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1 EINLEITUNG

1.1 Gliazellen sind der haufigste Zelltyp im zentralen Nervensystem

Im zentralen Nervensystem wird die Aufgabe der Informationsweiterleitung,
-kodierung und -speicherung klassischerweise den Nervenzellen, den Neuronen,
zugeschrieben. Neurone sind elektrisch erregbar und kénnen elektrische Impulse
sehr schnell Uber weite Strecken kommunizieren. Gliazellen besitzen diese
Eigenschaften nicht (Kandel, 1995). Morphologisch wurden sie bereits im letzten
Jahrhundert von Rudolf Virchow als Nervenkitt beschrieben und bis vor etwa 25
Jahren als rein passive Elemente des Nervensystems angesehen, die nichts mit
neuronaler Plastizitdt zu tun haben. Gliazellen sind jedoch bei vielen neuronalen
Mechanismen von grof3er Bedeutung. So ware die schnelle Informationsweiterleitung
entlang der Axone nicht moglich, wenn nicht die Oligodendrozyten, einer von drei
Gliazelltypen, die Myelinscheide bildeten und somit die Axone elektrisch isolierten
(Kettenmann and Ransom, 1995). Ein zweiter Typ von Gliazellen sind die
Mikrogliazellen. Sie sind die immunkompetenten Zellen des zentralen
Nervensystems und eng verwandt mit den Makrophagen. Mikrogliazellen sorgen fir
die erste Immunantwort nach Verletzung oder Infektion des Gehirns (Kreutzberg,
1996).

Der dritte Gliazelltyp, mit dem sich diese Arbeit beschaftigt, sind die Astrozyten. Sie
bilden den von der Anzahl her gro3ten Anteil der Gliazellen. Im menschlichen Gehirn
sind sie der haufigste Zelltyp mit 80 % der Gesamtanzahl an Zellen (Kettenmann and
Ransom, 1995). Klassischerweise wurde den Astrozyten die Rolle als Nahrzellen und
als Stitzzellen fur synaptische Strukturen zugesprochen (Kandel, 1995), da sie mit

ihren EndfiRBen an den BlutgefaRen sitzen. Interessanterweise ist das Verhaltnis
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Astrozyten zu Gesamtzahl aller Zellen des Gehirns, der Gliaindex (Kettenmann and
Ransom, 1995), umso gréf3er, je hoher entwickelt ein Lebewesen ist. Es kann daher
vermutet werden, dal3 Astrozyten eine Rolle bei der Informationsverarbeitung und
-speicherung spielen.

Der Marker fir Astrozyten im histologischen Praparat ist eine positive Farbung fur
das gliale, fibrillare, saure Protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP), ein
Intermediarfilamentprotein. GFAP ist die Hauptkomponente der Intermediarfilamente
in adulten Astrozyten und wird zellspezifisch exprimiert (Brenner et al., 1994).

Die Regulation der GFAP-Genaktivitat wurde mit Hilfe transgener Tiere intensiv
studiert. Dazu wurden Tiere mit verschiedenen Reportergenen unter Kontrolle des
gut beschriebenen, humanen GFAP-Promotors verwendet (Galou et al.,, 1994,

Brenner and Messing, 1996).

1.1.1 GFAP-EGFP-transgene Mause erlauben die Identifikation von

Astrozyten in situ

Um die Identifizierung der Astrozyten im akuten Hirnschnitt eindeutig und schnell
mdoglich zu machen, wurde eine transgene Maus entwickelt, die das ,enhanced green
fluorescent protein® (EGFP) unter Kontrolle des humanen GFAP-Promotors
exprimiert. Die selektive Expression eines Reportergens in GFAP-positiven Zellen
verschiedener Spezies ist gut beschrieben (Brenner and Messing, 1996, Zhuo et al.,
1997).

Das grune, fluoreszierende Protein der Qualle Aequoria Victoria ist ein vielfach
eingesetztes Werkzeug zur Visualisierung transgener Zellen (Tsien, 1998). Die

Helligkeit der Fluoreszenz wurde gentechnologisch verstarkt und die hellste,
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fluoreszierende Variante, die hier verwendet wurde, ist das EGFP (Patterson et al.,
1997).

Die Kombination des GFAP-Promotors und der kodierenden Sequenz fur EGFP
wurde verwendet, um durch Oozyteninjektion dieses Konstrukts eine transgene Maus
zu generieren (Eurogentec, Belgien), die eine Visualisierung von Astrozyten im
lebenden Gewebe mdglich macht (Abb.1). Folglich ist in dieser Maus die funktionelle

Analyse von Astrozyten ohne weitere Anfarbung im akuten Gewebe maéglich.

1.1.2 Astrozyten und ihre Interaktionen mit anderen Zelltypen

Die Nahe der Astrozyten zu synaptischen Strukturen und zu BlutgefaRen (Abb.1)
pradestiniert sie zu einer Art Vermittlerrolle zwischen metabolisch aktiven Zellen im

Gehirn und dem Blutkreislauf.

Abbildung 1

Mehrere Astrozyten im Cortex einer GFAP-EGFP-transgenen Maus. Durch die EGFP-Expression sind
die Astrozyten bis in die feinsten Auslaufer deutlich griin gefarbt. Im unteren Bereich ist deutlich ein
Blutgefald zu erkennen (Pfeil), das fast ganzlich von astrozytaren Auslaufern umhillt ist. Nahe des
Somas der oberen Zelle sind dunkle, runde Bereiche zu erkennen (Pfeilspitzen), wobei es sich um

neuronale Somata handelt, die ebenfalls dicht von den Astrozyten umschlossen werden.
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In der grauen Substanz umhdillen die astrozytaren Auslaufer Synapsen und
schlieBen diese zum Extrazellularraum hin ab. Dort sorgen Astrozyten fir die
Wiederaufnahme von Neurotransmittern aus dem synaptischen Spalt, insbesondere
fur die Aufnahme von Glutamat. Astrozyten exprimieren in hohem Malde
Glutamattransporter. Die Aufnahme von Glutamat Uber Glutamattransporter ist
extrem schnell und effektiv, so dal3 gro3e Strome Uber die astrozytare Zellmembran,
die durch Transporteraktivierung hervorgerufen werden (Clark and Barbour, 1997),
gemessen werden kénnen und zur Detektion von neuronaler Aktivitat eingesetzt
werden koénnen (Bergles and Jahr, 1997, Diamond et al., 1998). Viele Studien
belegen, dall es noch weitere Mechanismen gibt, die einen intensiven
Informationsaustausch zwischen Glia und Neuronen gewahrleisten. Astrozyten
haben die Voraussetzungen, in neuronale Kommunikation integriert zu werden, da
sie funktionale Rezeptoren fir eine grol3e Anzahl von Neurotransmittern und
—hormonen exprimieren (Verkhratsky and Kettenmann, 1996), was den Astrozyten
die Mdoglichkeit gibt, neuronale Aktivitat zu detektieren und auf diese zu reagieren

(Araque et al., 2001).

1.2 Expression von Neurotransmitterrezeptoren auf Astrozyten

1.2.1 Glutamatrezeptoren

Ein fast ubiquitdr vorkommender Neurotransmitter im Gehirn ist Glutamat. Eine
wichtige Frage ist daher, welche Glutamatrezeptoren Astrozyten im intakten Gewebe
exprimieren. Fur Glutamat gibt es zwei verschiedene Typen von Rezeptoren, die in
zwei Hauptgruppen eingeteilt werden konnen: ionotrope und metabotrope
Glutamatrezeptoren. Als ionotrope Rezeptoren bezeichnet man solche, die nach

Ligandenbindung, in diesem Falle Glutamat, eine lonenpore 06ffnen. lonotrope
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Glutamatrezeptoren konnen wiederum in Untergruppen eingeteilt werden: Die
Glutamatrezeptoren vom Typ NMDA, AMPA und Kainat. Die Namensgebung erfolgt
nach den selektiven (synthetischen, nicht-physiologischen) Liganden, die zur
Offnung der lonenporen fiihren. Die Rezeptoren des AMPA-Typs kénnen auch durch
Kainat aktiviert werden, jedoch nicht umgekehrt, weshalb die Kainatrezeptoren eine
eigene Untergruppe bilden. Die funktionellen, ionotropen Glutamatrezeptoren
bestehen aus mehreren Untereinheiten, vermutlich vier oder funf, die homo- oder
heteromere Komplexe in der Zellmembran bilden. NMDA-Rezeptoren werden aus
Untereinheiten der NR1-Subfamilie (NR1A-NR1D) und der NR2-Subfamilie (NR2A-
NR2D), sowie Untereinheiten der neu beschriebenen NR3-Subfamilie (NR3A und
NR3B) gebildet (Chatterton et al., 2002).

Metabotrope Glutamatrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Bis jetzt
sind acht Subtypen beschrieben (mGIuR 1-8). Nach Sequenzhomologien und dem
intrazellularen  Signalweg der Rezeptoren werden folgende Untergruppen
unterschieden: Gruppe-I-Rezeptoren (mGIuR 1 und 5) sind an die intrazellulare 1P3-
Calciumkaskade gekoppelt, wohingegen Gruppe-lI-Rezeptoren (mGlu 2 und 3) und
Gruppe-lll-Rezeptoren (mGIluR 4,6 und 7) negativ an die Adenylylcyclase gekoppelt

sind.

1.2.2 NMDA-Rezeptoren

NMDA-Rezeptoren gelten als Koinzidenzdetektoren auf der postsynaptischen
Membran, da sie erst nach vorangegangener Depolarisation der Membran 6ffnen
und zu einem Calciumeinstrom in die Zelle fihren, wodurch multiple Signalkaskaden
ausgelost werden kdonnen. Der spannungsabhangige Block der Pore geschieht durch

ein Mg?*-lon, das erst bei geniigender Depolarisation die Pore verlaRt. Die bisher
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beschriebenen NMDA-Rezeptoren zeigen somit bei einer ausreichend hohen
Mg?*-Konzentration (0,5 mM und hoher) keine Leitfahigkeit. Der Mg**-Block wird bei
Membranpotentialen positiver als -40 mV gelést, und lonen, Na*, K* und auch Ca*
lonen kénnen durch die Pore in das Cytosol der Zelle einstromen. Da diese
Rezeptoren erst bei einer bereits bestehenden Depolarisation der Membran 6ffnen,
und daraufhin eine weitere, massivere Depolarisation der Zelle, bzw. der
postsynaptischen Membran, sowie ein Einstrom von Ca**, einem der wichtigsten
second messenger erfolgt, sind NMDA-Rezeptoren wichtige "Schalter" in den
Signalkaskaden, die an der Ausbildung von synaptischer Plastizitat beteiligt sind.

NMDA-Rezeptoren sind nicht nur wichtig in der Ausbildung von synaptischer
Plastizitat, sondern auch ein Schlisselmolekil in der Induktion von Neurotoxizitat
(zur Ubersicht siehe Ben et al., 1988, und Kutsuwada et al., 1992). Der Einstrom von
Ca® in Neurone durch NMDA-Rezeptoraktivierung ist hier wahrscheinlich der
wichtigste schadigende Faktor nach einer Akkumulation von Glutamat im

Extrazellularraum durch Verletzung oder Fehlfunktion des neuronalen Netzwerks.

1.2.3 Hinweise auf die Expression astrozytarer NMDA-Rezeptoren

Funktionale NMDA-Rezeptoren wurden bisher nur auf Neuronen beschrieben. Auf
der Ebene der glutamatvermittelten Neuron-Glia-Kommunikation wurde deshalb
astrozytdaren NMDA-Rezeptoren bislang keine Bedeutung zugemessen. So
exprimieren Astrozyten zwar sowohl metabotrope Glutamatrezeptoren, als auch
AMPA-Rezeptoren (Seifert et al., 1997, Seifert and Steinhauser, 1995). Bis jetzt gab
es aber keinen Hinweis auf eine Rolle von NMDA-Rezeptoren auf Astrozyten bei

Signalen von Neuronen an Astrozyten.
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In kultivierten Astrozyten sind NMDA-Rezeptoren nicht exprimiert, jedoch gibt es
einige Hinweise, dall NMDA Signale in Astrozyten im Hirnschnitt auslésen kann.
Bergmann-Gliazellen reagieren auf topisch appliziertes NMDA, aber der induzierte
Einwartsstrom zeigt nicht die fir NMDA-Rezeptoren typischen Eigenschaften, wie
den spannungsabhangigen Mg®*-Block (Mdller et al., 1993). Zudem war die in diesen
Zellen gemessene Antwort haufig durch Tetrodotoxin blockierbar (Shao and
McCarthy, 1997), was darauf hindeutet, daf? die NMDA-vermittelte Antwort durch
einen indirekten Mechanismus hervorgerufen wird. Jedoch wurden Stréme mit
ahnlicher Charakteristik auch in akuten Ruckenmarkschnitten nach NMDA-
Applikation gemessen (Ziak et al., 1998).

So gibt es keine eindeutigen Daten aus physiologischen Messungen, welche die
Expression funktionaler NMDA-Rezeptoren auf Astrozyten zeigen. Es gibt jedoch
etliche immunhistochemische Hinweise auf die Anwesenheit von NMDA-
Rezeptoruntereinheiten auf glialen Membranen. Immunoreaktivitat fir die NR1-
Untereinheit konnte in astrozytdren Auslaufern nahe dendritischer und axonaler
Elemente im Nucleus Accumbens nachgewiesen werden (Gracy and Pickel, 1996).
So auch in der Amygdala (Farb et al., 1992, Farb et al., 1995) und im visuellen
Cortex der Katze (Aoki et al., 1997, Aoki, 1997). Immunhistochemisch konnte die
Lokalisation von NR1-, sowie NR2A- und NR2B-Untereinheiten, auf distalen
Auslaufern von Astrozyten gezeigt werden (Conti et al., 1996). Auch die Expression
von fur NMDA-Rezeptoren kodierender mRNA konnte durch in-situ-Hybridisierung
bewiesen werden. Die Expression scheint dabei jedoch auf eine kleine
Subpopulation von Astrozyten begrenzt zu sein (Conti et al., 1994, Conti et al.,
1997). Das Hauptproblem bei allen immunhistochemischen Nachweisverfahren ist
jedoch die eindeutige ldentifizierung des Zelltyps der zugehdrigen immunoreaktiven

Membran. Das klassische Markerprotein fur Astrozyten, GFAP, wird nur in den
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grol3en Auslaufern der Astrozyten exprimiert und nicht in den sehr feinen Auslaufern,
welche die Kontaktstellen mit Synapsen bilden. Insgesamt markiert eine
GFAP-Farbung nur etwa 15% des gesamten Astrozyten (Bushong et al., 2002). So
ist eine eindeutige ldentifizierung solcher Membranen, insbesondere in den sehr
feinen, an Synapsen gelegenen Strukturen, auf immunhistochemischer Ebene nicht
immer moglich. Zudem a3t eine Expression auf mRNA- oder Proteinebene noch
nicht auf eine funktionelle Expression von Rezeptoren in der Membran schliel3en.

Um die Expression von funktionalen NMDA-Rezeptoren auf Astroyzten im
Hirngewebe zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die NMDA-induzierten
physiologischen Antworten dieser Zellen im akuten Hirnschnitt untersucht. Die
Antwort der Astroyzten auf NMDA-Applikation in akuten corticalen Hirnschnitten
wurde mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik und mit Calcium-Imaging-Techniken

untersucht.

1.3 Astrozytare Kommunikation

1.3.1 Astrozytéare Calciumsignale

Nicht nur die Kommunikation zwischen Neuronen und Gliazellen, auch die
Kommunikation zwischen Gliazellen untereinander ist von Bedeutung. Auch
Gliazellen, insbesondere Astrozyten, kommunizieren mit ihresgleichen innerhalb
eines Netzwerkes. Die Art der Informationsverarbeitung und —kodierung ist bei
Astrozyten anders als bei Neuronen: In Neuronen wird Information in Form von
elektrischer Aktivitat weitergeleitet, Astrozyten hingegen verarbeiten Signale in Form
von intrazellularen Erhdhungen der Calciumkonzentration (Verkhratsky and
Kettenmann, 1996, Verkhratsky et al.,, 1998). Diese Calciumsignale kdnnen

verschiedenartig sein, von einzelnen, kurzzeitigen Calciumsignalen bis hin zu
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Oszillationen der Konzentrationen (Parri et al., 2001). Neuronale und gliale Signale
unterscheiden sich jedoch nicht nur durch den Signaltyp an sich. Die zeitliche Skala,
in der sie wirken, sind deutlich verschieden. Gliale Signale sind um
GroRRenordnungen langsamer als neuronale Signale. Wahrend die Propagation von
Aktionspotentialen entlang von Axonen im Millisekundenbereich passiert,
propagieren die Calciumerhéhungen im Sekundenbereich (Cornell-Bell et al., 1990).
Die Mechanismen sind also folglich auch auf der zeitlichen Ebene nicht als
kompetitiv, sondern eher als sich ergdnzend zu sehen.
Calciumkonzentrationserh6hungen in Astrozyten bleiben nicht ohne Folge fir die sie
umgebenden Zellen:

Die intrazellularen Calciumkonzentrationserh6hungen kdnnen neuronale
Kommunikation beeinflussen (Kang et al., 1998, Araque et al., 1999, Araque et al.,
2001) und zur Ausschittung von neuroaktiven Substanzen, insbesondere von
Glutamat aus Astrozyten fuihren (Pasti et al., 2001).

Die ersten Arbeiten, die diese Interaktionen zeigen, sind Arbeiten an kultivierten
Astrozyten (Parpura et al., 1994), jedoch konnte in letzter Zeit auch gezeigt werden,
dafd funktionelle Interaktionen zwischen Neuronen und Astrozyten auch im intakten
Gewebe existieren.

In der akut isolierten Retina konnte gezeigt werden, daf astrozytare Calciumsignale
zur Modulation von lichtinduzierten Antworten in Ganglienzellen fiihren (Newman and
Zahs, 1998) und im Hippocampus scheinen Glutamatrezeptoren eine Hauptaufgabe

bei Neuron-Glia-Interaktionen zu spielen (Bezzi et al., 1998).
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1.3.2 Calciumwellen als astrozytare Kommunikationsform

Wie bereits beschrieben, exprimieren Astrozyten eine groRe Anzahl verschiedener
Neurotransmitterrezeptoren als Sensoren flr synpatische Aktivitat. Sie kdnnen
zusatzlich dber langere Distanzen kommunizieren. Dies geschieht Uber sich
intrazellular fortsetzende Calciumsignale, die sogenannten Calciumwellen (Cornell-
Bell et al., 1990, Charles et al., 1991). Diese Calciumwellen breiten sich innerhalb
des astrozytaren Netzwerks aus und wurden bislang in astrozytaren Primarkulturen,
Schnittkulturen und frisch isolierten Retinapraparationen charakterisiert (Innocenti et
al., 2000, Venance et al., 1997, Dani et al., 1992, Newman, 2001). Zwei
verschiedene Mechanismen der Kommunikation wéhrend der Calciumwelle wurden

fur Astrozytenkulturen beschrieben (siehe auch Abb.2):

1.) die Diffusion von second messengers Uber gap junctions zwischen den
hochgradig  gekoppelten  Astrozyten mit einer darauf folgenden
Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern, wie dem endoplasmatischen

Retikulum (Giaume and Venance, 1998) und

2.) die Freisetzung des Transmitters Adenosintriphosphat (ATP) aus Astrozyten in
den Extrazellularraum, und eine darauf folgende Aktivierung von
Purinorezeptoren auf benachbarten Zellen, welche dann wiederum eine
Erhohung des intrazellularen Calciumspiegels zeigen (Cotrina et al., 2000, Wang

et al., 2000) und wiederum ATP freisetzen.
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Abbildung 2

Wie im Text beschrieben, kdnnen Astrozyten lber zwei Hauptwege miteinander kommunizieren. Zum
einen Uber die Diffusion von Botensubstanzen wie Inositoltrisphosphat (InsP3) durch gap junctions und
zum anderen Uber ATP-Freisetzung und Aktivierung von purinergen Rezeptoren auf Nachbarzellen,
was zu einer Calciumerhéhung fuhrt. Bei diesem Signalweg Uber den Extrazellularraum sind auch

Signale an nicht direkt benachbarte Zellen mdglich.

Es wurden bisher keine Versuche zu Calciumwellen im lebenden, akut isolierten
Gehirngewebe durchgefiihrt. Newman und Zahs (Newman and Zahs, 1997) konnten
allerdings zeigen, dal’ eine astrozytdre Calciumwelle sich innerhalb einer intakten
Retina ausbreiten kann, und sie konnten weiterhin zeigen, dafl} diese Welle auch
Muller-Zellen mit einschlie3t, radiale Glia, die einige fir Astrozyten typische
Eigenschaften haben. In der Retinapraparation konnte gezeigt werden, dal3 die
Calciumwelle sich Uber ATP-Freisetzung und folgende Purinorezeptoraktivierung
fortsetzt (Newman, 2001).

Der Mechanismus, der zur ATP-Freisetzung oder auch zur Freisetzung anderer
Neurotransmitter aus Astrozyten fuhrt, ist noch ungeklart. Die ATP-Freisetzung ist
calciumunabhénig, d.h. sie geschieht auch ohne einen Anstieg des intrazellularen
Calciumspiegels in Astrozyten (Wang et al., 2000). Hingegen ist die Freisetzung von
Glutamat, eines weiteren Neurotransmitters, den Astrozyten in den Extrazellularraum
abgeben koénnen, abhangig von einer Erhéhung der intrazellularen

Calciumkonzentration (Bezzi et al., 1998, Pasti et al., 2001). Aus einer
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calciumabhangigen Glutamatfreisetzung ergibt sich, daR Anderungen in der
intrazellularen Calciumkonzentration in Astrozyten neuronale Aktivitat beeinflussen
konnen (Hassinger et al., 1995, Parpura and Haydon, 2000, Newman and Zahs,
1998).

Obwohl astrozytdre Calciumwellen hauptsachlich als ein Kommunikationsweg
beschrieben werden, Uber den Astrozyten auch neuronale Signaltransmission
beeinflussen kénnen, wirden diese Wellen auch allen Anspriichen gentigen, die fur
eine weitreichende Kommunikation von pathologischen Vorgangen im Gehirn
notwendig sind. Es gibt Befunde, dal’R Gliazellen pathologische Vorgange, die weiter
entfernt stattfinden, detektieren konnen. Beispielsweise werden nach einer
Verletzung des Gehirns Mikrogliazellen mehrere Millimeter weit entfernt von der
Verletzungsstelle aktiviert (Lehrmann et al., 1997, Nolte et al., 2001). Mikrogliazellen
reagieren mit einer komplexen und abgestuften Reaktion auf jegliche Art von
Verletzung im ZNS (Kreutzberg, 1996). Es ist jedoch immer noch unklar, welche
Signale die initiale Aktivierung der Mikrogliazellen einleiten. Kultivierte Mikroglia
zeigen einen aktivierten Phanotyp nach Behandlung mit verschiedenen, mit
pathologischen Vorgédngen assoziierten Substanzen, wie zum Beispiel bakteriellen
Zellwandkomponenten (Prinz et al., 1999) und Komplementfaktoren (lischner et al.,
1996), aber auch nach Inkubation mit ATP (Hide et al., 2000). Folglich ist ATP eine
maogliche Substanz, die Verletzungen im Gehirn Uber solche Calciumwellen an die
Mikroglia signalisieren kénnte, da Mikroglia in Kultur (Walz et al., 1993) und auch im
akuten Hirnschnitt (Boucsein et al., 2003) verschiedene Typen von Purinorezeptoren
exprimieren. Stimulation von Mikrogliazellen in Kultur mit Agonisten fur
Purinorezeptoren fuhrt zur Freisetzung von Tumornekrosisfaktor o (TNF-o) aus
diesen Zellen (Hide et al.,, 2000) und zur Modulation der Interleukin (IL)-1B

Freisetzung (Ferrari et al., 1997b), somit also zu ihrer Aktivierung.
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Von ATP getragene, intergliale Calciumwellen waren also ein Medium, auch
Mikroglia weiter entfernt vom Ort der primdren Verletzung zu aktivieren. Auch
Astrozyten zeigen eine Art von Aktivierung in den Randzonen um Schadigungen im
Gehirn, die sog. Astrogliose. Diese ist insbesondere durch eine verstarkte Expression
von GFAP gekennzeichnet (Nolte et al., 2001). Die Astrozyten bilden einen festen
Zellverband um die geschadigte Stelle, weshalb haufig auch von einer "Glianarbe”

gesprochen wird (Abb.3). Auch flr die Aktivierung von Astrozyten in den Randzonen

solcher Verletzungen konnten Calciumwellen verantwortlich sein.

Abbildung 3

Die Aktivierung von Astrozyten in GFAP-EGFP-transgenen Mausen um eine Verletzung des
Hirngewebes herum ist in A deutlich als verstarkte Fluoreszenz und damit verstarkte GFAP-
Expression um die Verletzungsstelle herum zu erkennen (Pfeil). B zeigt die Stelle der Verletzung in
starkerer VergrofRerung. C: Aufsicht auf B, wobei in rot Mikroglia angefarbt sind, die Immunzellen des
Gehirns.

CC = Corpus Callosum

Die Kommunikation zwischen Gliazellen, insbesondere zwischen Astrozyten im
akuten Hirngewebe ist nicht hinreichend untersucht, um eine Aussage uber die Rolle
von in den Extrazellularraum abgegebenen Substanzen, also klassischerweise von
"Neuro"-transmittern, wahrend dieser Kommunikation zu machen. Es ist jedoch

anzunehmen, daf? Neurotransmitter auch in dieser Praparation nicht nur fur die
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Kommunikation zwischen Neuronen, sondern auch fur die Kommunikation zwischen

Gliazellen eine Rolle spielen.
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1.4 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand aus zwei Teilen: Zum einen sollte die
Expression von Neurotransmitterreptoren auf Astrozyten untersucht werden. Da
Glutamat der wichtigste exzitatorische Transmitter im Saugergehirn ist, sollte die
Expression eines Subtyps der Glutamatrezeptoren, des NMDA-Rezeptors, auf
Astrozyten im akuten Hirnpraparat charakterisiert werden. Dieser Rezeptor ist eine
calciumpermeable Ilonenpore und seine Expression gibt jeglicher Zelle die
Voraussetzung unmittelbar auf einen Anstieg der Glutamatkonzentration im Gewebe
zu reagieren, da es nach Rezeptoraktivierung zu einem sofortigen Anstieg der
Calciumkonzentration im Cytosol kommt. Um die Expression von funktionalen
NMDA-Rezeptoren auf Astroyzten im Hirngewebe zu untersuchen, sollten im
Rahmen dieser Arbeit die NMDA-induzierten, physiologischen Antworten der
Astrozyten im akuten Hirnschnitt beobachtet werden. Die Antwort der Astroyzten auf
NMDA-Applikation in akuten corticalen Hirnschnitten sollte mit Hilfe der Patch-Clamp-
Technik und mit Calcium-Imaging-Techniken untersucht werden.

Im zweiten Bereich der Arbeit sollte die rein interastrozytare Kommunikation im
intakten Gehirngewebe charakterisiert werden. Diese wurde bisher lediglich in
Kulturmodellen untersucht, nicht jedoch im intakten Hirngewebe. Um die
interastrozytare Kommunikation im intakten Hirngewebe zu untersuchen, sollte die
Propagation von Calciumwellen im akuten Hirnschnitt erforscht werden. Die Art der
Kommunikation  zwischen den reaktiven Zellen und eine eventuelle
Transmitterfreisetzung wahrend der Calciumwelle sollte charakterisiert werden.
Dabei sollten nicht nur Signale in Astrozyten betrachtet, sondern die Reaktionen der

gesamten Gliazellpopulation beobachtet und charakterisiert werden.



