 1987; Schmidt et al., 1997;
Masuda et al., 2000; Just und Gerhard, 2004), aber auch aktivierender Substanzen wie

Lysophophatidsaure (Ramakers und Moolenaar, 1998).

1.4 C3 ADP-Ribosyltransferasen

Die Familie der C3- Exoenzyme umfasst sieben bakterielle ADP-Ribosyltransferasen
aus verschiedenen Bakterienstammen. Sie ADP-ribosylieren selektiv die GTP-
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bindenden Proteine RhoA, B, C und inhibieren deren nachgeschaltete Signalwege,
weshalb sie als pharmakologische Werkzeuge zur Erforschung von zellularen Rho-
Funktionen eingesetzt werden (Aktories, 2000). C3-Transferasen katalysieren den
Transfer des ADP-Ribose-Komplexes ihres Ko-Substrats Nikotinamidadenindinukleotid
(NAD") auf RhoA, B oder C (Abb. 4 A; Sekine et al., 1989). Dabei lauft die Inaktivierung
Uber zwei Schritte ab (Abb. 4 B): Zum Einen wird der GEF-vermittelte Nukleotid-
Austausch inhibiert (Sehr et al., 1998). Zuséatzlich wird der inaktive ADP-ribosylierte
RhoA / GDI-Komplex im Zytosol stabilisiert (Fujihara et al., 1997). Ist kein Substrat
vorhanden, wird NAD" zu ADP-Ribose und Nikotinamid hydrolysiert (Wilde et al.,
2002b). Andere Proteine der Rho-Familie, wie z.B. Racl oder Cdc42 sind schlechte
Substrate fur die C3-Proteine (Wilde et al., 2003). Der Prototyp der C3-Exoenzyme,
Clostridium botulinum C3-Transferase (C3bot) wurde bereits vor Uber 20 Jahren
beschrieben (Aktories et al., 1987). C3-Proteine werden seit vielen Jahren zur
Untersuchung von neuronalen Regenerationsprozessen eingesetzt. Unter anderem wird
die funktionelle Wiederherstellung nach Ruckenmarksverletzungen durch die Rho-
GTPasen blockiert, da diese, insbesondere RhoA-vermittelt, neues Axonwachstum und
deren Verzweigung inhibieren (Yuan et al., 2003). Die Applikation von C3bot im
Experiment konnte eine konstante Verbesserung des Ergebnisses des
Heilungsprozesses bewirken (Dergham et al., 2002). Diese Auswirkungen auf
Neuronen lassen C3bot zu einem pharmakologischen Werkzeug in der Therapie von
akuten Verletzungen neuronaler Strukturen werden (Lehmann et al., 1999; Bertrand et
al., 2005, 2007).

Zusétzlich sind C3 Proteine in der Lage, in Neuronen nicht-enzymatisch mit Ral, einer
GTPase der Ras-Familie, zu interagieren (Wilde et al., 2002a). Ral ist unter anderem in
die Transkription und Zelltransformation involviert (Feig et al., 1996; Hernandez-Munoz
et al., 2000). Bisher konnte fur die C3-Toxine kein spezifischer Transportweg fur die
Internalisierung identifiziert werden. Im Gegensatz zu den anderen C3-Proteinen z.B.
aus Clostridium limosum (C3lim) oder Staphylokokkus aureus (C3stau) weist C3bot,
unabhangig von seiner enzymatischen Aktivitat, einen férdernden Einfluss auf das

Axonwachstum hippokampaler Neuronen auf (Ahnert-Hilger et al., 2004).
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ADP-Ribose

A [Rhg) + NAD 3, /+ Nikotinamid + H'
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Abb.4

Wirkmechanismus der C3 Transferasen

A: Die C3-Transferasen translozieren die ADP-Ribose ihres Co-Substrates NAD* auf das aktive
Rho-Protein und inaktivieren es auf diese Weise. Dabei entstehen Nikotinamid und Protonen.

B: Unter dem Einfluss von C3 werden zum Einen die GEFs und damit der Nukleotid-Austausch
von GDP zu GTP inhibiert und zum Anderen der Rho/GDP/GDI-Komplex im Zytosol fixiert, so
dass kein Rho-GTP entstehen kann und damit Signalweiterleitung an die Effektoren blockiert
wird. Abkirzungen: GAP, GTPase-aktivierende Proteine; GDI, Guanin-Nukleotid-Dissoziations-
Inhibitor; GDP, Guanindiphosphat; GEF, Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktoren; GTP,
Guanintrisphosphat. Nach Vogelsgesang et al., 2007

1.5 Wirkung von C3 Transferasen auf Astrozyten

In den bislang durchgefuhrten Studien zur Wirkung von C3 Proteinen auf Astrozyten lag
der Schwerpunkt Uberwiegend auf der Charakterisierung der morphologischen Effekte.
So fihrt die Inaktivierung von RhoA durch C3bot in vitro in Astrozyten zeit- und
konzentrationsabhangig zu irreversiblen Anderungen der Zellmorphologie von flachen
polygonalen Zellen hin zu einer stellaren (sternformigen) Form, die dem in vivo
Erscheinungsbild ahnelt (Ramakers und Moolenaar, 1998; Holtje et al., 2005). Daten zu

mdglichen begleitenden Effekten im Hinblick auf die physiologischen Kapazitaten
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fehlten bislang weitestgehend. Vor diesem Hintergrund und der Tatsache, dass eine
Vielzahl chronisch-neurodegenerativer Erkrankungen im Zusammenhang mit der
astrozytdren Regulation der Glutamat-Homdostase steht, wurden die folgenden
Untersuchungen als Gegenstand der vorliegenden Arbeit durchgefihrt. Im Zentrum des

Interesses standen dabei die nachfolgend aufgefiihrten Fragestellungen.

1.6  Fragestellungen

1. Welchen Effekt hat die Hemmung Rho-abhangiger Signalwege durch C3bot auf
die

Glutamat-Aufnahme durch Astrozyten?

2. Beeinflusst die Inkubation mit C3bot das Expressionsmuster und die Aktivitat der

glialen Plasmamembrantransporter GLAST und GLT-1?

3. Werden die vesikularen Glutamattransporter VGLUT1-3 in kultivierten Astrozyten

exprimiert und in ihrer Expression und Aktivitat durch C3bot beeinflusst?

4. Wird die Sekretion von Glutamat (vesikular und nicht-vesikular) aus Astrozyten durch

C3bot-vermittelte Rho-Hemmung beeinflusst?
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien
Acrylamid

AM1-43
Ammoniumpersulfat (APS)
Bafilomycin Al
Bicinchoninsaure (BCA)
Bromphenolblau
Bisacrylamid

Botulinum Neurotoxin D (BoNt/D)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Clostridium botulinum C3 Protein

Coomassie-Brilliant-Blau

Diamidino-2-phenylindol —
Dihydrochlorid (DAPI)

Dihydrokainat (DHK)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Dithiothreitol (DTT)

ECL™ Enhanced Chemiluminescence

Feinchemikalien (z.B. NaCl, KClI)

Fotales Kalberserum (FKS)

Roth, Karlsruhe

Biotrend Chemikalien GmbH, Koln
Sigma, St.Louis, USA

Sigma, St.Louis, USA

Sigma, St.Louis, USA

Sigma, St.Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Institut fir Toxikologie, Medizinische
Hochschule Hannover, Prof. H. Bigalke
Sigma, St.Louis, USA

Institut fur Toxikologie, Medizinische

Hochschule Hannover, Prof. I. Just

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Tocris Bioscience, Ellisville, USA

Biochrom, Berlin

Sigma, St.Louis, USA

Amersham Life Science,

Buckinghamshire, England

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin
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Glutamin
Glycin

Hanks Buffered Salt Solution (HBSS+)

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfon-

saure (HEPES-KOH)
lonomycin

Kaliumglutamat

LWM (Low Molecular Weight Marker)
Magermilchpulver

Methanol

Moviol
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Optiphase Hisafe 3
Paraformaldehyd
Poly-L-Lysin

Ponceau S

Saccharose

4-Sulfonato Calix(8)Arene, Natrium Salz
(SCAS) -Quencher

Tetramethylethylendiamin (Temed)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Tween 20

Tritium-markierte Transmitter

[3,4-3H] L-Glutamat
40 Ci/mmol spezifische Aktivitat

Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
BioRad, Hercules, USA
Nestlé, Frankfurt/Main
Merck, Darmstadt
Hoechst, Frankfurt/Main
Boehringer, Darmstadt
PerkinElmer, Boston, USA
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Biotium Inc., Hayward, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St.Louis, USA

Moravek-Biochemicals, Brea, USA
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2.2 Puffer und Losungen

221 Medien fir die Zellkultur

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS+)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Poly-L-Lysin

10% fotales Kélberserum (FKS)

PBS-Puffer
(Phosphat buffered saline solution)
140 mM
2,7 mM
10 mM
1,8 mM

NaCl

KCI
Na,HPO,4
KH2PO,4

2.2.2 Protein-Gelelektrophorese und Western Blotting

Laufpuffer
25 mM TRIS
200 mM Glycin
3,5 mM SDS
Blot-Transferpuffer ,Semi-dry*
48 mM TRIS
386 mM Glycin
3,74l SDS
20% (v/v) Methanol
ad 800ml H,O
Ponceau-S-Farbeldsung
0,3% Ponceau S
3% Trichloressigsaure
3% Sulfosalicylsaure
Laemmli-Probenpuffer 3x
4509 SDS
12,48 ml TRIS
159 EDTAO0,1 M
159 Saccharose
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ad 45 ml H,O
TS-Puffer
20 mM TRIS
150 mM NaCl
mit HCL auf pH 7,5 eingestellt
TRIS I-Puffer
500 mM TRIS
mit HCI auf pH 6,8 eingestellt
TRIS lI-Puffer

1,5 mM TRIS
mit HCI auf pH 8,8 eingestellt

Antikorperlésung

0,759 BSA
ad 50 mI TS
Westernblot-Blocklésung
TS
5% Magermilchpulver
0,1% Tween 20
Coomassie brilliant blue R-250
1lg Coomassie brilliant blue R-250
500 ml Methanol
500 ml Essigsaure

filtern und mit Aqua dest auf 1 | aufgefullt

Sammelgel 3,75%

1 ml TRIS |
500 pl Acrylamid
200 pl Bisacrylamid
2,3 ml H.O
5,4 ul Temed
40 pl 10% APS
10 pl Bromphenolblau
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Zusammensetzung der Trenngele (Mengen fir ein Gel)

Trenngel 7,5% 10% 12% 15%

TRIS I 1,5ml 1,5ml 2ml 1,5ml
Acrylamid 1,5ml 2ml 3,2ml 3ml
BlSacrylamid 0,6 ml 0,8 ml 1,28 ml 1,3 ml
H.O 2,4 ml 1,7 ml 1,52 ml 200 pl
Temed 8 ul 8 ul 16 pl 8 ul
10%APS 75 pl 75 pl 150 pl 75 pl

Gelzusammensetzung fir die zu untersuchende

ProteingréfRenordnung

7,5% 29 -150 kD
10% 14 - 66 kD
12% < 36 kD
15% < 20 kD
2.2.3 Losungen fiur die Immunzytochemie

Block- & Primarantikorperlosung

Zweitantikorperldsung

224

Krebs-Hepes-Puffer

0,1%
5%
2%

2%

140 mM

4,7 mM
2,5 mM
15 mM
1,2 mM
6,5 mM

mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt

PBS
Triton

NGS

BSA

PBS
BSA

NaCl
KCI
CaCl,
Hepes
MgSO,
Glukose

Losungen fir die Glutamat-Aufnahme und -Freisetzung
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Medium fiur die Aufnahme-Versuche von Tritium-markiertem Glutamat

Medium serumfrei
0,05 uM [3H] L-Glutamat
50 uM Kalium-Glutamat

Losung zur Stimulierung der Sekretion

KR-Hepes
1,3 uM lonomycin
BCA-Reagenz
Im Verhaltnis 50:1 Reagenz A
Kupfersulfat 4%
2.2.5 Fixierldsung
4 % Formaldehyd in PBS

2.3  Antikorper

Primarantikorper:

WB: Westernblot, IF: Immunfluoreszenz

o-Tubulin monoklonales Maus-IgG, Sigma, St.Louis, USA
(WB 1:1000)

C3 polyklonales Maus-IgG, Institut fir Toxikologie, Medizinische
Hochschule Hannover, Prof. I. Just (WB 1:5000)

Cdc42 monoklonales Maus-IgG, BD Transduction Laboratories,
Pharmingen, Heidelberg (WB 1:2000)

GFAP monoklonales Maus-1gG, Sigma, St.Louis, USA (IF 1:400)

GLAST polyklonales Meerschweinchen-IgG, Chemicon, Temecula,
USA (WB 1:5000, IF 1:2500)

GLT-1 polyklonales Meerschweinchen-IgG, Chemicon, Temecula,
USA (WB 1:5000, IF 1:2500)

IxB monoklonales Maus IgG, abcam, Cambridge, England

(WB 1:4000)

20




Material und Methoden

NFkB (p65) monoklonales Maus-IgG, Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Cruz, USA (IF 1:200)

Racl monoklonales Maus-IgG, BD Transduction Laboratories,
Pharmingen, Heidelberg (WB 1:2500)

RhoA polyklonales Kaninchen-lgG, Santa Cruz Technologies, USA

(WB 1:2000)

Synaptobrevin 106.5

polyklonales Kaninchen-lgG, Reinhard Jahn, MPI fur
Biophysikalische Chemie, Goéttingen (WB 1:2000)

Synaptotagmin

monoklonal Maus Aszites, SynapticSystems, Goéttingen
(WB 1:4000)

SNAP 23 polyklonales Kaninchen-lgG, Biotecon, Potsdam
(WB 1:5000)

Syntaxin monoklonal Maus Aszites, Sigma, St.Louis, USA
(WB 1:5000)

VGLUT1 monoklonales Maus-IgG, SynapticSystems, Géttingen
(WB 1:5000, IF 1:2500)

VGLUT2 polyklonales Kaninchen-lgG, SynapticSystems, Gottingen
(WB 1:5000, IF 1:2500)

VGLUTS3 polyklonales Kaninchen-lgG, SynapticSystems, Goéttingen

(WB 1:5000, IF 1:2500)

Sekundarantikdrper:

Peroxidase gebundenes
Pferd-anti-Maus IgG

Vector Laboratories, Burlingame,
England (WB 1:2000)

Peroxidase gebundenes
Anti-Kaninchen IgG

Vector Laboratories, Burlingame,
England (WB 1:2000)

Peroxidase gebundenes

Jackson Immunoresearch

Anti-Meerschweinchen IgG Laboratories, Suffolk, England

(WB 1:2000)
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Alexa green Fluor 488 Molecular Probes,Eugene, USA
Ziege-anti-Meerschweinchen / (IF 1:5000)
Ziege-anti-Kaninchen

Alexa red Fluor 594 Molecular Probes,Eugene, USA
Ziege-anti-Maus / Ziege-anti-Kaninchen (IF 1:5000)

2.4  Gerate und Material

BioRad Mini Protean Il Elektrophoresekammer, BioRad, Hercules, USA
BioRad Power Pac 200, BioRad, Hercules, USA

BioRad Transblot SD Semi-dry Transfer cell, BioRad, Hercules, USA
Cawomat 2000 IR, Cawo Photochemische Fabrik GmbH, Schrobenheusen
ELISA Reader MR 5000, Dynatech, Bulach, CH

Eppendorf-Pipetten, Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Thermo-Mixer comfort, Eppendorf, Hamburg

Hybond-C, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England

Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England
Labofuge 400, Hereaus, Kendro, Osterode

Leica DMLB Epifluoreszenz-Mikroskop, Leica Microsysteme GmbH, Wetzlar
LS6500 Multipurpose Scintillation Counter, Beckman Coulter, USA
Millipore Reinst-Wasser, Chemicon, USA

MS1/2 Minishaker, Roth, Karlsruhe

Tischzentrifuge Qualitron, Roth, Karlsruhe
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25 Methoden

251 Zellkultur

Astrozyten-Primarkulturen wurden aus Gesamtméausegehirnen vom 2. bis 3. Tag post-
natal (P2/3) prapariert, nachdem die Tiere durch Dekapitierung getdtet wurden.
AnschlielRend wurde der Kopf mit Nadeln fixiert, die Schadeldecke eroffnet, das Gehirn
herausprapariert und in eine mit eiskaltem Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS+)
geflllte Petrischale gegeben. Sobald allen Tieren das Hirn entnommen war, wurden die
Meningen mit einer Pinzette griindlich entfernt und die Gehirne in mit HBSS+ geftillten
15 ml Falcon-Tubes gegeben. Die Gehirne wurden dreimal in HBSS+ gewaschen und
dieses zuletzt abgesaugt. Danach wurden die Gehirne mit einer Uber einer Flamme
rundgeschmolzenen Pasteurpipette vorsichtig homogenisiert, indem sie mehrmals
durch die verkleinerte Offnung gezogen und mit Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) aufgefillt wurden. Das Homogenat wurde fur 10 Minuten bei 800
Umdrehungen pro Minute (U/Minute) und 4°C zentrifugiert, der entstehende Uberstand
abgesaugt und anschlieBend mit einer Pasteurpipette mit einer kleineren Offnung
erneut homogenisiert. Nun wurde das Homogenat mit DMEM aufgefillt und ein weiteres
Mal bei 4°C und 800 U/Minute fur 10 Minuten zentrifugiert. Wahrenddessen wurden mit
Poly-L-Lysin (100 pg/ml in PBS fur 2 Stunden) beschichtete 6-well-Platten zweimal mit
PBS gewaschen und mit etwas warmem DMEM, ergénzt mit 10% fetalem Kéalberserum
(FKS) befullt. Die Zellen wurden nun auf Kulturplatten (1,5 Gehirne/well) vereinzelt und
in den Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, zur Kultivierung verbracht. Die Zellen wurden
wahrend des Kultivierens alle 2-3 Tage gewaschen und mit frischem Medium versehen,
wobei die ebenfalls in Kultur vorhandene Mikroglia abgeklopft oder abgeschuttelt wurde.
Subkonfluente Kulturen wurden fur morphologische Untersuchungen sowie Aufnahme-
und Freisetzungsversuche mit Glutamat zuséatzlich sowohl mit als auch ohne

Glasplattchen in 24-well Platten rekultiviert.

2.5.2 Protein-Gelelektrophorese und Western Blotting

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine

geeignete Methode =zur Quantifizierung, Bestimmung, und zum Vergleich von
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Proteinmengen unter verschiedenen Bedingungen. Dabei basiert die Trennung der
Proteine primar auf ihrem Molekulargewicht. Die so innerhalb der Gelmatrix
aufgetrennten Proteine konnen auf Nitrozellulose-Membranen Ubertragen, gefarbt und
weiter analysiert oder zum Proteinmengenvergleich der einzelnen Banden flir den
internen Standard mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt werden.

Fur diese Versuche wurde das BioRad Protean-System verwendet. Nach dem Saubern
zweier 10 x 7 cm grol3er Glasplatten wurden diese in die BioRad Mini Protean Blot-
Kammer gespannt, das Trenngel eingefullt und mit Isopropanol zur Abschirmung gegen
Sauerstoff aufgeflllt. Nach der Polymerisation des Trenngels und der Entfernung des
Alkohols wurde das Sammelgel eingeflllt und die Platzhalter fir die Taschenbildung
hinzugefligt. Sobald auch das Sammelgel polymerisiert war, wurden die Platzhalter
entfernt. Die Taschen wurden vor dem Start mit dem Laufpuffer von eventuellen Gel-
Resten befreit. Nun wurden die Taschen mit den Proben und dem entsprechenden
Marker befillt. Danach wurde die Kammer mit dem Laufpuffer gefullt und die
Elektrophorese bei 0,02 Ampere pro Gel durchgefiihrt. Sobald die Bromphenol-Blau-
gefarbte Bandenfront den unteren Rand der Glasplatten in der Blotkammer erreicht
hatte wurde die Elektrophorese gestoppt. Die Platten wurden mit einem Spatel
vorsichtig voneinander getrennt und das Gel entfernt.

Zur Durchfihrung weiterer Analysen wurden die Proteingele, angefeuchtet mit Semidry-
Puffer, in der BioRad Transblot SD Semi-dry Transfer Kammer zwischen Filterpapieren
auf Nitrozellulose-Membranen verbracht. Bei 0,55 Ampeére fur 2 Gele wurden die
Proteine typischerweise in 20-25 Minuten (bertragen. AnschlieBend wurden die
Membranen fir 3 Minuten mit Ponceau-Rot gefarbt, mit destilliertem Wasser
gewaschen und zwischen Filterpapier getrocknet, beschriftet und zur nachfolgenden
Verarbeitung und Dokumentation eingescannt. Zur weiteren Antikdrperbehandlung
wurden Streifen im Bereich der zu untersuchenden Banden aus der Nitrozellulose-
Membran geschnitten und fiir 1 Stunde zum Blocken der unspezifischen Bindungen und
zum Entfarben in Blocklésung gelegt. Danach wurde der Priméarantikérper in
Antikodrperlésung geldst, zusammen mit der Nitrozellulose-Membran eingeschweil3t und
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Blotstreifen nochmals in
Blocklosung fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mehrfach gewaschen und der
Sekundarantikbrper dazugegeben. Dieser inkubierte fur eine weitere Stunde bei

Raumtemperatur. Danach wurde der Streifen in TS-Puffer von Uberschissigem
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Antikodrper gereinigt und die Proteinbanden durch den Enzym-gekoppelten Antikorper
nach Zugabe von Chemilumineszenz-Reagenz auf ECL Hyperfilm sichtbar gemacht.

Um die Vergleichbarkeit der Gesamtproteinmengen zu kontrollieren, wurden Farbungen
von Referenzgelen mit Coomassie-Brilliant-Blau durchgefiihrt. Dazu wurde das
komplette Gel nach der Elektrophorese in Coomassie-Brilliant-Blau R-250-LAsung
gegeben, 3 Minuten in der Mikrowelle erhitzt, mit destilliertem Wasser gewaschen und
fur weitere 6 Minuten in der Mikrowelle erwarmt, bis die gewinschte Farbintensitat
eintrat. In Glycerol eingelegte Einweckfolien dienten als Hille und wurden mit dem Gel
in der Mitte in einen Rahmen eingespannt, in dem die Folie zum Trocknen fur 24

Stunden bei Raumtemperatur aufgestellt wurde.

2.5.3 Immunzytochemie

Als Immunzytochemie wird eine weitere Methode bezeichnet, mit der Proteine unter
Zuhilfenahme von Antikorpern sichtbar gemacht werden kdnnen. Verwendet werden
kann diese beispielsweise zum Nachweis eines Proteins in Geweben oder
Dissoziationskulturen, bis hin zur Lokalisation des Proteins in einem Zellkompartiment.
Das Prinzip des Nachweises beruht auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion durch die
Affinitat eines Antikérpers zu einem spezifischen Epitop, wobei der Sekundarantikorper
in diesem Fall an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt ist.

Fur den Proteinnachweis mittels Immunzytochemie wurden auf Glasplattchen kultivierte
Astrozyten verwendet. Diese wurden zweimal fir 10 Minuten mit PBS gewaschen und
fur 15-20 Minuten in 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Danach wurden die Zellen erneut
zweimal fur 5 Minuten in PBS gewaschen, fur 1 Stunde in Blockldsung belassen und
anschlieBend Uber Nacht bei 4°C mit dem in Blockldsung gelésten Primarantikdrper
inkubiert. Die Zellen wurden zwei weitere Male fur 10 Minuten in PBS gewaschen und
1,5 Stunden mit fluoreszenzmarkiertem Sekundar-Antikdrper bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS (2 x 10 Minuten)
wurden die Glasplattchen mit 10 pl des Polyvinylalkohols Moviol als Eindeckmittel pro
Glasplattchen auf Objekttrager aufgebracht und eingebettet. Die angefarbten Zellen
wurden nun entweder mit dem Epifluoreszenz-Mikroskop oder mittels der konfokalen

Laser-Scan-Mikroskopie analysiert und dokumentiert.
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254 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie

Zum Erstellen von konfokalen Bildern wurde das konfokale Leica TCS SL Laser Scan
Mikroskop mit 40fachem Ol-Immersionsobjektiv benutzt. Roter Fluoreszenz-Farbstoff
wurde bei 543 nm und griner Fluoreszenz-Farbstoff bei 488 nm Wellenlange angeregt.
Die Fluoreszenz aus den roten und griinen Kanalen wurde getrennt mit Filtern zwischen
498-535 nm und 587-666 nm detektiert. Die Bilder wurden erstellt mit einer Auflésung
von 1024 x 1024 Pixel. Die konfokalen Aufnahmen wurden von Dr. Markus Holtje
durchgefuhrt.

2.5.5 Versuche zur Glutamat-Aufnahme und -Freisetzung

Zur Untersuchung der Glutamat-Aufnahme und -Freisetzung wurden Kkultivierte
Astrozyten zu definierten Zeiten entweder unter Kontrollbedingungen belassen oder mit
80 nM C3bot vergiftet. Zu Beginn wurden diese mit serumfreiem Medium, dem 50 pM
Kalium-Glutamat und 0,05 uM tritummarkiertes Glutamat zugesetzt wurden, fir 60
Minuten im Brutschrank inkubiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Die Zellen wurden
nun dreimal gewaschen. Fur Glutamat-Aufnahme-Versuche erfolgte hier bereits die
Lyse der Zellen und die Flussigszintillationsmessung der aufgenommenen
Radioaktivitat. Astrozyten fur die Sekretions-Versuche wurden zusatzlich entweder nur
mit KR-Hepes/Glukose inkubiert oder mit 1,3 uM lonomycin fur 10 Minuten bei 37°C zur
Sekretion stimuliert. lonomycin ist eine pH-abhangige Calcium-lonophore, die Calcium
im Komplex bindet und durch biologische Membranen transportiert. Der Uberstand
inklusive der sezernierten Menge an Glutamat/Glutamin wurde in Szintillationsréhrchen
(Poly-Q vials) zur Messung Uberfiihrt. Zur Bestimmung der in den Zellen verbliebenen
Menge an Radioaktivitat wurden die Astrozyten mit 0,4% Triton X-100 lysiert. Das Lysat
wurde ebenfalls in Rohrchen tberfihrt, denen der Flissigszintillator hinzugefligt wurde.
Die R6hrchen wurden nun zur Messung in den Szintillationszahler eingesetzt.

Das physikalische Prinzip der Szintillation wird in weiten Bereichen der
Grundlagenforschung und Nuklearmedizin ausgenutzt. Ein Szintillationszahler oder
Liquid Szintillation Counter (LCS) zahlt die Anzahl von entstehenden Lichtblitzen, die
aquivalent zur Zahl der radioaktiven Zerfélle ist, da beim Auftreffen radioaktiver

Strahlung aus fluoreszierenden Materialien Photonen ausgelost werden. Dies kommt
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durch die Anhebung eines Elektrons auf ein hdheres Energieniveau durch die
Strahlung, dessen Ruckkehr in den Ursprungszustand und der gleichzeitigen Emission
eines Photons zustande. Dieser Effekt kann sowohl zur Bestimmung der
Strahlungsintensitat von y-Strahlung, als auch von o- und B-Strahlung genutzt werden.
Flussigkeitsszintillatoren arbeiten mit einer aus mehreren Szintillatoren bestehenden
organischen Losung, wobei der Primarszintillator die absorbierte Energie in Licht
umwandelt, welches sich meist im UV-Bereich befindet, und der Sekundarszintillator
das im UV-Bereich liegende Licht absorbiert und im sichtbaren Bereich remittiert.
Mithilfe der Messergebnisse konnten quantitative Aussagen uber die Aufnahme oder
Freisetzung von Glutamat durch Astrozyten gemacht werden. Eine zuriickgehaltene
Menge des Zelllysats wurde flr eine Proteinmengenbestimmung mittels
Bicinchoninsaure (BCA)- Reagenz verwendet.

Die so erhaltenen Zerfalle pro Minute (DPM)-Werte wurden in Zerfélle pro Sekunde
umgerechnet. Dieser Wert entspricht der Einheit Bequerel ( Zerfalle pro Minute /60 [s] =
1 Bq). Mittels der spezifischen Aktivitat des eingesetzten Glutamats (40 Ci/mmol) und
dem Umrechnungsfaktor von Ci in Bg (1 Ci= 37 GBqQ), konnte die aufgenommene oder
freigesetzte Menge an Glutamat (in nmol) berechnet werden, die typischerweise in

nmol / g Protein angegeben wurde.

2.5.6 Proteinquantifizierung / BCA-Test

Der BCA-Test zur Proteinquantifizierung beruht auf der Reaktion zweiwertiger
Kupferionen mit Proteinen zu einwertigen Kupferionen. Zusammen mit
Bicinchoninsaure kommt es zu einem Umschlag des Farbstoffs von griin zu violett. Zur
quantitativen  Proteinbestimmung wird die Absorption des violetten Farbstoffs
photometrisch bei 550 nm gemessen. Die Proteinbestimmungen werden durchgefihrt
um einen Bezug herzustellen zwischen der aufgenommenen bzw. abgegebenen
Radioaktivitdt und der vorhandenen Proteinmenge. Auf3erdem zur Berechnung der
Proteinmengen vor dem Auftragen auf die Proteingele.

Von dem bei der Szintillationsmessung zurtickbehaltenen Zelllysat wurden 25 pl in ein
Eppendorfreaktionsgefa? gefullt und 25 pl 0,4% Triton X-100 zugefugt. Far die
durchzufiihrende Doppelbestimmung wurden jeweils 20 pl aus jedem Roéhrchen in eine
Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben. AnschlieRend wurden 200 pl des BCA-
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Reagenzes hinzupipettiert. Es wurden zwei Vertiefungen nur mit Triton X-100 und BCA-
Reagenz geflllt, um den Leerwert zu ermitteln. Die Mikrotiterplatte wurde nun fir 30
Minuten bei 60°C erhitzt. Danach wurde die Extinktion mit einem ELISA-Reader
photometrisch bei 550 nm bestimmt. Eine Eichkurve mit 50, 100, 200 und 400 pg/ml

BSA als Standardwerte wurde zur Berechnung der Proteinmengen erstellt.

2.5.7 Vesikelfarbung

Der Farbstoff AM1-43 ist ein aktivitatsabhangiger kationischer Styryl-Farbstoff, der ein
lipophiles Ende aus zwei Kohlenstoffketten und eine hochhydrophile, kationische
Kopfgruppe besitzt. In der Zellpraparation verteilt er sich zwischen der wassrigen
Phase, in der er nicht fluoreszieren kann, und der Oberflache der &aufReren Zell-
membran, wo das lipophile Ende in die Membran eindringen und intensiv fluoreszieren
kann. Wahrend der Endozytose wird der Farbstoff aufgenommen und eingeschlossen.
Durch Waschschritte wird der an der Zelloberflache befindliche Farbstoff abgewaschen,
wodurch die Fluoreszenzsignale proportional zu den neugeformten Vesikeln sind. Im
Verlauf der stimulierten Exozytose wird AM1-43 zusammen mit den Neurotransmittern
freigesetzt. Um die Hintergrundfluoreszenz zu reduzieren, kann 4-Sulfonato
Calix(8)Arene-Natrium Salz (SCAS)-Quencher-Lésung genutzt werden. Quencher
konnen Anregungsenergie von Nachbarmolekilen Ubernehmen, wahrend das
gequenchte Molekil in den Grundzustand wechselt und so an einer Fluoreszenz
gehindert wird.

Fur die Vesikelfarbung wurden auf Glasplattchen gewachsene Zellen unter Kontrollbe-
dingungen oder mit C3bot behandelt, benutzt. Astrozyten wurden zuerst fur 1 Minute
mit in KR-HEPES geléstem AM1-43 (4 uM) mit oder ohne Zusatz von 1,3 uM lonomycin
zur Stimulation der Sekretion inkubiert. Nach einmaligem Waschen wurden die
Astrozyten fur 4 Minuten mit SCAS-Quencher-Losung (500 pM) behandelt. Im
Anschluss daran wurden die gefarbten Zellen erneut gewaschen und fur 20 Minuten in
Fixierlosung fixiert. Die fixierten Zellen wurden fir 5 Minuten mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI, 1 pug/ml) zur Kern-
Markierung gegengefarbt und im Anschluss daran dreimal fir 5 Minuten mit PBS
gewaschen. Nach einem letzten Waschschritt wurden die gefarbten Zellen eingebettet,

fotografiert und dunkel aufbewabhrt.
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FUr den quantitativen Vergleich der Anzahl AM1-43 gefarbter Vesikel pro Astrozyten-
zelle, unter den jeweiligen Versuchsbedingungen, wurden die Zellen nach der
Vesikelfarbung unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Fir jede Bedingung
wurden von jeweils zehn Bildern in Feldern von je 136 x 108 um Punkte in der
GroRRenordnung zwischen 50 und 250 Pixel mittels Scion Image Software ausgezahilt.
Zu jeder AM1-43-Vesikelfarbung wurde eine Farbung mit dem DNA-Farbstoff DAPI
durchgefuhrt, ebenfalls fotografiert, ausgezahlt und die Zellzahl zur Fluoreszenz-
punktzahl ins Verhaltnis gesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekte von Clostridium botulinum C3 Protein auf die Morphologie

kultivierter Maus-Astrozyten

Als Modellsystem zur Untersuchung von Rho-abhéngigen Effekten in Astrozyten
wurden Priméarkulturen verwendet. Mit diesem etablierten System konnten
ausreichende Mengen an Astrozyten auch fur biochemische Zwecke zur Verfiigung
gestellt werden. Die im Ausgangsmaterial noch vorhandenen Neuronen wurden durch
Scherkrafte wahrend des Homogenisierungsprozesses zerstért. Nach Abschuitteln der
zunachst noch im Kultursystem vorhandenen Mikroglia waren die Kulturen zu 98% rein.
Zunachst erfolgte eine Betrachtung der untersuchten Zellen hinsichtlich der
Morphologie, wofur diese typischerweise fur 10-14 Tage kultiviert und anschlie3end
fixiert wurden. Um die Morphologie unter Kontrollbedingungen beurteilen zu kénnen,
wurden die subkonfluenten, auf Glasplattchen gewachsenen Zellen gegen das fir

Astrozyten spezifische saure Gliafaserprotein (GFAP) gefarbt (Abb. 5).

Abb.5:

Astrozytenkultur der Maus

Astrozyten aus dem Gesamthirn der Maus wurden postnatal am Tag 3 (P3) préapariert, kultiviert
und nach mehrmaligem Mediumwechsel und Abschitteln von Mikroglia auf Glasplattchen
weiterkultiviert. Nach 10 Tagen in Kultur wurden die subkonfluenten Zellen fixiert und mit Hilfe
eines Antiserums gegen saures Gliafaserprotein (GFAP, glial fibrillary acidic protein), als
Markerprotein fur Astrozyten, gefarbt. Die Visualisierung erfolgte mittels Epifluoreszenz-
Mikroskopie. In Kultur erscheinen die Astrozyten als flache, haufig fibroblastenartige Zellen. Ein
geringer Prozentsatz der Zellen (siehe *) weist ausgepragte Fortsatze auf.
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GFAP bildet den Grundbaustein der astrozytaren Intermediarfilamente und ist,
neben Vimentin und S-100p3, das am haufigsten verwendete Markerprotein fir
Astrozyten im ZNS, sowohl in vivo als auch in vitro (Bignami und Dahl, 1976; Boyes et
al., 1986). Unter Kontrollbedingungen wiesen die Zellen eine polygonale, flache,
fibroblasten-ahnliche Morphologie auf. Ein geringer Prozentsatz wies ausgepragte,
dinne Fortsatze auf. Fur eine morphologische Beurteilung der Effekte von Clostridium
botulinum C3 Protein (C3bot) auf Astrozyten wurden diese, wie in den meisten
nachfolgend beschriebenen Versuchen, fir 72 Stunden unter serumfreien Bedingungen
mit 80 nM C3bot inkubiert (Abb. 6). Die so behandelten Zellen wiesen eine stark
ausgepragte Veranderung ihrer Morphologie auf. Zu beobachten war ein deutlich
verstarktes Fortsatzwachstum mit vermehrter Verzweigung und ein Rickzug des
Zytoplasmas um die Kernregion der Astrozyten. Dieses Phdnomen, auch als ,Stellation®
bezeichnet, konnte schon in friheren Arbeiten an Astrozytenprimarkulturen beschrieben
werden (Hdltje et al., 2005).

Abb.6

Morphologische Verénderungen kultivierter Astrozyten nach Inkubation mit C3bot

Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM Clostridium botulinum C3 Protein
(C3bot) serumfrei inkubiert. Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrolle. Anschlieend wurden
die Zellen fixiert und gegen GFAP geféarbt. Die Visualisierung erfolgte mittels konfokaler Laser-
Scan Mikroskopie. Die unter Kontrollbedingungen fibroblastenartigen Astrozyten weisen nach
Inkubation mit C3bot ein deutlich verstarktes Fortsatzwachstum hin zu einem ramifizierten
Erscheinungsbild auf.
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3.2 C3bot-Effekte auf das Expressionsmuster kleiner GTPasen der Rho-

Familie

Aktinquervernetzung, -kontraktilitat, Mikrotubuliwachstum und -stabilisierung bestimmen
im Wesentlichen die Zellmorphologie. Kleine GTPasen der Rho-Familie, hauptsachlich
RhoA, Racl und Cdc42, fungieren dabei als Regulatoren des Zytoskeletts. Zur
Untersuchung maoglicher Effekte der Inkubation mit C3bot auf das Expressionsmuster
der Rho-Proteine wurden Astrozyten mit C3bot inkubiert. Mittels Protein-
gelelektrophorese, Westernblot und Chemilumineszenz (ECL)-Detektion wurde das
Proteinniveau der kleinen Rho-Proteine semi-quantitativ analysiert (Abb. 7). Als
Referenzbande zur Auswertung der Veranderungen der Proteinmenge wurde alpha-
Tubulin verwendet.

Die Analyse ergab einen deutlichen Rickgang des Proteinniveaus von RhoA (62%)
nach C3bot-Inkubation im Vergleich zu den Kontrollbedingungen (Abb. 7 A).
Verschiedene zellulare Mechanismen sind als Ursache fir den Rickgang in der
Proteinmenge denkbar: Die Proteine konnten zum Einen polyubiquitinyliert und durch
das Proteasom abgebaut worden sein. Aber auch Regulationsmechanismen auf Trans-
kriptions- und Translationslationsebene der untersuchten Proteine koénnten verant-
wortlich sein fur die Verminderung des Proteinniveaus. Mittels des pharmakologischen
Proteasomen-Inhibitors MG-132 wurde zunachst eine geférderte proteasomale
Degradierung untersucht. MG-132 stabilisiert den inhibitorischen Faktor kB, einen
Inhibitor des Transkriptionsfaktors kB (NF«B), wodurch die Expression des Proteasoms
blockiert wird. Dies verhindert den Abbau der Proteine durch das 26S-Proteasom nach
Anbindung von Ubiquitin (Rock et al., 1994).

Nach Zugabe von MG-132 (50 uM) fur 48 Stunden wurde der Rickgang der
Proteinmenge von RhoA nach C3bot-Inkubation deutlich vermindert. Ebenso konnte fir
C3bot eine starkere Bandenintensitat nach Inkubation mit MG-132 beobachtet werden,
was darauf schlieBen lasst, dass sowohl RhoA, als auch internalisiertes C3bot dem
proteasomalen Abbau unterliegen (Abb. 7 A). AnschlieBend wurde der Einfluss von
C3bot auf die Proteine Racl und Cdc42 untersucht. Fir Racl konnte nur ein geringer
Ruckgang (21%) in der Proteinmenge nach C3bot-Behandlung im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen nachgewiesen werden (Abb. 7 B). Auf die Expression von Cdc42
hatte C3bot keinen Effekt.

32



Ergebnisse

A)
g oh 14 4 Il RhoA
alpha-
- - - 1,2 -
45 p ()
2 1
- - WSS | RhoA ) J
20 » g 08
= 06 -
R e % ’
20 » 5_ 0,4 1
C3bot - + + 0,2 -
MG-132 | = - + -
Kontrolle C3bot C3bot+
MG-132
B) -
B
66 > M alpha-
45 » Tubulin . Rac1l
1,4 -
30> [] Cdc42
& & Racl 1.2 4
20 » S .
o N o
& & E 08
& 6 <
9 Q E
& = 0,6
—— a 04 -
) T
45 » Tubulin 0,2 1
30 » 0-
B S | Cdca2 Kontrolle C3bot
20 »
\0 X
S F
o° O
&
Abb.7

Expressionsmuster von RhoA, Rac1 und Cdc42 in Astrozyten nach Inkubation mit C3bot
Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Kulturen
dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden homogenisiert und mittels Proteingelelektrophorese
und Western-Blot auf die Expression kleiner GTPasen der Rho-Familie hin untersucht.
Eingesetzt wurden Primérantikorper gegen RhoA, Racl, Cdc42, C3bot sowie alpha-Tubulin als
internem Standard. Die Visualisierung erfolgte mittels ECL-Reagenz, die Banden wurden Uber
Lab-Image-Software semi-quantitativ ausgewertet.

A: Besonders deutlich ist der Effekt von C3bot auf RhoA, das einen deutlichen Riickgang des
Proteinniveaus im Vergleich zur Kontrolle aufweist. Die Applikation des Proteasomen-Inhibitors
MG-132 (50 uM) fir 48 Stunden vermindert den Abbau von RhoA und C3bot.

B: Fur Racl kann ebenfalls ein geringer Effekt nachgewiesen werden. Auf die Expression von
Cdc42 hat C3bot keinen Einfluss.
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3.3 Effekte von C3bot auf die [3H] Glutamat-Aufnahme durch Astrozyten

Im Anschluss an die Untersuchungen zur Morphologie, sowie die proteinbiochemischen
Experimente, die im Wesentlichen einer Uberprifung der Wirksamkeit von C3bot auf
die Kulturen galten, sollten nun mogliche damit einhergehende funktionelle
Konsequenzen der C3bot-Inkubation untersucht werden. Eine der Hauptaufgaben der
Astrozyten besteht darin, freigesetztes, auf postsynaptische Neurone exzitatorisch
wirkendes Glutamat wieder aufzunehmen und zu verstoffwechseln, da frei im Extra-
zellularraum befindliches Glutamat in héheren Konzentrationen exzitotoxisch wirkt
(Erencinska und Silver, 1990). Glutamat kann in Astrozyten sowohl gespeichert als
auch freigesetzt und Neuronen wieder zur Verfugung gestellt werden.

Kultivierte Astrozyten wurden zunachst fur 6, 12, 24 oder 72 Stunden mit C3bot
inkubiert und anschlieBend fur 1 Stunde mit 50 uM [3H] Glutamat beladen. An den
anschlieBend lysierten Zellen wurde mittels Flussigkeitsszintillationszahlung die
aufgenommene Menge an Glutamat gemessen und auf die vorhandene Proteinmenge
bezogen (Abb. 8). Um die in diesem Assay gemessene Menge an unspezifisch
gebundenem Glutamat zu dokumentieren, wurden die glialen Plasmamem-
brantransporter Glutamat/Aspartat-Transporter (GLAST) und Glutamattransporter-1
(GLT-1) mit L-trans-2,4-pyrrolidin-dicarboxylat (PDC), einem kompetitiv hemmenden
Neurotransmitter-Analogon, spezifisch inhibiert (Bridges et al., 1991).

Nach 24 Stunden C3bot-Inkubation ergab sich eine signifikante Steigerung der
Glutamat-Aufnahme auf 27 nmol/mg Protein im Vergleich zu 15,1 nmol/mg Protein
unter Kontrollbedingungen. Nach 72 Stunden war dieser Anstieg mit einer Steigerung
von 19 nmol/mg Protein auf 53 nmol/mg Protein noch deutlicher ausgepragt. Die
unspezifische Aufnahme lag nach 72 Stunden zwischen 3 und 5 % der
Gesamtaufnahme. Auf eine Untersuchung der Effekte noch ausgedehnterer
Inkubationszeiten wurde auch vor dem Hintergrund einer mdglichen Zunahme
unspezifischer Effekte durch die morphologischen Veranderungen verzichtet. Fur die
kinetische Analyse der Glutamat-Aufnahme wurden sowohl Kontrollzellen als auch mit
C3bot behandelte Zellen fir einen auf 10 Minuten verkurzten Zeitraum mit 50 uM [3H]
Glutamat inkubiert, um mdgliche Sattigungsph&dnomene der Transportersysteme zu
minimieren (Abb. 9). Die nichtlineare kinetische Auswertung nach Michaelis-Menten
wurde zur doppelt reziproken Lineweaver-Burke-Darstellung transformiert. Hier wurde

deutlich, dass die gesteigerte Glutamat-Aufnahme der Zellen nach C3bot-Inkubation
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zum Einen auf der erhdhten maximalen Transportgeschwindigkeit Vmax von 7,46
nmol/mg/ Minute unter Kontrollbedingungen auf 9,08 nmol/mg/Minute nach C3bot-
Inkubation und zum Anderen auf der gesteigerten Substrataffinitat fir Glutamat basiert,
was der geringere Kn-Wert von 66,7 uM im Vergleich zum Kontrollwert von 79,5 uM

belegt.
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C3bot erhéht die Aufnahme von [PH] Glutamat zeitabhéngig

Kultivierte Astrozyten wurden fiir 6, 12, 24 oder 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert.
Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrolle. Fir die Aufnahme-Experimente wurden die
Astrozyten fiir 1 Stunde mit 50 pM [*H] Glutamat inkubiert. Die aufgenommene Menge an
Glutamat wurde durch FlUssigkeitsszintillationsmessung an den lysierten Zellen bestimmt und
auf die jeweils vorhandene Proteinmenge bezogen. 1 mM PDC (Pyrrolidindicarboxylat) wurde
als spezifischer Inhibitor der Plasmamembrantransporter GLAST (Glutamat/Aspartat-
Transporter) und GLT-1 (Glutamattransporter 1) eingesetzt, um den Anteil unspezifisch ge-
bundenen [*H] Glutamats zu dokumentieren. Nach 24 Stunden C3bot-Inkubation zeigt sich eine
gegeniber der Kontrolle signifikant erhdhte Aufnahme in den mit C3bot behandelten Zellen.
Nach 72 Stunden zeigt sich dieser Effekt noch deutlicher ausgepragt. Dargestellt sind die
Mittelwerte * Standardabweichung aus Bestimmungen in Triplikaten eines reprasentativen
Experiments. Die statistische Signifikanz (p<0,05; *) wurde mittels Student’s t-Test ermittelt.
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Steigerung der Transportgeschwindigkeit und Substrataffinitat fiir Glutamat in Astrozyten nach
C3bot-Inkubation

Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot behandelt. Unbehandelte
Kulturen dienten der Kontrolle. Die Zellen wurden fir 10 Minuten mit 50 pM [*H] Glutamat
inkubiert. Danach wurde die [*H] Glutamat-Aufnahme mittels Fliissigkeitsszintillationsmessung
ermittelt und auf die jeweilige Proteinmenge bezogen. Die nichtlineare kinetische Analyse nach
Michaelis-Menten und deren Transformation zur doppelt-reziproken Darstellung nach
Lineweaver-Burke zeigen, dass die gesteigerte [*H] Glutamat-Aufnahme der C3bot-behandelten
Astrozyten sowohl auf einer erhdhten Transportgeschwindigkeit (Vmax), als auch auf einer
gesteigerten Substrataffinitat (K.) basiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standard-
abweichung aus Bestimmungen in Triplikaten eines reprasentativen Experiments.

Um mdgliche Effekte von C3bot auf das Transportersystem der Plasmamembran zu
untersuchen, wurde im Folgenden die Expression der dort lokalisierten Glutamat-
transporter untersucht. Hierfr wurden kultivierte Astrozyten auf das Astrozyten-Marker-
Protein GFAP und die beiden hochaffinen Transportersubtypen der Plasmamembran,
GLAST und GLT-1, immunzytochemisch untersucht (Abb. 10). Zur Untersuchung der
zellularen Lokalisation von Proteinen wurde erneut die konfokale Laser-Scan
Mikroskopie genutzt, da bei diesem Verfahren optische Schnitte durch die Zelle
erfolgen, die eine fir diese Zwecke genitigend genaue Lokalisation der untersuchten
Antigene in der Zelle erlauben. Unter Kontrollbedingungen lie3 sich GLAST
erwartungsgemal bevorzugt an der Plasmamembran der Astrozyten darstellen. Im
Gegensatz dazu liel3 sich GLT-1 praktisch nicht nachweisen. Kultivierte Astrozyten
wurden parallel dazu mit C3bot inkubiert und ebenso gegen GFAP, GLAST oder GLT-1
jeweils doppelgefarbt (Abb. 11). Nach C3bot-Behandlung lieRen sich im Gegensatz zu
den Kontrollbedingungen beide Glutamattransportersubtypen in der groRen Mehrzahl
(90%) der GFAP-positiven und stark verzweigten Zellen sowohl im Bereich der Somata,

als auch in den Fortsatzen lokalisieren.
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Abb.10

Expression von GLAST in Astrozyten unter Kontrollbedingungen

Astrozyten wurden unter Kontrollbedingungen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und gegen
GFAP und die Plasmamembran-Glutamattransporter GLAST und GLT-1 doppelgefarbt. Die
Visualisierung erfolgte mittels konfokaler Laser-Scan-Mikroskopie. Der Glutamattransporter
GLAST weist unter diesen Bedingungen eine bevorzugte Lokalisation an der Plasmamembran
der Zellen auf, wohingegen GLT-1 unter Kontrollbedingungen praktisch nicht nachweisbar ist.

C3bot

GFAP kombiniert

GFAP kombiniert e

C3bot induziert die Expression von GLT-1 in Kultivierten Astrozyten

Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Die Zellen wurden
fixiert und gegen GFAP und die Glutamattransporter GLAST und GLT-1 jeweils doppelgefarbt.
Die Visualisierung erfolgte mittels konfokaler Laser-Scan-Mikroskopie. Sowohl GLAST auch als
GLT-1 lassen sich in der grof3en Mehrzahl der GFAP-positiven, stark verzweigten Zellen bevor-
zugt an der Plasmamembran im Bereich des Somas, aber auch in den Fortsétzen nachweisen.

Abb.11
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Um diese Beobachtung auch proteinbiochemisch zu untersuchen und zu quantifizieren,
wurden Astrozyten fur 12 oder 72 Stunden mit C3bot inkubiert und mittels Westernblot-
Verfahren auf die Expression von GLAST und GLT-1 hin analysiert (Abb. 12). Bezogen
auf alpha-Tubulin als internem Standard konnte ein zeitabhangiger Anstieg um das 4,2
(12h) bzw. 6,5fache (72h) im Proteinniveau des unter Kontrollbedingungen kaum
nachweisbaren GLT-1 dokumentiert werden. Das GLAST-Proteinniveau hingegen war
nach 12 Stunden nahezu &aquivalent zur Kontrolle und nach 72 Stunden um ca. 30%

erniedrigt.
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Abb.12

Expressionsmuster der Glutamattransporter GLAST und GLT-1 in Astrozyten.

Kultivierte Astrozyten wurden fiir 12 oder 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte
Kulturen dienten als Kontrolle. Mittels Proteingelelektrophorese und anschlieendem
Westernblot-Verfahren erfolgte der Proteinnachweis mit Antikbrpern gegen alpha-Tubulin als
internem Standard, sowie gegen die Glutamattransporter GLAST und GLT-1. Die Visualisierung
erfolgte mittels ECL-Reagenz. Unter diesen Bedingungen kann nach 72 Stunden ein deutlicher
Anstieg des Proteinlevels von GLT-1 beobachtet werden. Das Proteinniveau von GLAST
hingegen ist nach 72 Stunden Inkubation erniedrigt. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives
Experiment.

Um den funktionellen Nachweis zu fihren, dass die C3bot-abhangig gesteigerte
Glutamat-Aufnahme der Astrozyten auf einer gesteigerten Transportaktivitat von GLT-1
beruht, wurde ein pharmakologischer Ansatz verwendet. Hierfir wurde Dihydrokainat
(DHK) als spezifischer, nicht-kompetetiver Inhibitor des Glutamattransporters GLT-1

eingesetzt (Munoz et al., 1987; Levy et al., 1998).
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Kultivierte Astrozyten wurden unter den bekannten Bedingungen mit C3bot inkubiert.
Die Zellen wurden mit 250 oder 500 uM Dihydrokainat (DHK) fur 30 Minuten pra-
inkubiert und darauf fur 1 Stunde mit 50 uM [3H] Glutamat beladen. Auf die Glutamat-
Aufnahme der Kontrollzellen hatte DHK bei beiden Konzentrationen keinen Einfluss
(Abb. 13). Die gesteigerte Glutamat-Aufnahme nach C3bot-Behandlung wurde im
Gegensatz dazu nahezu exakt auf das Kontrollniveau reduziert. Diese Ergebnisse
belegen, dass die Mehraufnahme an [2H] Glutamat nach Inkubation mit C3bot
tatsachlich auf einer gesteigerten Expression und Transportaktivitdt von GLT-1 beruht.
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Abb.13

Die gesteigerte [°H] Glutamat-Aufnahme nach Inkubation mit C3bot beruht auf der Aktivitét von
GLT-1

Astrozytenkulturen wurden fur 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Astrozyten
dienten als Kontrolle. Vor den Aufnahme-Experimenten wurden die Astrozyten fir 30 Minuten
mit Dihydrokainat (DHK), einem spezifischen Inhibitor des Glutamattransporters GLT-1, in zwei
Konzentrationen préinkubiert und danach fir 1 Stunde mit 50 puM [*H] Glutamat beladen. Die
aufgenommene Menge an Glutamat wurde durch Flissigszintillationsmessung an den lysierten
Zellen bestimmt und auf die jeweils vorhandene Proteinmenge bezogen. Unter
Kontrollbedingungen hat die Prainkubation mit DHK keinen Effekt auf die [*H] Glutamat-
Aufnahme. Im Gegensatz dazu wird die gesteigerte [°*H] Glutamat-Aufnahme in C3bot-
behandelten Astrozyten unter DHK wieder auf das Kontrollniveau reduziert. Dargestellt sind die
Mittelwerte * Standardabweichung aus Bestimmungen in Triplikaten eines reprasentativen
Experiments. Die statistische Signifikanz (p<0,05; *) wurde mittels Student’s t-Test ermittelt.

Aus den Ergebnissen der bislang beschriebenen Experimente ergab sich die Frage
nach den beteiligten Signaltransduktionsmechanismen, Uber die die GLT-1-Expression
nach C3bot-Inkubation hochreguliert wurde. Die Transkription des Gens fur GLT-1
unterliegt der Kontrolle des Transkriptionsfaktors Nuklear-Faktor kB (NFxB) (Rodriguez-

Kern et al., 2003). Fur die Proteinexpression von GLT-1 muss ein proteasomaler Abbau
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des inhibitorischen Faktors «B (IkB) und die anschlieBende Translokation des
Heterodimers NF«B (p50/p65) in die Kernregion der Zelle erfolgen. Dort bindet NFkxB an
die Zell-DNA und aktiviert die Transkription des Gens fur GLT-1.

Um die zellulare Lokalisation von NFxB zu dokumentieren, wurden Kultivierte
Astrozyten zunachst mit C3bot inkubiert und gegen die p65-Untereinheit von NFxB
gefarbt (Abb. 14 A).

A) B)
66 » alpha-
45 » - Tubulin
45 »
- IkB alpha
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Abb.14

C3bot induziert die Translokation von NF«B in die Kernregion via Degradation von IkB
Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden fixiert und gegen die p65-Untereinheit des
Transkriptions-Faktors NFkB gefarbt. Die Visualisierung erfolgte mittels konfokaler Laser-Scan
Mikroskopie.

A: Unter Kontrollbedingungen kann NFxB hauptsachlich im Zytoplasma der Astrozyten
nachgewiesen werden. Nach Inkubation mit C3bot zeigt sich eine deutliche Translokation von

NF«B in die Zellkernregion.

B: Mittels Proteingelelektrophorese und anschlieRendem Westernblot-Verfahren erfolgte der
Proteinnachweis mit Antikorpern gegen IkB alpha. Die Visualisierung erfolgte mittels ECL-
Reagenz. Nach der Inkubation mit C3bot zeigt sich ein deutlich vermindertes Proteinniveau von
IxB alpha.

Mittels konfokaler Laser-Scan-Mikroskopie konnte die Untereinheit unter Kontroll-
bedingungen hauptsachlich im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden. Nach
Inkubation mit C3bot war eine Translokation von NFxB aus dem Zytoplasma der Zelle
in die Kernregion nachweisbar. Fur einen proteinbiochemischen Nachweis dieses
C3bot-Effektes wurde der inhibitorische Faktor kB in kultivierten und mit C3bot
inkubierten Zellen mittels Westernblot-Technik analysiert (Abb. 14 B). Es zeigte sich
eine Verschiebung von der dephosphorylierten (36kDa) zur phosphorylierten (40kDa)
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Form von IkB. AuRerdem konnte ein deutlicher Rickgang im Gesamtproteinniveau von
IkB nach C3bot-Behandlung im Vergleich zu den Kontrollbedingungen beobachtet

werden.

3.4 Effekte von C3bot auf die vesikulare [3H] Glutamat-Aufnahme durch

Astrozyten

Neben den hochaffinen Plasmamembrantransportern GLAST und GLT-1 wurde in
Astrozyten die vesikulare Speicherung von Glutamat Uber vesikelstandige
Glutamattransporter (VGLUT1-3) nachgewiesen (Belocchio et al., 2000; Bai et al., 2001,
Fremeau et al., 2002; Montana et al., 2004; Bezzi et al., 2004). Durch die Speicherung
in sekretorischen Vesikeln konnte Uber die Veranderung der zytoplasmatischen
Glutamat-Konzentration auch der Transport Uber die Plasmamembran beeinflusst
werden.

Zur Untersuchung eines moglichen Effekts von C3bot auf die Proteinexpression
vesikularer Glutamattransporter wurden kultivierte Zellen mit C3bot inkubiert und gegen
VGLUT 1-3 und GFAP doppel-gefarbt (Abb. 15).

Kontrolle

20um

Abb.15
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Kultivierte Astrozyten exprimieren die vesikuldren Glutamattransporter VGLUT1-3

Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden fixiert und gegen GFAP und die vesikularen Glutamat-
transporter VGLUT1-3 doppelgeféarbt. Die Visualisierung erfolgte mittels konfokaler Laser-Scan-
Mikroskopie. Unter beiden Bedingungen kénnen alle drei Transporter sowohl im Bereich des
Somas, als auch in den Fortsatzen nachgewiesen werden.

Unter Kontrollbedingungen waren alle drei Transportersubtypen in punktfGrmiger
Verteilung in den Astrozyten nachweisbar. Nach Inkubation mit C3bot waren ebenfalls
alle drei vesikularen Glutamattransporter sowohl im Bereich des Somas, als auch in den
verzweigten Zellfortsatzen deutlich zu erkennen. Um eine quantitative Aussage uber
das Proteinniveau treffen zu konnen, wurde das Expressionsmuster aller drei
Transportersubtypen mittels Western-Blot-Verfahren nach C3bot-Inkubation untersucht
(Abb. 16). Die Visualisierung der Proteinbanden zeigte keinerlei signifikante
Veranderungen im Proteinniveau der vesikularen Transporter gegentber der Kontrolle.
Dieses Ergebnis schlie3t eine Beteiligung der vesikularen Glutamattransporter am
Gesamtanstieg der astrozytaren Glutamat-Aufnahme nicht aus, da ihre Aktivitat neben
der Proteinsynthese auch anderen Regulationsmechanismen unterliegt (Winter et al.,

2005), welche jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurden.
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Abb.16

Expressionsmuster der vesikuldren Glutamattransporter VGLUT1-3 in Astrozyten
Astrozytenkulturen wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Mittels Proteingelelektrophorese und anschlieRendem Westernblot-
Verfahren erfolgte der Proteinnachweis mit Antikrpern gegen die vesikularen Glutamat-
transporter VGLUT1-3. Als interner Standard wurde alpha-Tubulin eingesetzt. Unter diesen
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Bedingungen koénnen Kkeine signifikanten Veradnderungen im Proteinniveau aller drei
Transportersubtypen nach Behandlung mit C3bot nachgewiesen werden.

Zum Nachweis des Anteils von vesikuldren Transportprozessen an der gesteigerten
Glutamat-Aufnahme wurde die vesikulare Speicherung pharmakologisch mit
Bafilomycin Al, einem Makrolidantibiotikum aus Streptomyces griseus, unterbrochen
(Abb. 17). Bafilomycin Al ist ein spezifischer Inhibitor der vakuolaren H*-ATPase (v-
ATPase) (Bowman et al., 1988). Die v-ATPase ist, anders als die Plasmamembran-
ATPase, Na'-unabhangig und pumpt unter Hydrolyse von ATP H*-lonen in die Vesikel
(Kanner and Schuldiner, 1987). Durch die Aktivitdt der v-ATPase wird ein elektro-

chemischer Gradient generiert, durch den die Speichervesikel angeséauert werden und

[’H] Glutamat-Aufnahme
(nmol/mg Protein)
(o)
|

0 —
C3bot - - + +
Bafilomycin - + - +

Abb.17

Bafilomycin A1 reduziert die Glutamat-Aufnahme in Astrozyten

Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit C3bot 80 nM inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Vor den [*H] Glutamat-Aufnahme-Experimenten wurden die Zellen fir 1
Stunde mit 1 uM Bafilomycin Al prainkubiert. Danach wurden die Zellen fir 1 Stunde mit 50
UM [*H] Glutamat beladen. Die aufgenommene Menge an Glutamat wurde durch Flissig-
szintillationsmessung an den lysierten Zellen bestimmt und auf die jeweils vorhandene Protein-
menge bezogen. Durch die Prainkubation mit Bafilomycin Al wird unter beiden Bedingungen
die [°H] Glutamat-Aufnahme reduziert, wobei die Abnahme der [*H] Glutamat-Aufnahme nach
Inkubation mit C3bot sowohl relativ als auch absolut deutlich starker ausgepragt ist. Dargestellt
sind die Mittelwerte = Standardabweichung aus Bestimmungen in Triplikaten eines
reprasentativen Experiments. Die statistische Signifikanz (p<0,05; %) wurde mittels Student’s t-
Test ermittelt.
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so die notwendige Energie fur die Glutamat-Aufnahme aufgebracht werden kann
(Maycox et al., 1988). Durch die Blockierung der v-ATPase durch Bafilomycin Al kann
der fur die Aufnahme gebrauchte Protonengradient nicht bereitgestellt und die
vesikulare Glutamat-Aufnahme gehemmt werden (Arague et al., 2000).

Kultivierte Astrozyten wurden vor den [*H] Glutamat-Aufnahme-Experimenten fur 1
Stunde mit 1 uM Bafilomycin Al prainkubiert. Unter Kontrollbedingungen wurde die [3H]
Glutamat-Aufnahme durch die Préainkubation um 1,3 nmol/mg (25%) reduziert. Im
Vergleich dazu wurde die gesteigerte [3H] Glutamat-Aufnahme nach C3bot-Inkubation
sowohl absolut (4,7 nmol/mg) als auch relativ (38%) deutlich starker inhibiert. Diese
Ergebnisse deuten trotz des unveréanderten Proteinniveaus der vesikularen
Glutamattransporter darauf hin, dass die Hemmung Rho-abhéngiger Signalwege zu

einer Forderung vesikularer Transportprozesse fur Glutamat in Astrozyten fuhrt.

3.5 Glutamat/Glutamin-Sekretion unter Einfluss von C3bot

Wie einfihrend erwahnt, kann Glutamat nach der Aufnahme aus dem Extrazellularraum
vorubergehend gespeichert, zu Glutamin umgewandelt oder unmittelbar wieder
freigesetzt werden. Da ein Teil des aufgenommenen Glutamats von der astrozytaren
Glutamin-Synthetase zu Glutamin umgewandelt wird, beinhaltet die Glutamat-
Freisetzung in den Sekretions-Versuchen auch immer gleichzeitig einen Anteil an
Glutamin (Holtje et al.,, 2008). Zur Untersuchung des C3bot-Effekts auf die
Glutamat/Glutamin-Sekretion, unabhangig vom Aminosauretyp, wurde die Calcium-
lonophore lonomycin genutzt. lonomycin ist ein fir bivalente lonen hochspezifisches
Polyetherantibiotikum aus Streptomyces conglobatus, welches Ca?* im Komplex 1:1
bindet, durch biologische Membranen transportiert und somit die intrazellulare
Konzentration an Ca®" erhdht, was zur Stimulation von Freisetzungsmechanismen in
der Zelle fuhrt (Kauffmann et al., 1980).

Fur diese Untersuchung wurden kultivierte Astrozyten mit C3bot inkubiert und fur 1
Stunde mit 50 puM [3H] Glutamat beladen. Die Zellen wurden im Anschluss daran fir 10
Minuten mit lonomycin (1,3 uM) zur Sekretion stimuliert (Abb. 18). Nach 72 Stunden
unter serumfreien Bedingungen kam es in den Kontrollkulturen zu einer Steigerung der

Glutamat/ Glutamin-Sekretion auf 4,9 nmol/mg Protein gegentuber 3,4 nmol/mg Protein
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(43 %) der basalen Freisetzung (Pufferinkubation). An den mit C3bot inkubierten Zellen
konnte ein signifikanter Anstieg der freigesetzten Aminosauren von 7,9 nmol/mg Protein
auf 14,3 nmol/mg Protein (81 %) beobachtet werden. Damit ergab sich eine fast
dreifache hochsignifikante Erhdéhung der Freisetzung von stimulierten C3bot-

behandelten Zellen im Vergleich zu den stimulierten Kontrollzellen.
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Abb.18

C3bot stimuliert die calciumabhéngige [°H] Glutamat/Glutamin-Freisetzung aus Astrozyten
Kultivierte Astrozyten wurden mit 80 nM C3bot fiir 72 Stunden inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Fiur diese Freisetzungs-Experimente wurden die Astrozyten fur 1 Stunde
mit 50 pM [*H] Glutamat inkubiert. Die Zellen wurden mit Puffer inkubiert oder mit der Calcium-
lonophore lonomycin (1,3 uM) fir 10 Minuten zur Sekretion stimuliert. Die freigesetzte Menge
an Glutamat/Glutamin wurde durch Flussigkeitsszintillationsmessung aus dem gewonnenen
Uberstand bestimmt und auf die jeweils vorhandene Proteinmenge bezogen. Unter
Kontrollbedingungen steigert die Stimulation mit lonomycin die [*H] Glutamat/Glutamin-
Freisetzung nur gering. Nach Inkubation mit C3bot I&sst sich eine signifikante Steigerung der
Freisetzung dokumentieren. Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichung aus
Bestimmungen in Triplikaten eines reprasentativen Experiments. Die statistische Signifikanz
(p<0,05; %) wurde mittels Student’s t-Test ermittelt.

3.6 Einfluss der Behandlung mit C3bot auf die Anzahl von
Exo-Endozytose-Ereignissen in Astrozyten

In einem weiteren experimentellen Ansatz zur Untersuchung der Sekretionssteigerung
wurde das Auftreten von vesikularen Exo-Endozytose-Prozessen mit Hilfe des
fixierbaren Fluoreszenzfarbstoffes AM1-43 untersucht (Abb.19). Der Styryl-Farbstoff
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AM1-43 wird aktivitatsabhangig in Vesikelmembranen transportiert und festgehalten

und eignet sich daher gut fur die Visualisierung der Vesikelfusionen.

AM1- 43/ Phasen-
A) DAPI kontrast Kombination

Kontrolle
lonomycin

C3bot
lonomycin
18
21
G 14
~
o 12
< 10
=
o g -
™
Y 6
= 4
<<
2
0
lonomycin L=__*
Kontrolle
Abb.19

C3bot erhoht die Zahl der vesikuldren Membranfusionen

Kultivierte Zellen wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden fur 1 Minute mit dem Farbstoff AM1-43 (4uM) mit oder
ohne gleichzeitigen Zusatz von 1,3 uM lonomycin inkubiert. Nach der Fixation wurden die
Zellen mit dem DNA-Marker DAPI gegengefarbt, um die Zellzahl zu bestimmen.

A: Phasenkontrastbilder zeigen die typische Zellmorphologie unter Kontrollbedingungen bzw.
nach C3bot-Behandlung.

B: Die unstimulierten Zellen weisen eine zwischen Kontroll- und C3bot-behandelten Zellen
vergleichbare Zahl an Fluoreszenzpunkten auf. Unter Einfluss der lonomycin-Stimulation steigt
die Zahl der gefarbten Vesikel nach Inkubation mit C3bot im Vergleich zu den stimulierten
Kontrollzellen signifikant an. Auch der Unterschied zwischen unstimulierten und stimulierten
Zellen nach C3bot-Inkubation ist signifikant.
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Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus Bestimmungen in Triplikaten eines
reprasentativen Experiments. Die statistische Signifikanz (p<0,05; %) wurde mittels Student’s t-
Test berechnet.

Kultivierte Astrozyten wurden mit C3bot behandelt und fur 1 Minute mit 4 uM AM1-43
entweder mit Puffer allein oder bei gleichzeitiger Applikation von lonomycin inkubiert
(Abb. 19). AnschlieRend wurde eine Kernfarbung durchgefuhrt. Zur Darstellung der
Zellkerne wurde der Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) genutzt,
welcher sich spezifisch an die Adenin-Thymin-reichen Regionen der DNA anlagert und
sich deshalb zur Zellkernmarkierung eignet (Abb.19 A; Otto, 1990). Die Phasen-
kontrastbilder zeigten die typische Morphologieveranderung der Astrozyten nach der
Behandlung mit C3bot. Fiur die quantitative Analyse wurden die Fluoreszenzpunkte
mithilfe der Scion-Image Software ausgezahlt und zur Zellkernzahl ins Verhaltnis
gesetzt (Abb. 19 B). Unter Puffer-Inkubationsbedingungen zeigte sich in den Kontroll-
und C3bot-behandelten Zellen eine vergleichbare Anzahl von Fluoreszenzpunkten. Im
Gegensatz dazu konnte nach lonomycin-Stimulation ein signifikanter Anstieg der
Fluoreszenzpunktzahl in den C3bot-behandelten Astrozyten nachgewiesen werden,
sowohl im Vergleich zu den stimulierten Kontrollzellen, als auch im Vergleich zu den
unstimulierten C3bot-behandelten Zellen. Die anhand der AM1-43 Farbungen
erhobenen Daten belegen somit eine gesteigerte Anzahl der Exo- und Endozytose-
Aktivitat in C3bot-behandelten Zellen.

Da bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, dass Glutamat durch
Exozytose aus Astrozyten freigesetzt werden kann (Araque et al., 1998; Bezzi et al,
2004) und fur den Prozess der exozytotischen Freisetzung das Vorhandensein des
l6slichen N-ethylmaleimid-sensibler Faktor (NSF)-Bindungs-Protein Rezeptor (SNARE)-
Komplexes von entscheidender Bedeutung ist (Jahn und Suddhof, 1999), sollte im
Anschluss der Einfluss von C3bot auf die zu diesem Komplex gehérenden Bestandteile
untersucht werden.

Um Substanzen aus Speichervesikeln exozytotisch freisetzen zu kdnnen, muss
zumindest ein Teil der Vesikelmembran mit der Zellmembran verschmelzen. Dafur
bilden die SNARE-Proteine einen sehr stabilen Komplex, der die Membranen
aneinander heftet und o6ffnet. Zu diesem Komplex gehéren die beiden an der
Zellmembran lokalisierten Proteine Syntaxin und Synaptosomen-assoziiertes Protein 25

(SNAP25), sowie das in der Vesikelmembran verankerte Synaptobrevin.
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Um den Einfluss von C3bot auf das Expressionsmuster dieser drei Proteine zu
untersuchen, wurden kultivierte Astrozyten mit C3bot inkubiert und auf die Expression
von Syntaxin, Synaptobrevin und SNAP23, einer homologen Isoform von SNAP25 in
nicht-neuronalen Zellen, mittels Western-Blot-Verfahren untersucht (Abb. 20). Es zeigte
sich, dass C3bot keine Wirkung auf das Proteinniveau von Syntaxin austbte. Im
Gegensatz dazu konnte ein leichter Anstieg im Proteinniveau von SNAP23 und eine
stark gesteigerte Expression von Synaptobrevin dokumentiert werden.

— —— Syntaxin
3 7 [ Kontrolle *—l
SNAP23 © 2,5~ W C3bot
— - 5%
[¢]
, S _
o~ Synapto- = 1.5
brevin ° T 4
o 0,54
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—— T in Syntaxin SNAP 23  Synapto-
brevin

Kontrolle C3bot

Abb.20

C3bot steigert die Expression von SNAP23 und Synaptobrevin

Kultivierte Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit 80 nM C3bot inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Mittels Proteingelelektrophorese und anschlieRendem Westernblot-
Verfahren erfolgte der Proteinnachweis mit Antikrpern gegen die SNARE- Proteine Syntaxin,
SNAP23 und Synaptobrevin. Die Visualisierung erfolgte mittels ECL-Reagenz. Als interner
Standard wurde alpha-Tubulin eingesetzt. Syntaxin zeigt nach der Inkubation mit C3bot keine
Veranderung im Expressionsmuster. SNAP23 und insbesondere Synaptobrevin weisen einen
Anstieg in ihrem Proteinniveau nach C3bot-Inkubation auf.

Vor dem Hintergrund der bisherigen Ergebnisse sollte weiter auf die Differenzierung
zwischen vesikularer und nicht-vesikularer Glutamat/Glutamin-Freisetzung eingegangen
werden. Zu diesem Zweck wurde Botulinum Neurotoxin D (BoNt/D) eingesetzt. Bei
Botulinum Neurotoxinen handelt es sich um eine Gruppe von Zink-Metalloproteasen,
die neuronale Proteine hochspezifisch spalten und inaktivieren. Bisherige Ergebnisse
konnten belegen, dass sowohl Tetanus-Toxine (Bezzi et al., 1998), als auch Botulinum
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Neurotoxine (Verderio et al., 1999) genutzt werden koénnen, um exozytotische
Vesikelmembranfusionen auch in glialen Zellen zu blockieren.

Es wurden unbehandelte sowie C3bot-behandelte Astrozyten fur 24 Stunden vor den
Sekretionsversuchen mit oder ohne 1 nM BoNt/D inkubiert und danach fir 1 Stunde mit

50 uM [3H] Glutamat beladen (Abb. 21).
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Abb. 21

C3bot erhéht die exozytotische [PH] Glutamat/Glutamin-Freisetzung

Kultivierte Astrozyten wurden mit 80 nM C3bot fiir 72 Stunden, sowie fir 24 Stunden zusétzlich
mit 1 nM Botulinum Neurotoxin D (BoNt/D), einem spezifischen Inhibitor der exozytotischen
Vesikelmembranfusion, inkubiert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Fir diese
Freisetzungs-Experimente wurden Astrozyten fir 1 Stunde mit 50 uM [°*H] Glutamat beladen.
Nach mehrmaligem Waschen wurden die Zellen entweder mit Puffer inkubiert oder mit
lonomycin (1,3 pM) fir 10 Minuten zur Sekretion stimuliert. Die freigesetzte Menge an
Radioaktivitat wurde durch Flussigkeitsszintillationsmessung aus dem gewonnenen Uberstand
bestimmt und auf die jeweils vorhandene Proteinmenge bezogen.

A: BoNt/D reduziert die Freisetzung von Glutamat besonders aus lonomycin-stimulierten Zellen
nach C3bot-Behandlung.

B: Aus der Differenz zwischen der [*H] Glutamat/Glutamin-Freisetzung mit und der Freisetzung
ohne Prainkubation mit BoNt/D resultiert die BoNt/D-sensitive exozytotische [*H]
Glutamat/Glutamin-Freisetzung, die nach C3bot-Behandlung deutlich stérker ausgepragt ist,
was auf eine vesikulare Komponente hindeutet. Dargestellt sind die Mittelwerte =
Standardabweichung aus Bestimmungen in Triplikaten eines reprasentativen Experiments. Die
statistische Signifikanz (p<0,05; %) wurde mittels Student’s t-Test berechnet.

Im Anschluss daran wurden die Zellen mit Puffer inkubiert oder mit 1,3 uM lonomycin

fur 10 Minuten zur Sekretion stimuliert. Es zeigte sich, wie bereits vorher dokumentiert,
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dass lonomycin nach Behandlung mit C3bot einen stark stimulierenden Effekt auf die
Freisetzung hatte (Abb. 21 A). Nach Botulinum Neurotoxin D-Inkubation zeigte sich
unter Kontrollbedingungen ein Riickgang der unstimulierten Freisetzung um 20%, sowie
eine Reduktion in der lonomycin-stimulierten Freisetzung um 34%. An C3bot-
inkubierten Astrozyten liel3 sich ebenfalls eine Hemmung der unstimulierten Sekretion
um 14% beobachten. Eine besonders stark ausgepragte Reduktion wurde fur die
lonomycin-stimulierte Glutamat/Glutamin-Sekretion beobachtet (44%). Um den Anteil
der Botulinum Neurotoxin D-sensitven und damit exozytotischen Freisetzung an der
Gesamtfreisetzung zu berechnen, wurde die Differenz zwischen der Glutamat/Glutamin-
Freisetzung ohne sowie mit BoNt/D-Prainkubation betrachtet (Abb. 20 B). Unter
Kontrollbedingungen war die lonomycin-stimulierte BoNt/D-sensitive Glutamat/
Glutamin-Freisetzung nur gering um 2,2 nmol/mg Protein erhéht. Im Gegensatz dazu
war diese nach C3bot-Inkubation deutlich signifikant um 7,6 nmol/mg Protein erhéht.
Zusammenfassend weist dieses Ergebnis im Kontext mit den Bafilomycin Al1-, AM1-43-
Versuchen und Untersuchungen der SNARE-Protein-Expression auf eine verstarkte
Beteiligung vesikularer Speicherungs- und Freisetzungsprozesse fir Glutamat in
Astrozyten nach Hemmung von Rho abhéngigen Signalwegen hin. Daraus kann
gefolgert werden, dass der Hauptteil der C3bot-induzierten gesteigerten Freisetzung
aus Glutamat besteht, da fur Glutamin bislang keine vesikulare Speicherung in

Astrozyten bekannt ist.
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4. Diskussion

4.1 C3bot induziert eine stellare Morphologie in kultivierten Astrozyten

Die initial durchgefuhrten Experimente dienten der Kontrolle der Aktivitat des
verwendeten C3 Proteins, da die verschiedenen Chargen biologischen Schwankungen
unterliegen, die die Aussagekraft der sich anschlieRenden Versuche beeinflussen
konnten. Es zeigte sich eine ausgepragte Stellation der kultivierten Astrozyten nach
Behandlung mit C3bot, die betreffend der Konzentration und Inkubationszeit
vergleichbar mit den zuvor gemachten Beobachtungen war (Holtje et al., 2005).

Eine proteinbiochemische Bestatigung der Wirksamkeit von C3bot erfolgte weiterhin
Uber die Kontrolle des Proteinniveaus von RhoA, das, wie bereits gezeigt, durch C3bot
signifikant gesenkt wurde (Holtje et al., 2005). Mittels des pharmakologischen
Proteasomen-Inhibitors MG-132 konnte zusatzlich bewiesen werden, dass RhoA nach
der Inkubation mit C3bot einem verstarkten proteasomalen Abbau unterliegt. Die
Zugabe von MG-132 blockierte den Abbau von RhoA fast vollstandig.

Die Familie der Rho-GTPasen im engeren Sinne besteht neben RhoA auch aus RhoB
und RhoC und weiteren wenig untersuchten Subtypen. Diese besitzen zwar eine zu
85% identische Amino-Saure-Sequenz, unterscheiden sich aber in dem Teil der
Sequenz, der Uber deren zellulare Lokalisation entscheidet. So sind RhoA und C im
Zytosol und in der Plasmamembran vorhanden, RhoB jedoch vorwiegend in Endo- und
Lysosomen, was unterschiedliche Funktionen impliziert (Adamson et al., 1992; Wang et
al., 2003). In den proteinbiochemischen Untersuchungen wurden vornehmlich die
C3bot-Effekte auf RhoA untersucht, da RhoA die fir zytoskelettale Effekte
entscheidende Isoform darstellt (Ramakers und Moolenaar, 1998). Zudem stehen

gegen diese Isoform verlasslichere Antikdrper zur Verfiigung.

4.2 Die Glutamat-Aufnahme wird durch C3bot GLT-1 abhangig erhdht

Nach erfolgreichem Nachweis einer generellen Wirksamkeit von C3bot wurde der
Effekt auf die Glutamat-Aufnahme untersucht. Es zeigte sich eine signifikante
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Steigerung der Aufnahme von Glutamat nach Inkubation mit C3bot.
Immunzytochemische, proteinbiochemische und pharmakologische Untersuchungen
konnten nachweisen, dass dabei die Expression des Plasmamembran-
transportersubtyps GLT-1 signifikant hochreguliert, GLAST jedoch kaum beeinflusst
wird. Die erhobenen Daten deuten aulBerdem darauf hin, dass die Steigerung der
Expression von GLT-1 Uber einen C3bot-induzierten Abbau von IkB getriggert ist.
Infolge dessen kommt es zu einer Translokation von NFxB in die Kernregion der
Astrozyten, die eine verstarkte Expression von GLT-1 bedingt.

Die Regulation der Expression und Aktivitdt der Plasmamembrantransporter fur
Glutamat unterliegt generell einer hohen Variabilitdt. Fir GLT-1 konnte bereits eine
NFkB-abhangige Wirkung durch den Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) nachgewiesen
werden, wobei TNFa trotz der Aktivierung von NFkB eine Hemmung der Expression
von GLT-1 zur Folge hat. Dieser klassische NFkB —Signalweg beinhaltet die signal-
induzierte Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und Degradierung von IxB mit Hilfe der
IxB-Kinase (IKK)-Untereinheiten o, B oder vy, woraufhin es zur Translokation von NFkB
in den Zellkern, dessen Bindung an die DNA und Expressionsregulation der
entsprechenden Gene kommt (Israel, 2000; Yamamoto und Gaynor, 2004). Im
Gegensatz zu TNFa kann der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) die Expression von
GLT-1 und somit die Glutamat-Aufnahme via NF«xB unabhangig von IkB steigern
(Zelenaia et al., 2000). Es wird vermutet, dass EGF bereits existierende nukleare NF«kB-
Komplexe induziert (Sitcheran et al., 2005). Ebenfalls NFkB-abhangig wird die GLT-1-
Expression durch Proteinkinase B (Akt) gefoérdert. Akt aktiviert IKKa und fordert die
IxB-Degradation. Das Expressionsmuster von GLAST bleibt dabei, ahnlich zur Wirkung
von C3bot, unverandert (Li et al., 2006).

Eine im Vergleich zu GLAST generell erhohte Empfindlichkeit von GLT-1 gegeniber
regulatorischen Einflissen zeigen auch Versuche mit Glukokortikoiden wie
Dexamethason, welches die GLT-1-Expression zeit-, dosis- aber auch
lokalisationsabhéngig stark steigern kann, das GLAST-Niveau jedoch nicht be-
eintrachtigt (Zschocke et al., 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass GLT-1
primar differenzierungs-assoziiert hochreguliert wird. So zeigte eine Studie, dass eine
Behandlung mit zellpermeablem Dibutyryl-cAMP nicht nur zu einer stellaren
Differenzierung der Zelle, sondern auch zu einer gleichzeitigen Steigerung der GLT-1-

Expression fuhrte (Swanson et al., 1997).
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Nachgewiesen werden konnte der regulatorische Einfluss von RhoA bereits auf
verschiedene NFkB-abhéngige Prozesse, etwa die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO)
durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS). Eine Hemmung von RhoA fiuhrt zur
Aktivierung von IKKa, was wiederum die Phoshorylierung von 1kB zur Folge hat. Die
sich anschlielende Translokation von NFxB in den Zellkern bewirkt eine
Expressionsteigerung von NO und iNOS (Rattan et al., 2003). Fiur RhoB ist belegt,
sowohl die basale als auch die auf genotoxischem Stress basierende stimulierte NFxB-
Aktivitat zu inhibieren. RhoB inhibiert IKK-unabhéngig den Abbau von IkB unter
anderem auch nach TNFa-Einwirkung. Es wird vermutet, dass RhoB auf diesem Wege
der Aufrechterhaltung der Zellhomdéostase unter zellschadigenden Einflissen dient, da
es die durch auBere Stimulantien hochregulierte Gen-Expression verschiedenster
Mediatoren wieder auf ein basales Niveau erniedrigt (Fritz und Kaina, 2000).

In der Literatur finden sich Belege fir viele weitere Substanzen, die mit den
Mechanismen der Glutamat-Aufnahme durch astrogliale Transportsysteme der
Plasmamembran interagieren. So fordert Glutamat selbst die GLT-1-Transportaktivitat
(Swanson et al., 1997), ebenso wie Endothelin B und neurotrophe Faktoren (Torres et
al., 2003; Escartin et al., 2006). Aktuell wird diskutiert, ob die Transportaktivitat des
Transporters durch seinen strukturellen Aufbau modifiziert werden koénnte. GLT-1
besteht vermutlich aus drei identischen Untereinheiten, die unabhangig voneinander
agieren konnen (Yernool et al., 2004; Grewer et al., 2005). Welche exakten Funktionen
die einzelnen Bestandteile zum Transportprozess beitragen und mdglicherweise
differenziert durch C3bot beeinflusst werden konnen, bleibt zu untersuchen. Einen
weiteren wichtigen Faktor im Rahmen der Regulation der Glutamat-Aufnahme via GLT-
1 stellt dessen Komplexbildung zu sogenannten ,Clustern® dar, die in vivo exklusiv in
den astrozytaren Fortsatzen zu finden sind (Minelli et al., 2001). Es wird vermutet, dass
die Lokalisation von GLT-1 in den der Synapse zugewandten Fortsatzen der Zelle die
Messung der extrazellularen Glutamat-Konzentration erméglicht und dabei
Mechanismen unterstitzt, die fir die Akkumulation der Transporter an Stellen der
Membran sorgt, an denen Glutamat vermehrt beseitigt werden muss. Die Cluster
dienen hier als Transporter-,Reserve-Pool“ (Chaudhry et al., 1995; Minelli et al., 2001).
Die Ergebnisse einer friiheren Studie weisen darauf hin, dass die Clusterbildung nicht
nur Einfluss auf die Transporter-Aktivitdt an sich hat, sondern auch einen alternativen
Weg der Glutamat-Aufnahme darstellen kdnnte. Sowohl die Morphogenese, als auch
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das Generieren neuer Cluster erfolgt tUber Rho-abhangige Signalwege (Zhou und
Sutherland, 2004). Weiterhin konnte z.B. fur EAAC1 bereits gezeigt werden, dass
verschiedene Phosphatasen und Kinasen im Zusammenspiel mit Aktinzytoskelett-
assoziierten, Rho-regulierten Gerustproteinen eine Rolle bei der Bewegung von und zur
Plasmamembran spielen (Lin et al., 2001).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen stark darauf hin, dass die Beeinflussung
der Glutamat-Aufnahme durch C3bot-Inkubation Gber den klassischen NFkB-Signalweg
erfolgt. Rho-GTPasen sind zum grof3en Teil auch fur die Morphologie der Astrozyten
verantwortlich, sodass auch die Mdglichkeit bestand, dass allein die morphologischen
Effekte von C3bot eine Umverteilung von Transportproteinen bewirken und damit die
Transportaktivitat sekundar durch Membranrestrukturierung beeinflussen. Dieser
Fragestellung wurde anschlieRend an die Experimente der vorliegenden Arbeit in der
Arbeitsgruppe weiter nachgegangen. Die Astrozyten wurden mit C3bot und
Pyrrolidinthiocarbamat (PDTC) behandelt, einem NFkB-Inhibitor, der das
morphologische Ph&dnomen der Stellation nicht verhindert, jedoch NFxB-abhéngige
Prozesse ausschlie3t. Die Ergebnisse belegen lediglich einen geringen NF«B-
unabhangigen positiven Effekt der morphologischen Veradnderungen auf die Glutamat-
Aufnahme, der keinesfalls das Niveau einer Behandlung ausschlief3lich mit C3bot
erreicht. Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir Experimente mit Latrunculin B
nachgewiesen werden, einem Toxin, welches zu primar Rho-unabhéngigen, stellaren
Veréanderungen in Astrozyten fuhrte, jedoch nicht zu einer signifikanten Steigerung der
Aufnahme von Glutamat (Héltje et al., 2008).

4.3 Die vesikulare Glutamat-Aufnahme wird durch C3bot erhdht

Im Anschluss an die Untersuchungen der Effekte von C3bot auf die Plasmamembran-
transporter sollte der Einfluss von C3bot auf die in der Kultur nachgewiesenen
vesikularen Glutamattransporter 1-3 (VGLUT1-3) untersucht werden. Hierbei konnte
sowohl fluoreszenz-mikroskopisch als auch proteinbiochemisch kein Effekt auf das
Expressionsniveau nachgewiesen werden. Versuche mit Bafilomycin Al konnten
jedoch zeigen, dass vesikulare Transportprozesse verstarkt an der vermehrten

Glutamat-Aufnahme nach C3bot-Inkubation beteiligt sind.
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In vorangegangenen Arbeiten konnte generell die Expression aller drei
Transportersubtypen in Astrozyten sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden
(Bellocchio et al., 2000; Fremeau et al., 2002; Montana et al., 2004). Eine Ursache der
nachgewiesenen Aktivitatssteigerung der vesikularen Glutamattransporter nach
Behandlung mit C3bot kbnnte im vermehrten zytoplasmatischen Angebot von Glutamat
liegen, was den Konzentrationsgradienten gegenuber dem Vesikellumen und damit die
Transportrate gunstig beeinflussen durfte. Die Transportkapazitat der VGLUTSs ist aber
sowohl von einem elektrischen als auch einem pH-Gradienten abhangig. Die Steilheit
der Gradienten ist von der intrazellularen Chloridkonzentration abhangig. Bei niedrigen
Chloridkonzentrationen wird als treibende Kraft der Protoneneinstrom in die Vesikel, im
Kotransport mit Glutamat, benétigt. Ist die Chloridkonzentration dagegen hoch, reicht
die pH-Differenz zwischen dem Zytosol und den Vesikeln der Astrozyten aus, um den
Glutamattransport anzutreiben (Hell et al., 1990; Maycox et al., 1988; Winter et al.,
2005). Ein hypothetischer Wirkort von Rho Proteinen (und damit C3bot) in diesem
Zusammenhang waren die Chloridkanéale CIC3 und CIC7. CIC3 konnte in Endosomen
und synaptischen Vesikeln nachgewiesen werden, wo er einen Einfluss auf die
Glutamat-Aufnahme zeigte (Stobrawa et al., 2001). CIC7 ist ein ubiquitar exprimierter
Chloridkanal, der in der Nahe von v-ATPasen beinhaltenden Endosomen und Vesikeln
nachgewiesen werden konnte (Kornak et al., 2001). Eine genauere Untersuchung
dieser Fragestellungen wurde unter anderem durch die Tatsache verhindert, dass es
nicht gelang, Astrozyten zu permeabilisieren und in Analogie etwa zu neuronalen

Systemen (Holtje et al., 2000) vesikulare Transportprozesse direkt zu messen.

4.4  C3bot induziert eine vermehrte exozytotische Freisetzung von Glutamat

Die Behandlung von Astrozyten mit C3bot resultierte in einer signifikanten Steigerung
der Ca®"-abhangigen Glutamat/Glutamin-Sekretionskompetenz. Die Ergebnisse der
anschlieBenden Untersuchungen deuten darauf hin, dass die erhthte Sekretion auf
einer vermehrten exozytotischen Freisetzung basiert, da sich die gesteigerte
Freisetzung nach C3bot-Inkubation weitestgehend als BoNt/D-sensitiv erwies. Weiterhin
konnte die Expression der SNARE-Proteine Synaptobrevin und SNAP23 durch C3bot
gesteigert werden. Diese Beobachtungen gingen einher mit einer generell erhdhten

Anzahl von Endo-Exozytose-Ereignissen nach C3bot-Behandlung.
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Aus den Ergebnissen der Sekretionsversuche konnte primar nicht zwischen Effekten
auf die Freisetzung von Glutamat und Glutamin unterschieden werden. Wie einleitend
erwahnt, werden beide Substanzen durch Astrozyten freigesetzt. Da fur das
Umbauprodukt Glutamin jedoch keine vesikulare Speicherung (respektive Transporter)
bekannt ist, lieRen die BoNt/D-Versuche zunachst darauf schlieen, dass die vermehrte
Freisetzung nach Behandlung mit C3bot im wesentlichen aus Glutamat bestand. In
weiterfihrenden Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte dies durch Trennung der beiden
Substanzen mittels lonenaustausch-Chromatografie von Kulturiiberstdnden bestétigt
werden (Holtje et al., 2008). Im Weiteren wird daher die Freisetzung nur fur Glutamat
diskutiert.

Generell kann die gesteigerte Glutamat-Aufnahme als Voraussetzung fur eine
vermehrte Freisetzung angesehen werden. Die mittels AM1-43-Farbungen beobachtete
Erhdhung der Ca?*-abhangigen Vesikel-Membran-Fusionen in C3bot-behandelten
Zellen richtete auch im Zusammenhang mit den Befunden bezlglich der Effekte durch
Bafilomycin Al die Aufmerksamkeit auf eine verstarkte Beteiligung vesikularer
Sekretionsmechanismen.

In den letzten Jahren hat sich eine Vielzahl von Arbeitsgruppen mit dem (erfolgreichen)
Nachweis Exozytose-kompetenter Kompartimente in Astrozyten beschaftigt (siehe
Ubersichtsarbeit Montana et al., 2004, 2006; Crippa et al., 2006; Stigliani et al., 2006).
Die hierfur wichtigsten molekularen Bestandteile sind die bereits besprochenen
VGLUTs, die SNARE-Proteine Synaptobrevin, SNAP23 und Syntaxin, sowie die
vesikulare H*-ATPase (v-ATPase), die den Protonengradienten fiir den vesikularen
Glutamattransport liefert (Araque et al., 2000).

Hinweise auf eine Beteiligung von Rho Proteinen an Exozytoseprozessen existieren in
verschiedenen Zellsystemen. So konnte nachgewiesen werden, dass der zytoskelettale
Umbau, insbesondere des Aktin-Zytoskeletts eine essentielle Rolle bei der Exozytose
spielt. So ist beispielsweise sowohl die Anzahl der sekretionsbereiten Vesikel als auch
die Exozytose-Ereignis-Rate in chromaffinen Zellen direkt von der Aktin-Dynamik
abhangig (Vitale et al., 1995). Fur PC12-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Stabilisierung des Zytoskeletts die Menge an vesikular freigesetztem Neurotransmitter
reduziert (Bernstein et al., 1998). Diese Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung von
Rho Proteinen an der Exozytose hin. Noch deutlicher konnte dieser Zusammenhang in
einer weiteren Studie gezeigt werden, in der nachgewiesen wurde, dass Nadrin, ein

Neuronen-spezifisches GTPase-aktivierendes Protein (GAP), Uber die Inaktivierung von
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RhoA die Exozytose positiv beeinflussen konnte, und die Inhibition von Nadrin die
Exozytose-Aktivitat stark reduziert (Harada et al., 2000).

Am wabhrscheinlichsten ergibt sich somit eine Interpretation der beobachteten Effekte
auf die Glutamat-Freisetzung als das Resultat zum Einen des vermehrten
zytoplasmatischen Angebots, welches wiederum eine gesteigerte vesikulare
Speicherung bedingt. Zum Anderen dirften zytoskelettale Effekte, die exozytotische
Fusionsprozesse fordern, beteiligt sein. Ungeklart bleibt zunachst, auf welchem Weg
die Expression von SNARE-Proteinen durch Rho-abhangige Mechanismen reguliert
wird, da die gesteigerte Expression nach Behandlung mit C3bot ebenfalls eine
Grundlage fur vermehrte exozytotische Ereignisse darstellen dirfte.

Es existieren weitere potentielle Wege der nicht-vesikularen Glutamat-Freisetzung aus
Astrozyten. Ein reverser Transport Uber GLT-1 und GLAST (Szatkowski et al., 1990)
konnte dabei ausgeschlossen werden (Holtje et al., 2008). Aktuell wird die Rolle des G-
Protein-gekoppelten purinergen Rezeptors P2Y1 auf die Glutamat-Freisetzung
diskutiert (Takano et al., 2005; Domercq et al., 2006; Jourdain et al.,, 2007). Die
Arbeitsgruppe um Duan konnte 2003 erstmals die Freisetzung von Glutamat tber
purinerge lonenkanéale durch Aktivierung von P2X7-Rezeptoren nachweisen (Duan et
al., 2003). Ein weiterer untersuchter Sekretionsweg sind die Volumen-abhangigen
Anionenkandle, die unter hypoosmotischen Bedingungen, wie beispielsweise dem
ischAmischen Infarkt, durch die schwellungsbedingte Volumenzunahme ge6ffnet
werden und auch Glutamat freisetzen kénnen (Mongin und Orlov, 2001). Im Fokus einer
Vielzahl von Arbeiten stehen die Connexone und Pannexine. Es bestehen Hinweise
darauf, dass einzelne Connexone als funktionelle Hemikanéle bei geringen
extrazellularen Konzentrationen zweiwertiger Kationen unter anderem fur Glutamat den
Weg aus der Zelle ermdglichen kénnen (Ye et al., 2003). Eine Studie konnte auch in
vivo nachweisen, dass uber diese Hemikanale Glutamat freigesetzt werden kann (Spray
et al., 2006). Auch Pannexine koénnen Ca?'-unabhangige Kanéle, &ahnlich den
Connexonen bilden und konnten in Astrozyten nachgewiesen werden (Bruzzone et al.,
2003).

Inwieweit diese angefuihrten Sekretionsmechanismen fir den geringfligig ebenfalls
durch C3bot gesteigerten nicht-vesikular freigesetzten Anteil verantwortlich gemacht

werden kdonnen, muss Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben.
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4.5 Mogliche Beeinflussung der Glutamat-Homdostase durch C3bot im
klinischen Kontext

C3bot wurde in den bisherigen Untersuchungen an Neuronen als Wachstums- und
Regenerationsférderndes Agens eingesetzt (Lehmann et al., 1999; Dergham et al.,
2002; Ahnert-Hilger et al., 2004; Bertrand et al., 2005, 2007). Das Auswachsen, die
Ausbildung von Verzweigungen der Axone und das Uberleben des gesamten Neurons
nach Lasionen ist aber nicht zuletzt auch von dem die Neuronen umgebenden glialen
Milieu abhangig. Ein offensichtlich wesentlicher Faktor dabei besteht in der Kontrolle
der extrazellularen Glutamat-Konzentration durch gliale Transporter. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte der Einfluss von C3bot auf die Expression und Aktivitat der einzelnen
Transportertypen gezeigt werden. In diesem Kontext sollten die bislang beobachteten
neuronalen Effekte beurteilt werden.

Untersuchungen zeigen, dass Storungen der Glutamat-Homodostase an einer Vielzahl
akuter oder chronisch neurodegenerativer Prozesse beteiligt sind (siehe
Ubersichtsarbeit Cruz and Cerdan, 1999; Danbolt, 2001). Das vermutete Grundprinzip
dieser Stérungen besteht darin, dass mikrogliale Zellen auf metabolisch, oxidativ oder
traumatisch bedingte Umgebungsveranderungen mit Aktivierung und Ausschittung
|6slicher Faktoren wie Zytokinen und Chemokinen reagieren. Diese inflammatorische
Reaktion steht hochstwahrscheinlich im Zusammenhang mit der Modulation sowohl der
Expression als auch der Aktivitdt der Glutamattransporter, allen voran GLT-1 (siehe
Ubersichtsarbeit Tillieux und Hermans, 2007). Dies hat eine starke Zunahme der
extrazellularen Glutamat-Konzentration zur Folge, was Uber unterschiedliche NMDA-
Rezeptor-vermittelte Mechanismen zum Tod von Nervenzellen fuhrt. Hierbei spielt, wie
bereits angefuhrt, TNFa als wichtiger GLT-1-Regulator eine wichtige Rolle, da es als
proinflammatorisches Zytokin dann vermehrt ausgeschittet wird, die Glutamat-
Aufnahme unterdriickt und ebenso zu neuronalem Zelltod fuhren kann (Su et al., 2003;
Sitcheran et al., 2005).

Kdrzlich publiziert werden konnte die Beobachtung, dass schon nanomolare
Konzentrationen von C3bot zu einer Aktivierung der Mikroglia-Zellen und damit
einhergehend zu einer Freisetzung sowohl von NO, als auch von verschiedenen
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa fihren. Auch dieser Mechanismus unterliegt

der Kontrolle von NFkB (Hoffmann et al., 2008).
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Ein Rickgang der Glutamat/Glutamin-Zirkulation konnte in Biopsien von Epilepsie-
Patienten nachgewiesen werden (Petroff et al., 2002). Ein weiterer klinisch relevanter
pathologischer Zustand, an dem der Glutamat-Kreislauf beteiligt zu sein scheint, ist der
Morbus Alzheimer, bei dem eine anormale Expression der Glutamat-Synthetase und
gleichzeitig ein Ruckgang der GLT-1-Aktivitat gezeigt werden konnte (Robinson, 2001;
Dabir et al., 2006). Veranderungen im Glutamat-Transport-System wurden auch in
Patienten mit sporadischer oder familiarer Amyotropher Lateralsklerose (ALS)
beobachtet. ALS ist eine im Erwachsenenalter einsetzende, chronisch progressive,
neuromuskulare Erkrankung, die durch die selektive Degeneration des ersten und
zweiten Motoneurons charakterisiert ist. Obwohl der priméare pathogenetische Ausloser
noch nicht endgultig gesichert ist, kann nach einer Reihe von klinischen
Untersuchungen von einer zentralen Rolle der Glutamat-vermittelten Exzitotoxizitat
ausgegangen werden. In Praparationen des motorischen Kortex von ALS-Patienten
konnte ein Riuckgang der Glutamat-Transporter-Kapazitat, insbesondere von GLT-1,
beobachtet werden (Rothstein et al., 1995; Howland et al., 2002). Dies hat eine erh6hte
Vulnerabilitat vor allem der Motoneurone fir exzitatorische Insulte zur Folge (Tanaka et
al., 1997). Die Reduktion der Glutamat-Aufnahme durch eine erniedrigte GLT-1-
Expression und —Aktivitat steht auch bei der neurodegenerativen Erkrankung Chorea
Huntington und bei der progressiven Form des ischamischen Insults im Mittelpunkt der
Forschung (Mallolas et al., 2006; Hassel et al., 2008). Das extrazellulare Glutamat-
Niveau und das damit korrelierende Ausmald der neurologischen Schéaden nach einem
ischamischen Insult sind allerdings sehr individuell und unabhangig vom
Infarktvolumen, was letztlich auf unterschiedliche Vulnerabilitdt der einzelnen Patienten
auf Infarktsituationen schlie3en lasst. Eine Studie konnte dafur auch ein genetisches
Korrelat liefern. Ein Polymorphismus im GLT-1-Promotor ist assoziiert mit der héheren
Glutamat-Konzentrationen und schlechteren klinischen Therapieergebnissen (Mallolas
et al., 2006). Dies zeigt eine grof3e Schwierigkeit bei Therapieansatzen im Sinne einer
GLT-1-Modulation. Neben den bisher genannten Erkrankungen stehen auch Multiple
Sklerose, Schizophrenie, chronische Schmerzen und Parkinson im Zusammenhang mit
Veranderungen der Aktivitat und exprimierten Menge des Glutamattransporters GLT-1
und der daraus entstehenden Exzitotoxizitat des Uberschissigen Glutamats (siehe
Ubersichtsarbeit Tillieux und Hermans, 2007).

Eine weitere Schllsselrolle der Astrozyten ist der Erhalt der Integritat des neuronalen

Gewebes nach einer traumatischen Verletzung, was sich als reaktive Gliose darstellt.
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Diese ist charakterisiert durch Hypertrophie, Proliferation und vermehrte Expression von
saurem Gliafaserprotein (GFAP). Die wundnahen Astrozyten umgeben das ladierte
Areal, bilden eine permanente Narbe und stellen somit das wahrscheinlich gréi3te
Hindernis fur die neuronale Regeneration dar (Ridet et al., 1997; Stichel und Miiller,
1998; David und Lacroix, 2003). Ergebnisse aus in vitro -Versuchen zeigten, dass die
Inkubation mit C3bot zu einem noch schnelleren Wundverschluss nach Lasionen fihrt
(Holtje et al., 2005). Im Gegensatz dazu zeigten erste in vivo —Versuche, dass die
zeitnahe Verabreichung von Ribosyltransferasen der C3-Familie nach Hirnlasionen die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der neuronalen Zellen um das 1,5fache steigern kann
(Bertrand et al., 2007). Insofern bleibt in diesem Zusammenhang zu klaren, inwieweit
der Regenerationsprozess durch C3bot in vivo wirklich beeinflusst wird.

Die geschilderten Krankheitsbilder verdeutlichen zum Einen die Bedeutung der exakten
Regulation der Glutamatkonzentration durch die Vielzahl verschiedener Transporter, die
Konsequenzen aus deren Fehlregulation, aber auch die zukinftigen Moglichkeiten der
Beeinflussung dieser Dysfunktionen durch Forschung an C3 Transferasen. Hierbei steht
insbesondere GLT-1 durch seine Schlisselrolle in einer Vielzahl von pathologischen
Zustanden im Mittelpunkt. Zum Anderen macht lhr Reichtum an trophischen Signalen
fur die Nervenzellen, ihre vielfaltigen Funktionen im Astrozyten-Neuronen (-Blutgefal) -
Netzwerk und zerebralen Stoffwechsel die Astrozyten zu einem potentiellen
therapeutischen Ziel auch bei akuten Verletzungsbildern (Ranaivo et al., 2006).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit, im Kontext mit vorangegangenen Arbeiten,
weisen darauf hin, dass die bisher gezeigten Wirkungen von C3bot auf Neuronen
wahrscheinlich nicht nur direkt vermittelt sind, sondern zusatzlich auch lber einen
Sekundéareffekt durch die funktionelle Beeinflussung der umgebenden Glia-Zellen
unterstitzt gesehen werden mussen.

Dies unterstreicht die Moglichkeit der Verwendung von C3bot als pharmakologisches
Werkzeug im Zusammenhang mit akuten Verletzungen und chronischen Erkrankungen
des ZNS. Allerdings ist eine abschlieRende Bewertung der Einsetzbarkeit praktisch
noch nicht mdoglich, da einem vermutlich neuroprotektiven Effekt der gesteigerten
Glutamat-Aufnahme durch Astrozyten nach der Behandlung mit C3bot potentiell eine
vermehrte Freisetzung durch adaquate Stimuli gegeniber steht. Diese Fragestellung
wird insbesondere in in vivo-Untersuchungen zu klaren sein.

In Zukunft wird im Hinblick auf die pharmakologische Verwendung zu untersuchen sein,

welche Effekte C3bot auf andere Zellarten und Strukturen im ZNS, wie z.B.
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Oligendrozyten und auch auf unterschiedliche Regionen hat. Ebenso entscheidend
werden hier funktionelle Untersuchungen in vivo sein, mit Ricksicht auf Unterschiede in
Funktion und Verteilung der einzelnen Kompartimente unter physiologischen und

pathologischen Konditionen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Clostridium botulinum C3-Protein auf
die Glutamat-Aufnahme und —Freisetzung kultivierter Maus-Astrozyten untersucht.
Zunéachst konnten Ergebnisse vorangegangener Arbeiten zum Einfluss von C3bot auf
die Astrozytenmorphologie sowie die damit einhergehende Verminderung des
Proteinniveaus von RhoA bestatigt werden. In C3bot-behandelten Kulturen konnte eine
gegeniber der Kontrolle signifikant gesteigerte Aufnahme von Tritium-markiertem
Glutamat gemessen werden. Die anschlieBenden immunzytochemischen sowie
proteinbiochemischen Untersuchungen der Glutamattransporter belegen, dass die
Expression des Plasmamembrantransporters GLT-1 signifikant gesteigert, die
Expression von GLAST jedoch nicht wesentlich beeinflusst wurde. Pharmakologische
Versuche zur selektiven Hemmung der Transportaktivitatt von GLT-1 konnten
bestétigen, dass die beobachtete vermehrte Glutamat-Aufnahme nach Inkubation mit
C3bot auf der Aktivitat dieses Transportersubtyps beruht. Weiterhin zeigte sich, dass
auch die vesikularen Glutamattransporter VGLUT1, 2 und 3 in den untersuchten
Kulturen exprimiert wurden, sie in ihrem Proteinniveau jedoch nicht durch C3bot
beeinflusst werden konnten. Die verstarkte Hemmung der Glutamat-Aufnahme durch
BafilomycinAl nach Behandlung mit C3bot legt aber eine vermehrte Beteiligung
vesikuléarer Speicherprozesse nahe. Die Behandlung mit C3bot fuhrte weiterhin zu
einer gesteigerten Ca?*-abhangigen Sekretion von Glutamat, wie die Stimulation mittels
der Ca**-lonophore lonomycin zeigte. In proteinbiochemischen Versuchen konnte
dabei eine deutlich gesteigerte Expression des SNARE-Proteins Synaptobrevin
nachgewiesen werden. Die Visualisierung und Quantifizierung von vesikularen
Fusionsereignissen mit der Plasmamembran tber den dabei aufgenommenen Farbstoff
AM1-43 lieferte starke Hinweise auf vermehrte Exo-Endozytose-Ereignissse nach
Behandlung mit C3bot. Letztendlich bestéatigt wurden diese Hinweise auf eine
gesteigerte exozytotische Freisetzung von Glutamat durch den Einsatz von Clostridium
botulinum Neurotoxin D, welches die C3bot-vermittelte vermehrte Freisetzung von
Glutamat zum grof3ten Teil blockierte.

Die durchgeflihrten Arbeiten belegen fiir Rho-Proteine eine entscheidende Rolle bei der

Regulation der Aufnahme und Freisetzung des wichtigsten exzitatorischen Transmitters

62



Zusammenfassung

durch Astrozyten und somit vermutlich auch fiur die Glutamat-Homdostase im ZNS. Sie
legen weiterhin nahe, dass die bislang beobachteten Effekte von C3 Proteinen auf

neuronales Wachstum mdglicherweise auch auf indirekt vermittelten, glialen Effekten
beruhen.
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ATP

BCA
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Ca®*
CdK5
CIC3/7
DAPI
DHK
DMEM
DPM
DTT
EAAC
EAAT 1-5
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FGF-2
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GABA
GAP
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GFAP
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GLT-1
GTP

H+

°H

HBSS+
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(20)-HETE
IGF-1

IgG

kB

IP3
K+
Km
LCS
LIM
LWM

Adenosindiphosphat

Amyotrophe Lateralsklerose
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat
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Botulinum Neurotoxin D

Bovines Serumalbumin
Clostridium botulinum C3-Protein
Clostridium limosum C3-Protein
Staphylococcus aureus C3-Protein

Calcium

Cyklin-abhangige Kinase
Chlorid-Kanal 3/7
4’6-Diamidin-2-phenyl-indol

Dihydrokainat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Zerfalle pro Minute

Dithiothreitol

Exzitatorischer Aminosaure Carrier

Exzitatorische Aminosaure Transporter 1-5

Enhanced chemiluminescence
Epoxyeikosatriensaure

fiboblast growth factor 2

Fotales Kalberserum
y-Aminobuttersaure
GTPase-aktivierende Proteine
Guanin-Nukleotid-Dissoziations-Inhibitor
glial derived neurotrophic factor
Guanosindiphosphat
Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor
glial fibrillary acidic protein
Glutamat/Aspartat-Transporter
Glutamattransporter 1
Guanosintriphosphat

Wasserstoff
Tritium

Hanks Buffered Salt Solution

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfonsaure

(20)-Hydroxyeikosatetrische Saure
Insulin-like Growth Factor
Immunglobulin G

Inhibitorischer Faktor kB
Inositol-1,4,5-Trisphosphat

Kalium

Michaelis-Menten-Konstante
Liquid Scintillation Counter
Lin-11, Isl-1, Mec3-Kinase
Low Molecular Weight Marker
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MLC

MLCK
MLCP

Na*

NAD"
NF«B
NMDA

NO

NSF

P

PAK

PBS

PDC

PGE,

Rho

SDS
SDS-PAGE
SLO
SNAP23/25
SNARE

Temed
TGF-B
TS

Vmax
v-ATPase
VGLUT
ZNS

Myosin-Leichtkette

Myosin-Leichtketten-Kinase
Myosin-Leichtketten-Phosphatase

Natrium

Nikotinamidadenindinukleotid

Nuklearfaktor kB

N-Methyl-D-Aspartat

Stickstoffmonoxid

N-ethylmaleimid-sensibler Faktor

Postnatal-Tag

p21-aktivierte Kinase

Phosphate-buffered Saline Solution
Pyridiniumdichromat

Prostaglandin E;

Ras-homolog

Natriumduodecylsulfat
Natriumduodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Streptolysin O

Synaptosomen-assoziiertes Protein von 23/25 kD
soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor (NSF) attachment
protein receptor

Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor 8

Tris-Saline

Maximale Transportgeschwindigkeit

Vesikulare ATPase

Vesikularer Glutamattransporter
Zentralnervensystem
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