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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Glutamat

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS des Sdugers und
steuert im erwachsenen Hirn auch plastische Prozesse, wie sie beispielsweise der
Gedéchtnisbildung zugrunde liegen (Bashir et al., 1993; Bliss und Collingridge, 1993).
Wihrend der Hirnentwicklung kontrolliert Glutamat die Proliferation neuronaler
Vorlduferzellen und induziert anschlieBend deren funktionelle und morphologische
Differenzierung (Gallo und Ghiani, 2000). Glutamat wirkt {iber zwei unterschiedliche
Rezeptortypen. Zum einen iiber sogenannte ionotrophe Glutamatrezeptoren, die als
ligandengesteuerte lonenkanile fungieren und aufgrund ihrer Selektivitit gegeniiber den
Agonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDAr), o-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-Isoxasol-4-
Propionat (AMPAr) sowie Kainat (Kainat-Rezeptor) weiter unterteilt werden (Hollmann
und Heinemann, 1994; Nakanishi, 1992). Zum anderen {iiber G-Protein gekoppelte
Rezeptorproteine, die als metabotrope Glutamatrezeptoren zusammengefasst werden und
zu einer Aktivierung verschiedener Signalwege/-proteine wie der Phospholipase C oder
der Adenylatzyklase fiihren (Conn und Pin, 1997; Nakanishi, 1994; Pin und Duvoisin,
1995). In hohen extrazelluldren Konzentrationen stellt Glutamat ein duflerst potentes
Neurotoxin dar, welches zu einer Uberstimulation von Neuronen und zum neuronalen
Zelltod fuhrt. Fir diese sogenannte Exzitotoxizitit werden verschiedene
Pathomechanismen diskutiert, die sich unter anderem in der Geschwindigkeit der
Zellschidigung unterscheiden: Die Aktivierung von AMPA-, NMDA- und Kainat-
Rezeptoren sowie metabotropen Rezeptoren der Gruppe I fithrt zum Na**-Einstrom in die
Zelle und dadurch zu einer raschen osmotischen Zellschiddigung (McDonald et al., 1998;
Leigh und Meldrum, 1996; Nicoletti et al., 1996; Saroff et al., 2000). Die Aktivierung vor
allem des NMDA-Rezeptors ist mit einer Erh6hung der zytoplasmatischen Ca™'-
Konzentration verbunden. Eine hohe intrazelluldre Ca™'-Konzentration beeinflusst die
Aktivitdt vieler Enzyme (darunter Proteasen, Endonukleasen, Phosholipasen,
Stickoxidsynthetase) und fiihrt so ldngerfristig zu Verdnderungen im Energiestoffwechsel,
zur Entstehung von freien Radikalen und konsekutiver oxidativer Zellschidigung

(Urushitani et al., 2001).
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2.2 Glutamattransporter

Synaptisch freigesetztes Glutamat wird duBlerst rasch von hochaffinen, natriumabhéngigen
Glutamattransportern aus dem  Extrazellulirraum entfernt (Abb. 1). Diese
Glutamatwiederaufnahme  dient sowohl der Beendigung der glutamergen
Neurotransmission und damit der Wiederherstellung eines hohen Signal-Rausch-
Verhéltnisses an der Synapse als auch der Verhinderung hoher (neurotoxischer)
Glutamatkonzentrationen. Bisher sind bei Nagern und Mensch insgesamt flinf
Glutamattransporter identifiziert worden, die in zwei unterschiedlichen Nomenklaturen als
GLAST/EAAT-1, GLT-1/EAAT-2, EAAC-1/EAAT-3, EAAT-4 und EAAT-5 bezeichnet
werden (Pines et al., 1992; Kanai und Hediger, 1992; Storck et al. 1992; Fairman et al.,
1995; Arriza et al., 1994; Arriza et al., 1997). Alle diese Transporter zeigen eine etwa
50%ige Sequenzhomologie (Kanner, 1993; Kanai et al., 1993; Danbolt, 1994; Gegelashvili
und Schousboe, 1997; Robinson und Dowd, 1997; Amara, 1996) und bilden eine
Genfamilie mit den neutralen Aminosdure-Transportern ASCT-1 und ASCT-2. Auferdem
bestehen Sequenzhomologien mit bakteriellen Glutamattransportern und Konsensusstellen
fiir die Phosphorylierung durch PKC und PKA (Arriza et al., 1993; Shafgat et al., 1993;
Utsunomiya-Tate et al.,, 1996; Nelson, 1998). Zu anderen Neurotransporter-Familien
bestehen keine strukturellen Ahnlichkeiten. Diese Glutamattransporter arbeiten als
Antiporter; nach der gegenwértigen Vorstellung transportieren sie jeweils ein
Glutamatmolekiil zusammen mit drei Na'-Ionen ins Zellinnere und im Gegenzug ein H'-
Ion und ein K*-Ion in den Extrazelluldrraum (Zerangue und Kavanaugh, 1996; Levy et al.,
1998). Der transmembrandre lonengradient liefert die hierfiir bendtigte Energie. Es ist
auflerdem bekannt, dass Glutamattransporter auch als ligandengesteuerte Chloridkanile
fungieren. Die hochste Chloridleitfahigkeit wurde fiir EAAT-4 und EAAT-5 gemessen,
welche andererseits eine geringe Glutamataufnahme-Kapazitit besitzen. Die Transporter
mit hoher Glutamataufnahme-Kapazitit (EAAT-1,-2 und -3) haben hingegen eine niedrige
Chloridleitfihigkeit (Lester et al., 1996, zur Ubersicht). Erst vor kurzem wurde gezeigt,
dass EAAT-3 und EAAT-4 mit sogenannten ,,Glutamate transporter associated proteins‘
gekoppelt sind, welche den Glutamattransport beschleunigen oder hemmen (Lin et al.,
2001). Die einzelnen Glutamattransporter-Subtypen werden im Gehirn sowohl Zelltyp-
spezifisch als auch Hirnregionen-spezifisch exprimiert: EAAC-1/EAAT-3 liegt
ausschlieBlich in Neuronen vor (Conti et al., 1998), GLT-1/EAAT-2 wird hauptsichlich
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Einleitung

von Gliazellen exprimiert, kann aber auch in Neuronen vorkommen (Brooks-Kayal et al.,
1998; Furuta et al., 1997a; Lehre et al., 1995 Rothstein et al., 1994; Storck et al., 1992;,
Torp et a., 1997), die Expression von GLAST/EAAT-1 ist praktisch ausschlieflich auf
Gliazellen beschréankt (Storck et al.,1992), EAAT-4 und EAAT-5 werden relativ selektiv
von den Purkinjezellen des Kleinhirns bzw. in der Retina exprimiert (Arriza et al.,1997).
Neuere Befunde, die mit Hilfe von ,,Knock-out“- bzw. , Antisense“-Techniken erzielt
wurden, sprechen augenblicklich dafiir, dass es sich bei GLT-1/EAAT-2 um den
wichtigsten Glutamattransporter in Vorderhirn und Striatum handelt, welcher hier iiber
90% des extrazellularen Glutamats aufnimmt (Rothstein et al., 1996; Tanaka et al., 1997).
GLAST/EAAT-1 leistet dagegen etwa 60% der Glutamataufhahme im Cerebellum
(Watase et al., 1998).

® Glutamat
Neuron

® ®) ':‘

Glutaminsynthetase

Gliazelle

Abb. 1 Schematische Darstellung der Funktion der glialen Glutamattransporter

Die glialen Glutamattransporter , Glutamate transporter 1“(GLT-1) und ,Glutamate
aspartate transporter“(GLAST) pumpen jeweils ein Glutamatmolekiil zusammen mit drei
Natrium-lonen (Na*) ins Zellinnere und im Gegenzug ein Wasstersoff-lon (H*) und ein
Kalium-lon (K') in den Extrazellulirraum; damit werden exzitotoxische
Glutamatkonzentrationen vermieden und ein hohes Signal-Rausch-Verhéltnis an der
Synapse gewdhrleistet. Als Energiequelle dient hierbei der transmembranére
lonengradient. Unter ischdmischen Bedingungen kann es zu einer Umkehrung in der
Transportrichtung kommen. Die intragliale Glutaminsynthetase trdgt (iber die
Umwandlung von Glutamat in Glutamin zum Recycling des Glutamats bei.
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2.3 Regulation des Glutamattransports

Der GLT-1- und GLAST-abhédngige Glutamattransport wird auf verschiedenen Ebenen
reguliert. Posttranslationale Verdnderungen wie die Phosphorylierung der Transporter
fiihren zu schnellen Anderungen der Transporteraktivitit (Geglashvili und Schousboe,
1997). Phosphorylierung der spezifischen Serin-Reste von GLT-1 erhdht beispielsweise
dessen Aktivitit (Zhang und Kanner, 1999); die GLAST-Aktivitdt hingegen wird durch
Phosphorylierung an Nicht-Konsensus-Stellen herabgesetzt (Conradt und Stoffel, 1997,
Gonzalez und Ortega, 1997). Eine rasche Steigerung des Glutamattransports wird
dariiberhinaus durch die Translokation von GLAST aus zytoplasmatischen Speichern an
die Zellmembran erreicht (Duan et al., 1999). Zu den bisher bekannten Substanzen, die die
Transporteraktivitit und -lokalisation in der Zelle beeinflussen konnen, gehoren
Phorbolester, PDGF, Glutamat, Arachidonsdure sowie a-Amyloidpeptid (Chan et al., 1983;
Correale et al., 1998; Davis et al., 1998; Harris, 1996; Keller et al., 1997; Parpura-Gill et
al., 1997; Trotti et al., 1995; Zerangue et al., 1995). Langsame Veridnderungen des
Glutamattransports sind durch die Steuerung der Transporterexpression moglich. Erste
Hinweise auf das Vorliegen solcher steuernden Einfliisse ergaben sich aus der
Beobachtung, dass die Transporterexpression zunimmt, wenn Gliazellen mit Neuronen ko-
kultiviert werden (Gegelashvili et al., 1997, Swanson et al., 1997, Schlag et al., 1998). Da
dieser Effekt nicht auftritt wenn man die Gliakulturen mit gereinigten
Neuronenmembranfraktionen behandelt, kommen nur diffusible, von Neuronen
abgegebene Faktoren fiir diesen Effekt in Frage. Unserer Arbeitsgruppe ist es kiirzlich
gelungen zu zeigen, dass Neurone die gliale Glutamattransporter-Expression mittels
,Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide* (PACAP) steuern (Figiel und Engele,
2000). Zu den weiteren bis heute identifizierten extrazelluliren Faktoren, die die

Expression glialer Glutamattransporter stimulieren, zdhlen TGFa und EGF (Zelenaia et al.,

2000).
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2.4 FGF-2

FGF-2 gehort der FGF-Wachstumsfaktor-Familie an, welche aus mindestens 23
Mitgliedern besteht und selbst zu den ,,Heparin binding growth factors* zihlt (Szebenyi
und Fallon, 1999). Es sind mehrere FGF-2-Isoformen bekannt, welche nach ihrer
Molekularmasse unterschieden werden (18000 d, 21000 d und 23000 d; Prats et al., 1989;
Florkiewicz, 1989). FGF-2 wird schon in der friihen Hirnentwicklung exprimiert; im
adulten Gehirn wird es sowohl von Neuronen als auch von Gliazellen produziert (Junier,
2000; Szebenyi und Fallon, 1999). Bis heute sind vier FGF-Rezeptor-Untertypen im
Gehirn identifiziert worden, welche als FGFR1, FGFR2, FGFR3 sowie FGFR4 bezeichnet
werden (Szebenyi und Fallon, 1999). Astrozyten exprimieren FGFR1, FGFR2 und FGFR3
(Reilly et al., 1998). Alle genannten Rezeptoren besitzen Tyrosin-Kinase-Aktivitdt. Die
Bindung des Liganden an den Rezeptor fiihrt zu einer Dimerisierung mit konsekutiver
Autophosphorylierung des Rezeptors an Tyrosinresten. An diesen Tyrosinresten kdnnen
wiederum eine Vielzahl von intrazelluldren Signalproteinen phosphoryliert werden, wobei
diese Aktivierung Zelltyp-spezifisch zu erfolgen scheint. FGF-2 aktiviert verschiedene
intrazelluldre Signalwege in Gliazellen. In Oligodendrozyten-Vorlduferzellen fithrt FGF-2
tiber die MAP-Kinase ERK-2 zu einer Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs, welche
durch Inhibition von Tyrosin-Kinasen oder der Proteinkinase C gehemmt werden kann
(Yim et al. 2001). In manchen Zellen fiihrt FGF-2 auch zur Aktivierung der PKA
(Pursiheimo et al. 2000). Zu den weiteren FGF-2-Wirkungen in Gliazellen zéhlt die
Induktion der Zellproliferation und die morphologische Zellreifung (Perraud et. al., 1988,
Sensenbrenner et. al., 1987). FGF-2 steuert auch die Proliferation und Differenzierung
neuronaler Vorlduferzellen (Kilpatrick und Bertlett, 1995; Reynolds und Weiss, 1996;
Qian et al., 1997; Vescovi et al., 1993; Waschek et al., 1998; Lu et al., 1998; Heldin und
Westrnark, 1999). Fiir die Pathologie des ZNS scheint FGF-2 ebenfalls von Bedeutung zu
sein; so steigt beispielsweise die FGF-2-Konzentration in der Umgebung verletzter
Hirnareale an und fiihrt hier zu einer reaktiven Astrogliose (Logan et. al., 1992; Eclancher
et al., 1990; Gomez-Pinilla et al., 1995). Diese verschiedenen Wirkungen von FGF-2 auf
Gliazellen lassen es moglich erscheinen, dass FGF-2 auch eine Rolle bei der Regulation

der glialen Glutamataufnahme spielen konnte.
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2.5 Glialer Glutamattransport und ZNS-Pathologie

Fir verschiedene Erkrankungen des Zentralnervensystems sind charakteristische
Verdanderungen der Glutamattransporter-Expression festgestellt worden (Sims und
Robinson, 1999, zur Ubersicht). Nach traumatischen Hirnverletzungen wird eine Abnahme
der GLT-1-/EAAT-2- und GLAST-/EAAT-1-Expression im Kortex beobachtet (Rao et al.,
1998). Ebenso kommt es nach ischdmischer Neuronenschdadigung zu einer Abnahme der
Glutamattransporter-Expression; hiervon sind EAAC-1/EAAT-3 und GLT-1/EAAT-2
betroffen (Martin et al., 1997; Torp et al., 1995). Die Transportrichtung der
Glutamattransporter kann sich auflerdem unter ischdmischen Bedingungen umkehren
(Gemba et al., 1994; Madl und Burgesser, 1993). Bei ALS-Patienten kommt es zu einer
selektiven Abnahme der GLT-1-Proteinkonzentration und des Glutamattransportes in
Motorkortex und Riickenmark (Rothstein et al., 1995). Der GLT-1-mRNA-Gehalt ist hier
jedoch erstaunlicherweise nicht betroffen. Bei einer Analyse von GLT-1-Transkripten von
ALS-Patienten fiel allerdings auf, dass bei diesen vermehrt eine verkiirzte GLT-1-Spleil3-
Form in Motorkortex und Riickenmark exprimiert wird. Diese Splei3-Variante wird zwar
translatiert, vermutlich jedoch nicht in die Zellmembran eingebaut. Bei 65% der
untersuchten ALS-Patienten geht die Expression dieser Variante aullerdem mit einer
Abnahme von Wildtyp-GLT-1 einher, was dafiir spricht, dass diese Variante eine dominant
negative Wirkung ausiibt (Lin et al. 1998; Bristol und Rothstein 1996). In Gewebeproben
aus dem frontalen Kortex von Alzheimer-Patienten ist der GLT-1-Proteingehalt im
Vergleich zu GLAST und EAAT-3/EAAC-1 ebenfalls deutlich erniedrigt. Ahnlich wie bei
der ALS bleibt die Menge an mRNA unbeeinflusst, was augenblicklich dahingehend
interpretiert wird, dass es auch hier zur Expression aberranter GLT-1-Spleiformen
kommen konnte (Li et al., 1997). Dagegen fand sich in post-mortem gewonnenem
Striatumgewebe von Chorea-Huntington-Patienten ein verminderter GLT-1-mRNA-Gehalt
(Arzberger et al., 1997). Die klinische Relevanz des glialen Glutamattransports wird des
Weiteren auch durch die Beobachtung unterstrichen, dass bei GLT-1-Knock-Out-Mausen
vermehrt epileptische Anfille auftreten, Neurone in bestimmten Hirnarealen sterben und
die Neurone auch anfdlliger gegen traumatische Hirnschddigungen sind (Tanaka et al.,
1997).
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2.6 Fragestellung dieser Arbeit

Die gravierenden Folgen der Glutamatexzitotoxizitit werfen die Frage auf, liber welche
Regulationsmechanismen erhohte extrazellulire Glutamatkonzentrationen verhindert
werden und wie sich diese Mechanismen beeinflussen lassen. Der wichtigste Schritt zur
Pravention dieser Exzitotoxizitdt besteht physiologischerweise in der Aufnahme des
Glutamats in Gliazellen mittels der glialen Glutamattransporter GLT-1 und GLAST.
Bisher ist jedoch wenig dariiber bekannt, wie die Funktion dieser Glutamattransporter
sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen reguliert wird.
Der Wachstumsfaktor FGF-2 iibt eine Reihe verschiedenartiger Wirkungen auf Gliazellen
aus und wurde beispielsweise nach Hirntraumen in erhohter Konzentration in der
Umgebung der Schiddigung nachgewiesen, so dass er bei der Regulation der glialen
Glutamattransporter eine wichtige Rolle spielen konnte. In der vorliegenden Arbeit sollte
daher untersucht werden, ob der gliale Glutamattransport durch Behandlung von
Astrozytenkulturen mit FGF-2 beeinflusst wird und iiber welche Signalwege diese

Einfliisse gegebenenfalls vermittelt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Allgemeines

Material
Biofuge fresco/pico

Thermomixer 5436

3.1.2 Versuchstiere

Tierart
Rattus norvegicus (Sprague Dawley)

3.1.3 Zellkultur

Material
100-mm-Zellkulturschalen
48er-Multiwell-Platten
Brutschréanke

dbcAMP

Dulbecco's Phosphat-gepufferte Salzlosung
F-12-Mischung

Fetales Kélberserum

FGF-2

G66976

H89

Hank's balancierte Salzlosung
Ly294002

MEM mit Earl’s Salzen
Mikroskop

PD98059

PDTC

Material und Methoden

Bezugsquelle/Hersteller

Heraeus

Eppendorf

Bezugsquelle/Hersteller

Charles River, Sulzfeld

Bezugsquelle/Hersteller

Greiner
Costar
Heraeus
Sigma
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Calbiochem
Calbiochem
Gibco
Calbiochem
Gibco

Zeiss
Calbiochem

Calbiochem
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Material
Pferdeserum
Poly-D-Ornithin

Material und Methoden

Bezugsquelle/Hersteller
Gibco

Sigma

3.1.4 Proteinisolation, Proteinkonzentrationsmessung und Western-Blot

Material
Acrylamid-Losung
Aktin-AK

BCA-Kit
Dokumentationssoftware:
Image Master VDS
Elektroblot-Gerite:
-Power Pack 200/300
-Transblot SD

Filmentwicklungsgerit:
-Hyperprocessor

GLAST-AK

GLT-1-AK

Methanol
Anti-Meerschweinchen-AK,
MRP-konjugiert

Anti-Ziege-AK, MRP-konjugiert
Molekulargewichtsstandard
Photometer DU-62
Protein-Bestimmungs-Set

Set fur verstarkte Chemiluminesenz

3.1.5 Real-Time-RT-PCR

Material
PeqGold-Kit
M-MLV

Random-Hexamer Primer

Bezugsquelle/Hersteller
Roth

Santa Cruz

Pierce

Pharmacia

BioRad
BioRad

Amersham
Chemicon
Chemicon
Merck

Jackson Laboratories
Santa Cruz
Invitrogen
Beckmann

Pierce

Amersham

Bezugsquelle/Hersteller
PeqLab

Promega

Thermo Hybaid
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Material

Primer:

GLT-1 sense:

5¢-cca tcc gag gag gec aat ac-3°
GLT-1 antisense:

5¢-caa gca ggc gat acc cag c-3°

3-Aktin sense:

5¢-cta caa tga gct gcg tgt gge-3°

3-Aktin antisense:

5¢-cag gtc cag acg cag gat ggc-3°
LightCycler

LightCycler-DNA Master SYBR-Green I
QIAquick-Sédulen

3.1.6 Immunzytochemie

Material

GFAP-AK
Glutaminsynthetase-AK
Saponin

Biotinylierter anti-Hase-AK
Biotinylierter anti-Ziege-AK
Vectastain ABC-KIT

3.1.7 Glutamataufnahme-Messung

Material

DAB

F-12-Medium-Mischung (Ham)
FliissigszintillationsmeBgerédt 1600 TR
Glutamat

*H-markiertes Glutamat

(spez. Aktivitit: 237,5x10'° Bq/mmol)
MEM mit Earl’s Salzen

Methionin-Sulfoximin

Material und Methoden

Bezugsquelle/Hersteller

Thermo Hybaid

Thermo Hybaid

Thermo Hybaid

Thermo Hybaid

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

Qiagen

Bezugsquelle/Hersteller

Accurate
Biogenesis
Sigma
Vector Labs
Vector Labs
Vector Labs

Bezugsquelle/Hersteller

Sigma
Gibco
Packard
Sigma

Amersham

Gibco

Sigma
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Material
Paraformaldehyd
UltimaGold Szintillationsfliissigkeit

3.2 Rezepte

3.2.1 Zellkultur

Bezeichnung
F-12-Medium

Minimal-Essential Medium

N2-Medium

Material und Methoden

Bezugsquelle/Hersteller
Merck
Packard

Rezept
pro Liter:

1 Packung F-12 Mischung
1,176 g NaHCO;

2,2 g D-Glukose

0,146 g L-Glutamin

3,5 g HEPES

pH 7.4

pro Liter:

MEM mit Earl’s Salzen
2,2 g NaHCO3

5 g D-Glukose

0,292 g L-Glutamin

pH 7,4

je nach bendtigter Menge:
MEM/F12 im Verhéltnis 1 : 1
0,05 mg/ml Transferin
0,5 pg/ml Insulin

5x10"° M Trijodthyronin
3x10® M Na,SeOs

2x10®* M Progesteron

10* M Putreszin

pro Liter:

386,4 mg NaH,PO4xH,O
1,022 g Na,HPO4
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Bezeichnung

3.2.2 Immunzytochemie

Bezeichnung
Antikorper-Verdiinnungs-Losung

DAB-Losung

Sukrose-Puffer

Material und Methoden

Rezept
8,766 g NaCl

Rezept
pro 100 ml

500 mg BSA
50 mg NaN;

15 mg DAB

6 ul HyO, (33%ig)

mit Tris-Losung zu 20 ml auffiillen
60 mM Tris-Base

2% SDS

10 % Sukrose

2 mM PMSF

0,25 M Sukrose
5 mM Tris HC1
pH 7,2

3.2.3 Proteinisolation, Proteinkonzentrationsmessung und Western-Blot

Bezeichnung
5%iges Polyacrylamid-Gel

10%iges Polyacrylamid-Gel

Rezept
pro 10 ml

2,5 ml 0,5M Tris-HCI pH 6,8
1,25 ml 40% Acrylamid-Losung
100 pl 10% SDS

100 pl 10% Ammoniumpersulfat
10 ul TEMED

pro 10 ml

2,5ml 1,5 M Tris HCI pH 8,8
2,5 ml 40% Acrylamid-Losung
100 pl 10% SDS
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Bezeichnung

Ponceau S

(10-fach konzentrierte Vorratslosung)

Proben-Puffer

Proteinelektrophoresepuffer

Transfer-Puffer

3.2.4 Glutamataufnahme-Messung

Bezeichnung
Glutamataufnahme-Puffer mit LiCl

Material und Methoden

Rezept
50 pl 10% Ammoniumpersulfat

5 ul TEMED

pro Liter:
2 g Ponceau S
30 g Trichloressigsdure

30 g Sulfosalicylsdure

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
4% SDS

10% Glyzerol

2% B-Mercaptoethanol

25 mM Tris HCI
192 mM Glyzin
0,035% SDS

auf pH 8,3 einstellen

pro Liter:
8,766 g NaCl
6,06 g Tris
pH 7,6

pro Liter:

2,9 g Glyzin

5,8 g Tris

0,37 g SDS

200 ml Methanol

Rezept
5 mM Tris

10 mM HEPES
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Bezeichnung

Glutamataufnahme-Puffer mit NaCl

Material und Methoden

Rezept
140 mM LiCl

2,5 mM KCI

1,2 mM CaCl,

1,2 mM MgCl,*6H,O
1,2 mM K,HPO,

10 mM Dextrose

1 mM Methionin-Sulfoximin

5 mM Tris

10 mM HEPES
140 mM NaCl
2,5 mM KCI

1,2 mM CaCl,
1,2 mM MgCl,
1,2 mM K,HPO,
10 mM Dextrose

1 mM Methionin-Sulfoximin
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3.3 Methoden

3.3.1 Haltung der Versuchstiere

Die Experimente wurden mit Sprague Dawley Ratten durchgefiihrt. Die Tiere wurden bei
freiem Zugang zu Wasser und Nahrung gehalten. Es herrschte ein Tag/Nacht-Rhythmus
von je 12 h. Zur Verpaarung wurden die Tiere fiir 12 h zusammen gesetzt. Zwei bis drei

Tage alte Tiere wurden durch Dekapitation getotet.

3.3.2 Gliakultur

Aus den zerebralen Hemisphidren wurden primdre Gliakulturen angelegt, indem zunéchst
unter sterilen Bedingungen der Schidel erdffnet wurde, die Hemispharen herauspripariert
und die Meningen sorgfaltig entfernt wurden. Die Gewebstiicke wurden in eisgekiihltem
N2-Medium gesammelt, anschliefend mit der Schere zerkleinert und dann fiir 20 min bei
Raumtemperatur in 0,1%iger Trypsinlosung inkubiert. Die Trypsinwirkung wurde durch
Uberfiihren der Gewebsstiicke in Hanks-gepufferte-Salzlosung mit 10% fetalem
Kaélberserum gestoppt. Die anverdauten Gewebsstiicke wurden durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren in 10 ml Kunststoff-Pipetten dissoziiert. Nicht zerkleinerte Stiickchen
wurden mittels Filtrieren durch ein Nitex-Netz mit 20 um Porengrofle entfernt. Die
erhaltene Zellsuspension wurde 5 min bei 400 g zentrifugiert und das Zellpellet in
vollstindigem Kulturmedium (MEM mit 10% Pferdeserum) resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde nun auf 100-mm-Zellkulturschalen verteilt, so dass die pro Schale
ausgesite Zellmenge etwa drei préparierten Rattenhirnen entsprach. Durch Zugabe von
vollstindigem Kulturmedium wurde ein Gesamtvolumen von 10 ml/Schale erhalten. Die
Kulturschalen waren zuvor fiir 1 h mit 0,1 mg Poly-D-Ornithin/ml gecoatet und danach mit
sterilem Wasser gespiilt worden. Die Zellkulturen wurden bei 37°C in einer Atmosphére
aus 90% Luft und 5% CO; bei 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Medium wurde zum
ersten Mal nach 24 h gewechselt und danach jeden dritten Tag. Alle beschriebenen
Experimente wurden mit dreimal passagierten Gliakulturen durchgefiihrt. Zum Passagieren
wurde das Medium konfluenter Kulturen abgenommen und die Kulturen bei
Raumtemperatur mit 2 ml einer 0,1%igen Trypsin-Losung bis zum Ablosen der Zellen

vom Schalenboden (nach etwa 3 min) inkubiert. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe
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von 10 ml MEM/10% PS gestoppt und die Zellen fiir 5 min bei 400 g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in MEM/10% PS resuspendiert und die Zellsuspension in drei neue 100
mm-Zellkulturschalen ausgesdt. Fiir Glutamataufnahme- und Immunzytochemie-
Experimente wurden die Zellen nach der dritten Passage in 48-Multiwell-Platten ausgesit.
Fiir alle beschriebenen Experimente wurden subkonfluente Kulturen der dritten Passage
auf serumfreies N2-Medium umgestellt. Dazu wurde das serumhaltige Medium
abgenommen, die Zellkulturschalen mit N2-Medium gespiilt und danach in N2-Medium
weiterkultiviert. Abhidngig vom jeweiligen Versuch wurden dem N2-Medium folgende
Faktoren zugesetzt: dbcAMP (10* M), FGF-2 (25 ng/ml), H89 (10° M), G66976 (10 M),
Ly294002 (10° M), PDTC (10 M), PD98059 (2,5x10” M).

3.3.3 Immunzytochemische Farbung der Gliakulturen

Die Zellen wurden 20 min in 4-prozentigem Paraformaldehyd (in PBS) fixiert, 30 min mit
0,05%igem Saponin (in PBS) permeabilisiert und anschlieend mit anti-GFAP- (1:1250)
bzw. anti-Glutaminsynthetase-Antikorpern (1:2000) bei 4°C inkubiert. Nach 24 h wurden
die Kulturen dreimal mit 10 mM PBS gewaschen und fiir 2 h bei Raumtemperatur mit
geeigneten biotinylierten sekunddren Antikorpern inkubiert. Alle Antikdrper wurden mit
Antikorperverdiinnungslosung verdiinnt. Der Nachweis der Antikorper-Antigen-Reaktion
erfolgte mit Hilfe des Vectastain ABC-Kits nach den Angaben des Herstellers. Die
Sichtbarmachung der Markierung erfolgte mittels DAB-Losung in Anwesenheit von H,O..
Die Farbentwicklung wurde in der Regel nach 20 min durch dreimaliges Waschen mit PBS

gestoppt und die Zellen anschlieBend unter dem Mikroskop fotografiert.

3.3.4 Proteinisolation und Proteinbestimmung

Zur Proteinisolation wurden konfluente Gliakulturen zunichst dreimal mit PBS gewaschen
und die Zellen dann mit 400 pl Lyse-Puffer pro 100-mm-Schale lysiert. Das Zelllysat
wurde in Reaktionsgefile auf Eis iiberfithrt und einige Sekunden mit Ultraschall
behandelt, um die Loslichkeit der Proteine weiter zu erhdhen. Die Proteinlosung wurde
anschlieBend fiir 5 min bei 95°C denaturiert und dann bei -70°C gelagert. Der Protein-
Gehalt der Proben wurde mittels BCA Protein-Bestimmungs-Kit (Pierce) laut den

Angaben des Herstellers ermittelt. Die Erstellung der Eichgeraden erfolgte unter
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Verwendung einer BSA-Verdiinnungsreihe. Aus konfluenten 100-mm-Zellkulturschalen

konnten in der Regel 1 bis 2 mg Protein gewonnen werden.

3.3.5 Western-Blot-Analyse

Es wurden 5%ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet. Die zu untersuchenden
Proteinlosungen wurden 1:1 mit Probenpuffer gemischt, fiir 5 min auf 100°C erhitzt und
dann das Gel mit 15 pg Protein pro Tasche beladen. Die Elekrophorese wurde bei einer
Spannung von 150 V {iber ca. 1 h durchgefiihrt; anschlieend wurden die Gele in Transfer-
Puffer iiberfiihrt und die Proteine fiir ca. 15 min bei 15 V auf Nitrocellulosestreifen
transferiert. Zur Kontrolle des erfolgreichen Proteintransfers wurden die
Nitrocellulosestreifen =~ mit ~ Ponceau-S-Losung  geférbt. Um  unspezifische
Antikorperbindungsstellen zu blockieren, wurden die Nitrocellulosestreifen fiir 30 min in
einer 5%igen Losung aus fettarmer Milch in TBS/0,05% Tween20 inkubiert. Die
Inkubation mit dem primdren Antikorper erfolgte fiir 12 h bei 4°C. Folgende primire
Antikorper (in TBS/5% fettarme Milch) wurden verwendet: anti-GLT-1 (1:4000), anti-
GLAST (1:1000), anti-Glutaminsynthetase (1:2000), anti-Aktin (1:1000). Nach Abschluss
der Inkubation wurden die Nitrocellulosestreifen dreimal fiir ca. 10 min in TBS/0,05%-
Tween20-Losung gewaschen und danach mit dem entsprechenden sekundédren Antikdrper
fiir 2 h bei Raumtemperatur versetzt. Folgende, mit Meerrettichperoxidase konjugierte
sekundére Antikorper wurden hierzu verwendet (gelost in TBS/5% fettarme Milch): anti-
Meerschweinchen (1:3000) gegen die anti-GLAST- und anti-GLT-1-Antikorper sowie
anti-Ziege (1:1000) gegen die anti-Aktin-Antikdrper. Die Antikdrpermarkierung wurde mit
dem Amersham-ECL-Kit entsprechend den Angaben des Herstellers nachgewiesen und
mittels eines ECL-Films dokumentiert. Die immunreaktiven Proteinbanden wurden mit der
Image-Master-VDS-Software densitometrisch ausgewertet und der Wert der jeweiligen

GLT-1- bzw. GLAST-Bande mit dem Wert der zugehorigen Aktin-Bande normalisiert.
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3.3.6 Bestimmung der glialen Glutamataufnahme

Alle im Folgenden beschriebenen Aufnahmeldsungen wurden jeweils sowohl mit natrium-
als auch mit lithium-haltigem Trispuffer angesetzt. Als Stocklosung diente ein
Aufnahmepuffer mit einer Glutamatkonzentration von 960 uM. Diese Losung enthielt
anteilig radioaktiv-markiertes (*H-)Glutamat mit einer Aktivitit von 3,77x10* Bg/ml. Aus
der Stocklosung wurden durch Verdiinnen mit dem entsprechenden natrium- bzw.
lithiumhaltigen Puffer Aufnahmeldsungen mit Glutamatkonzentrationen von 320, 160, 80
und 40 uM hergestellt. Zur Messung der glialen Glutamataufnahme wurden kortikale
Gliazellen zunédchst 1 h mit natrium- oder lithiumhaltigen Tris-Puffer ohne Glutamat
vorinkubiert und anschlieBend fiir 10 min mit glutamathaltiger Aufnahmelosung versetzt.
Der zellulire Glutamattransport wurde durch dreimaliges Waschen der Zellen mit
eiskaltem, lithiumhaltigen Puffer gestoppt. Die von den Zellen aufgenommene
Radioaktivitdt wurde mittels Fliissigszintillation bestimmt. Hierzu wurden die Zellen
zunédchst durch Zugabe von 200 pl 0,1 M NaOH-Losung lysiert und dann die mit den
Zellen assoziierte Radioaktivitit in Anwesenheit von jeweils 4 ml Szintillationsfliissigkeit
in einem Szintillationszdhler gemessen. Als spezifische (natriumabhéngige)
Glutamataufnahme wurde die Differenz zwischen der in Anwesenheit von Natrium und der
in Anwesenheit von Lithium aufgenommenen Radioaktivitit gewertet. Die ermittelte
spezifische Glutamataufnahme wurde pro Milligramm Gesamtprotein und Minute
berechnet. Um mdgliche Einfliisse des enzymatischen Glutamatabbaus auf das
Aufnahmeverhalten auszuschlieBen, wurden alle Aufnahmemessungen in Anwesenheit des
Glutamin-Synthetase-Inhibitors Methionin-Sulfoximin (I mM) durchgefiihrt. Der V-
und der K-Wert der Glutamataufnahme unter den einzelnen Behandlungen wurde nach

linearer Transformation (Eadie-Hofstee) der erhaltenen Aufnahmewerte ermittelt.
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3.3.7 Real-time RT-PCR

Die Gesamt-RNA der priméren Gliakulturen wurde mit Hilfe des PeqGold-Kits (PeqLab,
Schwalbach, Germany) entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA-
Konzentration wurde anhand der spektrophotometrischen Absorption bei 260 nm
gemessen. Zur reversen Transkription wurden pro 1 pl RNA-Losung 200 U M-MLV
(Promega, Madison WI) und 2 pg ,random hexamer primer” (Thermo Hybaid, Ulm,
Germany) hinzugegeben; insgesamt wurden dabei je 2 ug RNA transkribiert. Der RNA-
Gehalt wurde mittels ,,real-time polymerase chain reaction® quantifiziert, wobei folgende
Primer zur Anwendung kamen: GLT-1, sense: 5°-cca tcc gag gag gcc aat ac-3°; antisense:
5¢-caa gca ggc gat acc cag c-3°; Produkt-Lange: 265 bp; B-Aktin (als interner Standard);
sense: 5°-cta caa tga gct gcg tgt gge-3°; antisense: 5°-cag gtc cag acg cag gat gge-3°;
Produkt-Lange, 271 bp (alle Thermo Hybaid). Die Amplifikation wurde in einem
Endvolumen von 10 pl durchgefiihrt, welches 1 pl cDNA-Probe (bzw. Standard) enthielt
sowie 1 pl LightCycler-DNA Master SYBR-Green I (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany), MgCl, (3 mM) und sense/antisense Primer (jeweils 5 pmol). Zur Amplifikation

wurde dieser Reaktionsansatz fiir 90 s auf 95°C erhitzt, gefolgt von 45 Zyklen von jeweils
5 s Inkubieren bei 55°C und ansschliefend jeweils fiir 20 s bei 72°C. Hierzu wurde der
LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) sowie die mitgelieferte Software
zur Auswertung verwendet. Um die Spezifitdt der Amplifizierungsprodukte zu {iberpriifen
wurden nach den Amplifikationszyklen Schmelzkurven bestimmt, indem die Proben
zundchst um 20°C/s auf 65°C fiir 15 s abgekiihlt und dann um 0,1°C/s auf 95°C erhitzt
wurden, wiahrend kontinuierliche Fluoreszenzmessungen stattfanden. Zur Erstellung einer
Standard-Kurve wurde zundchst eine Verdiinnungsreihe aus dem entsprechenden, mittels
QIAquick-Sédulen gereinigten PCR-Produkt in Wasser angelegt. Diese Verdiinnungen
wurden mittels Real-Time-RT-PCR amplifiziert und Fluoreszenzkurven erstellt. Anhand
der zweiten Ableitung jeder dieser Fluoreszenzkurven ergab sich jeweils derjenige
Amplifikationszyklus mit der maximalen Amplifikationsbeschleunigung (,,second
derivative maximum method*). Hierbei wird davon ausgegangen, dass bei Erreichen dieser
Amplifikationszyklen alle Reaktionsansétze gleichviel PCR-Produkt enthalten. So ergab
sich jeweils eine Standardkurve (PCR-Produkt-Konzentrationen der Verdiinnungsreihe
gegeniiber der jeweils zugehorigen Zyklusnummer des Zyklus mit der maximalen

Amplifikationsbeschleunigung) anhand derer dann die Konzentration unbekannter Proben
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bestimmt werden konnte. Diese Werte wurden mit dem zugehorigen Aktin-Wert

normalisiert.

3.4 Statistik

Die Experimente wurden i.d.R. alle mindestens dreimal durchgefiihrt. Die Daten eines
Experiments stammen aus Untersuchungen von Zellkulturen des gleichen Materials, das
heilt von Kulturen, die zur gleichen Zeit angelegt und behandelt wurden. Die statistische
Analyse der erhaltenen Daten erfolgte mittels des Students-z-Tests; als Signifikanzgrenze

galt dabei ein p-Wert von < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Gliakulturen

Alle im folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden mit kortikalen Kulturen nach
der dritten Passage durchgefiihrt. Die immunzytochemische Farbung der unbehandelten
Kulturen mit Antikérpern gegen das astrozytenspezifische Intermedidrfilamentprotein
GFAP bestitigte die bereits frither gemachte Beobachtung (Franke et al., 1998), dass diese
Kulturen zu tiber 90% aus Astrozyten bestehen (Abb. 2).

. T -1
p - \*

Abb. 2

,»,Glial fibrillary acidic protein“(GFAP)-immunreaktive Zellen in Astrozytenkulturen nach
der dritten Passage. VergréBerung: ca. 700fach

Die Mehrzahl der GFAP-immunreaktiven Zellen in Kultur besaB3 groBle, flache und
unregelméBig begrenzte Zellkdrper und hatte damit das Aussehen von Typ-I-Astrozyten.
Einige wenige GFAP-immunreaktive Zellen (ca. 1%) waren sternformig mit multiplen
breiten Fortsdtzen und entsprachen morphologisch Typ-II-Astrozyten (Raff et al., 1983
a,b). Diese Befunde zeigen, dass das verwendete Kultivierungsprotokoll die Herstellung

hoch angereicherter Astrozytenkulturen ermoglicht.
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4.2 Wirkung von FGF-2 auf die Glutamattransporter-Expression

Um die potentiellen Einfliisse von FGF-2 auf die Expression der Glutamattransporter
GLT-1 und GLAST zu untersuchen, wurden kortikale Gliakulturen fiir 72 h mit FGF-2 (25
ng/ml) behandelt und anschlieBend der GLT-1- und GLAST-Proteingehalt mittels
Western-Blot-Analyse bestimmt. In unbehandelten Gliakulturen lagen in der Regel geringe
Mengen an GLT-1 und GLAST vor. Sowohl der GLT-1-Gehalt als auch der GLAST-
Gehalt blieb nach Behandlung mit FGF-2 praktisch unverdndert (Abb. 3), was zeigt, dass
FGF-2 primédr keinen Einfluss auf die Expression der glialen Glutmattransporter ausiibt.
FGF-2 gilt als ein duBlerst potentes Gliamitogen, welches die Gliaproliferation iiber die

Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade (Raf-MEK-ERK) steuert (Bayatti und Engele,

GLT-1
> -

Zunahme
(x-fach) 1 1,1+0,3 3,11 0,7+0,3

sy -
- W -
Zunahme

(x-fach) 1 0,8+0,1 2,9+0,7 0,9+0,3

Aktin
— | e e o C—

Kontrolle FGF-2 FGF-2+ PD98059
PD98059

Abb. 3 Einfluss von FGF-2 auf die astrogliale GLT-1- und GLAST-Expression
Aufgereinigte Kulturen kortikaler Astrozyten wurden fiir 72 h mit ,,Fibroblast growth factor
2 (FGF-2; 25 ng/ml) in An- bzw. Abwesenheit des ,,Mitogen-activated pathway‘“-Kinase-
Inhibitors PD98059 (2,5x10° molar) behandelt und anschlieBend der ,,Glutamate
transporter 1“(GLT-1)-Gehalt mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Als Ladekontrolle
wurden die Blots zusétzlich mit Aktin-Antikérpern geférbt. Die Zahlen geben die mittlere
Zunahme der GLT-1- bzw. ,,Glutamate aspartate transporter“(GLAST)-Expression (mit
Standardabweichung) aus drei Experimenten an. Die densitometrische Auswertung
immunreaktiver Banden erfolgte wie unter Punkt 3.3.5 beschrieben. Beachte, dass FGF-2
die GLT-1-/GLAST-Expression nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von PD98059 stimuliert.
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2001). In einer weiteren Versuchsreihe wurden daher kortikale Gliakulturen fiir 72 h mit
FGF-2 (25 ng/ml) in Anwesenheit des MAP-Kinase-Inhibitors PD98059 (2,5x10° M)
behandelt, wodurch der mitogene Effekt von FGF-2 gehemmt ist (Bayatti und Engele,
2001). Unter diesen Bedingungen nahm der GLT-1- und GLAST-Gehalt behandelter
Kulturen gegeniiber den Kontrollen um das 3,1+1-fache (n=3, p<0,05) bzw. 2,9+0,7-fache
(n=3, p<0,05) zu. PD98059 (2,5x10° M) alleine hatte keinen Einfluss auf die GLT-1- und
GLAST-Expression (Abb. 3). Diese Befunde deuten darauthin, dass FGF-2 die gliale
Glutamattransporter-Expression nur in ruhenden, nicht proliferierenden Astrozyten steuert.
Der mitogene Einfluss von FGF-2 auf Gliazellen ist konzentrationsabhingig und erreicht
zwischen 50 und 100 ng/ml ein Maximum (Engele und Bohn, 1992). Um die
Wechselwirkung zwischen Zellproliferation und Glutamattransporter-Expression ndher zu

charakterisieren, wurden daher kortikale Astrogliakulturen fiir 72 h mit unterschiedlichen

A
GLT-1 GLAST "y
— > [ . e ---n
71kD 661‘D
Aktin Aktin
P — —— ——— T | W e ——
42 kD 42 kD
FGF-2 ¢ 5 10 25 50 75 100 FGF-2 0 5 10 25 50 75 100
(ng/ml) (ng/ml)
C D
GLT-1 GLAST
EL1 L s -
71 kD 66kD
Aktin Aktin
| — e — i P s — — ——
42 kD 42 kD
FGF-2 0 5 10 25 50 75 100 FGF2 0 5 10 25 50 75 100
(ng/ml) + PD98059 (2,5x10° M) (ng/ml) + PD98059 (2,5x10° M)

Abb. 4 a,b,c,d Einfluss unterschiedlicher FGF-2-Konzentrationen auf die GLT-1-/GLAST-
Expression in kortikaler Glia

Kulturen kortikaler Astroglia wurden 72 h mit den angegebenen ,,Fibroblast growth factor
2“ (FGF-2)-Konzentrationen in An- bzw. Abwesenheit des ,,Mitogen-activated pathway ‘-
Kinase-Inhibitors PD98059 (2,5x10°molar) behandelt und anschlieBend mittels Western-
Blot-Analyse der ,,Glutamate transporter 1“(GLT-1)- bzw. ,,Glutamate aspartate
transporter” (GLAST)-Gehalt bestimmt. Beachte, dass mit zunehmender FGF-2-
Konzentration sowohl die GLT-1- als auch die GLAST-Expression abnimmt. kD=Kilodalton
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FGF-2-Konzentrationen behandelt und anschlieBend der GLT-1- bzw. GLAST-Gehalt
mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Bis zu einer Konzentration von 50 ng/ml hatte
FGF-2 keinen Einfluss auf die basale GLT-1 Expression, wihrend FGF-2-Konzentrationen
zwischen 50 und 100 ng/ml zu einer deutlichen Abnahme des GLT-1-Gehalts fiihrten
(Abb. 4a). Uber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich von 5 bis 100 ng/ml trat
dagegen bei gleichzeitiger Anwesenheit von PD98059 (2,5x10° M) eine deutliche
Zunahme der GLT-1-Expression gegeniiber den nur mit FGF-2 behandelten Kulturen auf
(Abb. 4c). Im Falle von GLAST nahm die basale Expression bereits ab einer
Konzentration von >10 ng FGF-2/ml deutlich ab (Abb. 4b). Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von PD98059 stimulierte FGF-2 die GLAST-Expression bis zu einer
Konzentration von 25 ng/ml, wihrend sie bei hoheren FGF-2-Konzentrationen in etwa der
von unbehandelten Kontrollen entsprach (Abb. 4d). Da die gliale Glutamattransporter-
Expression sowohl auf transkriptionaler als auch auf translationaler Ebene reguliert werden
kann (Gegelashvili und Schousboe, 1997, zur Ubersicht), wurde mittels Real-Time-RT-
PCR untersucht, ob die FGF-2-Behandlung auch die Expression der entsprechenden Gen-
Transkripte beeinflusst (Abb. 5). Entsprechend den Befunden auf Proteinebene hatte FGF-
2 alleine (25 ng/ml, 72 h) keinen signifikanten steigernden Einfluss auf die GLT-1-mRNA-
Expression, wihrend sich bei gleichzeitiger Anwesenheit von PD98059 die Zahl der GLT-
1-Transkripte im Vergleich zur Kontrolle in etwa verdoppelte (2,1+0,4-fach, n=3, p<0,05).
Anders als auf Proteinebene nahm die GLT-1-mRNA-Expression in Kulturen, die nur mit
PD98059 behandelt wurden, gegeniiber der Kontrolle signifikant ab (0,5+0,1-fach, n=3,
p<0,05).
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Abb. 5 Einfluss von FGF-2 auf die GLT-1-mRNA-Expression kortikaler Astroglia
Astrozytenkulturen wurden 72 h mit ,,Fibroblast growth factor 2“ (FGF-2; 25 ng/ml), FGF-2
(25 ng/ml) in Kombination mit dem “Mitogen-activated pathway“-Kinase-Inhibitor PD98059
(2,5x10° molar) sowie mit PD98059 (2,5x10° molar) alleine behandelt und anschlieBend
der Gehalt an ,,Glutamate tranporter 1“- Messenger-Ribonukleinsdure (GLT-1-mRNA)
bestimmt (mittels Real-Time-Reverse-Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion, PCR).
Dargestellit ist der Mittelwert der PCR-Produkt-Konzentration dreier unabhédngiger
Experimente mit Standardabweichung. Vergleichbar mit den Ergebnissen auf
Proteinebene tritt nur in FGF-2/PD98059-behandelten Kulturen eine Zunahme der GLT-1-
mRNA-Expression auf.
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4.3 Einfliisse von FGF-2 auf die gliale Glutamataufnahme

Um zu untersuchen, ob die beobachtete FGF-2/PD98059-induzierte Expression der
Glutamattransporter auch mit einer tatsdchlichen Verdnderung der glialen
Glutamataufnahme einhergeht, wurden Glutamataufnahme-Experimente durchgefiihrt.
Hierfiir wurden Gliakulturen zunichst 72 h mit FGF-2 oder FGF-2 in Kombination mit
PD98059 behandelt und anschlieBend mit unterschiedlichen Konzentrationen radioaktiv-
markiertem (*H-)Glutamat inkubiert. Die aufgenommene Radioaktivitit wurde nach 10
min anhand von Fliissigszintillation bestimmt. Tabelle 1 zeigt Ergebnisse dieser
Aufnahmeexperimente. Die Ermittlung der V.- und Kn-Werte der Glutamataufnahme
erfolgte nach linearer Transformation der erhaltenen Daten (nach Eadie-Hofstee). In
Kulturen, die fiir 72 h mit einer Kombination aus FGF-2 (25 ng/ml) und PD98059 (2,5x10
° M) behandelt wurden, lag der scheinbare V...-Wert gegeniiber den Kontrollen (21,6+2,8
nmol/min/mg Protein) und nur mit FGF-2 behandelten Kulturen (22,7 nmol/min/mg
Protein) um etwa das 1,5-fache hoher (32,8+4,7 nmol/min/mg Protein, p<0,05).
Gleichzeitig nahm auch der scheinbare K,-Wert der Glutamataufnahme in FGF-
2/PD98059-behandelten Kulturen (102+18 uM, p<0,05) gegeniiber der Kontrolle um etwa
das 2-fache zu (47,9+10,1 uM). Eine dhnliche Zunahme der V.- und K.,-Werte (37,5+7,8
nmol/min/mg Protein, 90,1£29,6 uM, p<0,05) trat auch in TGFa-behandelten (50 ng/ml;
72 h) Kulturen auf, welche als Positivkontrolle dienten. Insgesamt zeigen diese
Beobachtungen, dass FGF-2 in Kombination mit PD98059 nicht nur zu einer erhéhten
Transporterexpression sondern auch zu einer Steigerung der glialen Glutamataufnahme
fiihrt.
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Tab. 1 Funktionelle Parameter der glialen Glutamataufnahme unter verschiedenen
Behandlungen

Faktor Anzahl der Vimax Kn
Experimente (nmol/min/mg (n-molar)
Protein)
Kontrolle 6 216+28 47,9 + 10,1
TGFa 3 375+7,8 90,1 + 29,6
FGF-2/PD98059 3 32,8 +4,7 102 £ 18
FGF-2 1 22,7 43,7

Astrozytenkulturen wurden 72 h mit , Transforming growth factor a“ (TGFa; 50 ng/ml),
,Fibroblast growth factor 2“ (FGF-2; 25 ng/ml) oder FGF-2 (25 ng/ml) in Kombination mit
dem “Mitogen-activated pathway“-Kinase-Inhibitor PD98059 (2,5x10° molar) behandelt
und anschlieBend die Aufnahme von Glutamat bestimmt (siehe Punkt 3.3.6). Die
Ermittlung der Maximalgeschwindigkeit (Vn.x) und Michaelis-Menten-Konstante (K.) der
Glutamataufnahme erfolgte nach linearer Transformation der erhaltenen Daten (nach
Eadie-Hofstee). Dargestellt sind die Mittelwerte mehrerer Experimente mit
Standardabweichung.
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4.4 Signalwege bei der Stimulation der Glutamattransporter-Expression
durch FGF-2/PD98059

Zur Identifizierung der Signalwege, iiber welche die stimulatorischen Einfliisse von FGF-
2/ PD98059 auf die gliale Glutamattransporter-Expression vermittelt werden, wurden
einzelne Signalproteine spezifisch inhibiert; folgende Inhibitoren wurden hierflir
verwendet: der Proteinkinase-A-Inhibitor H89 (10° M), der Proteinkinase-B-Inhibitor
Ly294002 (10° M), der Proteinkinase-C-Inhibitor G66976 (10° M) sowie der NF-kB-
Inhibitor PDTC (10 M). Gliazellkulturen wurden 72 h entweder mit FGF-2 alleine oder
mit FGF-2 (25 ng/ml) in Kombination mit PD98059 (2,5x10”° M) sowie jeweils einem der
obigen Inhibitoren behandelt. Der GLT-1- und GLAST-Gehalt nach Behandlung wurde
mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Der stimulatorische Einfluss von FGF-2/PD98059

GLT-1

et 8 F P

FGF-2 — + +
PD98059 — - +
GO 6976 — - -

H89 — - -

LY294002 — - -

PDTC — -

|+ + +
L+ 1+ +
+ +
+ +

et ol 1 dl el 1 T

FGF2 — + + + o+ -+ + + +
PD98059 — — + + + - - + + +
GO 6976 — — - + - - - - - -

H8 — — = - + - - - R —
LY294002 — — — = - - = - + =
PDIC — — — = — - - - - +

Abb. 6 Einfluss von Inhibitoren verschiedener Signalmolekiile auf die FGF-2-induzierte
Expression glialer Glutamattransporter

Kortikale Astrogliakulturen wurden fiir 72h mit den angegebenen Kombinationen von
»Fibroblast growth factor 2“ (FGF-2;25 ng/ml), dem “Mitogen-activated pathway“-Kinase-
Inhibitor PD98059 (2,5x10° molar), dem Proteinkinase-C-Inhibitor G66976 (10° molar), dem
Proteinkinase-A-Inhibitor H89 (10° molar), dem Proteinkinase-B-Inhibitor Ly294002 (10°
molar) sowie PDTC (10 molar), einem Inhibitor u.a. des ,Nuclear factor kB“, behandelt
und anschlieBend der ,Glutamate tranporter 1“(GLT-1)- bzw. , Glutamate aspartate

transporter“(GLAST)-Gehalt mittels Western-Blot-Analyse bestimmt.
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auf die GLT-1-Expression unterblieb sowohl in Anwesenheit von G66976, H89, Ly94002
als auch von PDTC (Abb. 6). Im Gegensatz dazu war der stimulatorische Einfluss von
FGF-2/PD98059 auf die GLAST-Expression nur mit H89 und PDTC hemmbar, wihrend
sowohl G66976 als auch Ly294002 ohne inhibitorische Wirkung blieben (Abb. 6). Bei
PDTC handelt es sich um einen potenten NF-kB-Inhibitor, von dem allerdings auch
Wirkungen auf andere Signalmolekiile bekannt sind (Liao et al. 2000; Chen et al., 2000;
DeMeester et al., 1998). Um die Spezifitit der beobachteten PDTC-Wirkung néher zu
charakterisieren, wurde die Tatsache ausgenutzt, dass NF-kB erst nach Phosphorylierung
und anschlieBender Degradierung des Bindungsproteins kB in den Zellkern transloziert
und dort die Genaktivitit reguliert (Karin, 1999; zur Ubersicht). Der Nachweis von
aktiviertem IkB unter den verschiedenen Behandlungen erfolgte mittels Western-Blot-
Analyse unter Verwendung phosphospezifischer Antikorper. Die Stimulation von
Astrogliakulturen mit TNFa (20 ng/ml), einem bekannten, potenten Aktivator von NF-«xB,
fiihrte innerhalb von 5 min zu einer deutlichen Zunahme des phosphorylierten IkB (Abb.
7). Eine dhnliche IkB-Aktivierung fand bei 5-miniitiger Stimulation mit FGF-2 alleine oder
in Kombination mit PD98059 nicht statt (Abb. 7). Eine IkB-Aktivierung unterblieb auch

nach lingerer Behandlungsdauer (60 min). Insgesamt 148t dies darauf schlieBen, dass NF-
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Abb. 7 Einfluss von FGF-2 auf die IkB-Aktivierung in kortikaler Astroglia

Die Aktivierung des ,,Nuclear factor kB“(Nf-kB)-Regulators IkB wurde mittels Western-
Blot-Analyse unter Verwendung phosphospezifischer IkB-Antikérper (plkB)
nachgewiesen. Beachte, dass Behandlung mit ,,Fibroblast growth factor 2*FGF-2) und
dem “Mitogen-activated pathway“-Kinase-Inhibitor PD98059 zu keiner IkB-(und damit Nf-
kB)-Aktivierung durch Phosphorylierung fiihrt. Die kortikalen Astrogliakulturen wurden
wie folgt behandelt: (a) Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa; 20 ng/ml); (b) PD98059 (2,5x10°
molar, 60 min) und anschlieBend FGF-2 (25 ng/ml, 5min); (c) PD98059 (2,5x10° molar, 5
min); (d) FGF-2 (25 ng/ml, 5 min) und PD98059 (2,5x10° molar, 5 min); (e) FGF-2 (25 ng/ml,
5 min); (f) PD98059 (2,5x10° molar, 5 min); (g) Kontrolle
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kB nicht an der Vermittlung der stimulatorischen FGF-2/PD98059-Effekte beteiligt ist.

4.5 Effekte von FGF-2/PD98059 auf die Glia-Morphologie

In fritheren Arbeiten wurde wiederholt darauf hingewiesen, dass die Wirksamkeit
extrazelluldrer Faktoren auf die Glutamattransporter-Expression eine morphologische
Differenzierung der Gliazellen voraussetzt (Swanson et al. 1997; Zelenaia et al, 2000). Um
die Einfliisse der verschiedenen Behandlungen auf die Astrozytenmorphologie genauer zu
untersuchen, wurden kortikale Astrozyten fiir 72 h mit FGF-2 in An- bzw. Abwesenheit
von PD98059 kultiviert und anschliefend mittels GFAP-Immunzytochemie geférbt. Die
Mehrzahl der GFAP-immunreaktiven Zellen in FGF-2-behandelten Kulturen entwickelte
multiple Fortsdtze und entsprach damit reifen Astrozyten (Abb. 8). Eine vergleichbare
Morphologie wies auch die Mehrzahl der GFAP-immunreaktiven Zellen nach Behandlung
mit einer Kombination aus FGF-2 und PD98059 auf. Diese Befunde machen deutlich, dass
die exogen induzierte morphologische Differenzierung von Astrozyten nicht

notwendigerweise mit einer erhohten Glutamattransporter-Expression einhergeht.

Abb. 8

Morphologie ,,Glial fibrillary acidic protein“(GFAP)-immunreaktiver Astrozyten nach
dreitigiger Behandlung mit ,Fibroblast growth factor 2“(FGF-2; 25 ng/ml) (A) bzw. mit
FGF-2 (25 ng/ml) und dem “Mitogen-activated pathway“-Kinase-Inhibitor PD98059 (2,5x
10° molar) (B). VergréBerung: ca. 250fach
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5. Diskussion

5.1 Untersuchung des glialen Glutamattransports an priméaren
Astrozytenkulturen

Die Aufnahme von extrazelluldrem Glutamat durch die glialen Glutamatransporter GLT-1
und GLAST gilt als Hauptweg der Glutamat-Wiederaufnahme im Gehirn (Rothstein et al.,
1996; Sims und Robinson, 1999, zur Ubersicht). ,,Knock-out-“ und Gen-Inaktivierungs-
Studien zeigten, dass GLT-1 ca. 90% des Glutmattransports im Vorderhirn leistet
(Rothstein et al., 1996). Trotz der Bedeutung des glialen Glutamattransports fiir die
Hirnfunktion ist bisher wenig iiber die an seiner Regulation beteiligten Faktoren bekannt.
Da GLT-1 sowohl in Glia als auch in Neuronen vorliegt (Brooks-Kayal et al., 1998; Furuta
et al., 1997a; Lehre et al., 1995 Rothstein et al., 1994; Storck et al., 1992; Torp et a., 1997)
und dariiberhinaus Neurone bekanntermaflen die Expression glialer Glutamattransporter
beeinflussen (Schlag et al., 1998), wurden alle Untersuchungen an aufgereinigten
Astrozytenkulturen durchgefiihrt. Hierzu wurden Dissoziationskulturen der GroBhirn-
Hemisphéren 1 bis 3 Tage alter Ratten angelegt und in Anwesenheit von 10% Pferdeserum
kultiviert. Diese Kultivierungsbedingungen fordern die Proliferation von Gliazellen nicht
jedoch die der vorhandenen Neuronen (Morrison und de Vellis, 1983). Durch dreimaliges
Passagieren konfluenter Kulturen war es weiterhin mdglich, den Anteil an verbleibenden
Neuronen auf unter 1% zu senken. Wie die Markierung mit dem Astrozytenmarker GFAP
zeigte, bestanden Kulturen nach der dritten Passage hauptsidchlich aus Astrozyten vom Typ
1, welche sich morphologisch als polygonale, flache Zellen darstellen. Um des Weiteren
Wechselwirkungen zwischen Serumbestandteilen und den exogen zugefiihrten Substanzen
auszuschlieBen, wurden die Kulturen vor Behandlungsbeginn auf serumfreies, definiertes
N2-Medium umgestellt. Potentielle Einfliisse von FGF-2 auf die Transporterexpression
wurden zundchst mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung GLT-1- und GLAST-
spezifischer Antikdrper untersucht. Da die Steuerung der glialen Glutamattransporter-
Expression auch ausschlieBlich auf translationaler Ebene erfolgen kann (Gegelashvili et
al., 1996), war es von Interesse, inwiefern FGF-2 einen Effekt auf die mRNA-Expression
ausiibt. Zu diesem Zweck wurden der GLT-1- und GLAST-mRNA-Gehalt mittels Real-
Time-RT-PCR quantifiziert. Die Glutamattransporter EAAT3 und EAAT4 konnen mit

sogenannten ,,Glutamate transporter associated proteins* (GTRAP) interagieren, welche
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den Glutamattransport entweder hemmen oder beschleunigen (Lin et al., 2001). Obwohl
entsprechende GTRAPs fiir GLT-1 und GLAST bisher nicht identifiziert wurden, kann die
Existenz solcher Proteine gegenwiértig nicht ausgeschlossen werden. Daher ist denkbar,
dass ein Anstieg der Transporterexpression nicht notwendigerweise mit einer erhohten
Glutamataufnahme einhergehen muss. Um diese Moglichkeit zu beriicksichtigen wurden
die Effekte der FGF-2-Behandlung auf die Glutamataufnahme anhand von Aufnahme-
Experimenten weiter untersucht. Die Berechnung der K.,- und Vm.-Werte der
Glutamataufnahme erfolgte nach linearer Transformation der Aufnahmedaten (Eadie-
Hofstee) und entsprach in unbehandelten Kulturen in etwa den in der Literatur bislang

publizierten Werten (Schlag et al., 1998).
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5.2 Steigerung der glialen Glutamattransporter-Expression durch FGF-
2/PD98059 und daran beteiligte Signalwege

Zu den bisher identifizierten Faktoren, welche die Expression der glialen
Glutamattransporter stimulieren, zédhlen PACAP und die EGFR-Liganden EGF und TGFa
(Zelenaia et al., 2000; Figiel und Engele 2000). Die nun erzielten Befunde belegen, dass
auch FGF-2 bei gleichzeitiger Hemmung der MAP-Kinase-(ERK)-Aktivitit die Expression
der glialen Glutamattransporter GLT-1 und GLAST sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene stimuliert und eine Zunahme der maximalen Glutamataufnahme-
Geschwindigkeit bewirkt. Eine Aussage, zu welchem Anteil GLT-1 bzw. GLAST zu
dieser Steigerung der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit beitragen, ist augenblicklich
nicht moglich, da spezifische Inhibitoren von GLT-1 bzw. GLAST nur in heterologen
Kultursystemen, nicht aber in priméren Astrozytenkulturen wirksam sind (Schlag et al.,
1998). Neben der Erhohung der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit fiir Glutamat
fiilhrten EGF, TGFa und FGF-2/PD98059 auch zu einer scheinbaren Zunahme des K-
Wertes der Glutamataufnahme. Eine scheinbare Erhohung des K.-Wertes der
Glutamataufnahme wurde bereits in anderen Arbeiten nach Behandlung kortikaler
Astroglia mit dbcAMP bzw. PACAP beobachtet (Schlag et al., 1998; Figiel und Engele,
2000). Dies wurde dahingehend interpretiert, dass der gesteigerte Glutamattransport zu
einer raschen Abnahme der Glutamatkonzentration in unmittelbarer Umgebung der
Transporter flihrt, welche durch Diffusionsprozesse aus der weiteren Umgebung nur
verzdgert ausgeglichen werden kann und in der Folge mit einer Uberschitzung des K-
Wertes einhergeht (Schlag et. al., 1998).

Interessanterweise sprechen die gemachten Beobachtungen augenblicklich dafiir, dass der
stimulatorische Effekt von FGF-2 auf die Glutamattransporter-Expression im Gegensatz
zur Wirkung der oben aufgefiihrten extrazelluliren Faktoren vom proliferativen Status der
Gliazellen abhingt und nur in ruhenden, nicht-proliferativen Zellen erfolgt. Bei
gesteigerter Mitoserate, wie sie nach Behandlung kortikaler Gliakulturen mit hohen FGF-
2-Konzentrationen auftritt (Engele und Bohn, 1992), nimmt die GLT-1- und GLAST-
Expression deutlich ab. FGF-2 induziert die Gliaproliferation iiber die Aktivierung der
Raf-MEK-ERK-Signalkaskade (Kurino et al., 1996; Bayatti und Engele, 2001). Nur nach
Hemmung der Raf-MEK-ERK-Signalkaskade (und damit der Gliaproliferation) mittels
PD98059 war ein Einfluss von FGF-2 auf die Glutamattransporter-Expression
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nachweisbar. Eine mogliche Erkldrung, weshalb FGF-2 die gliale Glutamattransporter-
Expression nur unter Hemmung der MAP-Kinase-Aktivitdt stimuliert, wurde kiirzlich in
einer Arbeit von Bayatti und Engele (2001) aufgezeigt. Hier wurde beobachtet, dass
PD98059 nicht nur die FGF-2-induzierte ERK-Aktivierung hemmt, sondern gleichzeitig
eine CREB-Aktivierung bewirkt, was als Hinweis auf eine Umleitung FGF-2-abhéngiger
Signalwege durch Hemmung der MAP-Kinase-Kaskade interpretiert wurde (Abb. 9).
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Abb. 9 Hypothetischer Mechanismus der FGF-2-abhédngigen Steuerung der glialen
Glutamattransporter-Expression

Bei ungehemmter Aktivitit der Raf-MEK-ERK-Signalkaskade fiihrt ,,Fibroblast growth
factor 2 (FGF-2) zu einer verstérkten Gliaproliferation. Die experimentelle Hemmung des
Raf-MEK-ERK-Signalwegs mittels PD98059 bzw. eventuell die physiologische Hemmung

durch zyklisches Adenosinmonophosphat(cAMP)-gekoppelte Faktoren resultiert in einer
Umleitung FGF-2-abhédngiger Signalwege iiber die Proteinkinasen A, B und/oder C und
bewirkt eine Steigerung der glialen Glutamattransporter-Expression (GLT-1 und GLAST).
Das an diesen stimulatorischen Einfliissen beteiligte ,,Down-stream®-Signal ist bislang

unbekannt. Raf=Seronin-/Thyrosin-Kinase; ERK=Extracellular signal related kinase; MEK=ERK-Kinase;
PD98059=ein “Mitogen-activated pathway“-Kinase-Inhibitor
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Bisher liegen allerdings keine Hinweise fiir eine Beteiligung von CREB an der Regulation
der glialen Glutamattransporter-Expression vor. Es ist des Weiteren moglich, dass von der
PD98059-induzierten Umleitung andere Signalproteine betroffen sind, welche einen
Einfluss auf die Expression der glialen Glutamattransporter ausiiben. In diesem
Zusammenhang wire auch zu kldren, warum die EGFR-Liganden TGFa und EGF, welche
beide ebenfalls potente Gliamitogene darstellen (Simpson et al., 1982), die Transporter-
Expression im Gegensatz zu FGF-2 unabhingig vom proliferativen Status induzieren. Eine
Hemmung der FGF-2-induzierten Aktivierung der Raf-MEK-ERK-Signalkaskade erfolgt
in Gliazellen unter physiologischen Bedingungen durch Erh6hung des intrazelluldren
cAMP-Gehalts (Bayatti und Engele, 2000), was den Schluss nahe legt, dass FGF-2 die
Expression glialer Glutamattransporter in Kooperation mit cAMP/PKA-gekoppelten
extrazelluldren Faktoren steuert. Durch Inhibition einzelner Signalproteine liel sich
zeigen, dass die stimulatorischen Einfliisse von FGF-2/PD98059 auf die GLT-1-
Expression sowohl durch PKA, PKC als auch PI3K/Akt vermittelt werden. Im Gegensatz
dazu erfordert die FGF-2/PD98059-induzierte Zunahme der GLAST-Expression lediglich
die PKA-Aktivierung. Diese Beobachtungen erginzen weitere Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe, die zeigen, dass die stimulatorischen Einfliisse abhingig vom
Transportertyp und vom jeweils verwendeten extrazelluldren Faktor durch PKA, PKC,
und/oder Akt vermittelt werden (Figiel et al., Publikation in Vorbereitung). Akt, ERK,
PKC und PKA aktivieren alle NF-kB (Ozes et al., 1999; Zhong et al., 1998; Minneman et
al., 2000; Vertegaal et al., 2000), jenes Signalmolekiil, welches kiirzlich fiir die
Vermittlung der stimulatorischen TGFa- und EGF-Effekte auf die Glutamattransporter-
Expression verantwortlich gemacht wurde (Zelenaia et al., 2000). In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen zeigte sich, dass der NF-kB-Inhibitor PDTC die FGF-2/PD98059-
Wirkung auf die Glutamattransporter-Expression vollstdndig unterband (Abb. 7). Andere
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten diesen inhibitorischen PDTC-Effekt auch
fiir die Wirkungen von PACAP und TGFa auf die Transporterexpression (Figiel und
Engele, unverdffentlichte Befunde). Dieser Effekt kommt nicht durch eine allgemeine
PDTC-Toxizitét zustande, da PDTC gleichzeitig die Aktivierung anderer Signalproteine
wie beispielsweise die dbcAMP-induzierte CREB-Phosphorylierung in kultivierter
Astroglia nicht beeinflusst (Bayatti und Engele, unverdffentlichte Befunde).
Interessanterweise fiihren weder FGF-2/PD98059 (wie in dieser Arbeit gezeigt) noch
TGFa, EGF, PACAP, PDGF (Figiel und Engele, unverdffentlichte Ergebnisse) zu einer
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Phosphorylierung von IkB und damit einer Aktivierung von NF-kB in kortikalen
Astrozyten. Eine solche NF-kB-Aktivierung erfolgte dagegen bei Behandlung mit dem
Zytokin TNFa, welches keine stimulatorischen Einfliisse auf die gliale
Glutamattransporter-Expression ausiibt (Fine et al., 1996; Ye und Sontheimer, 1996; Figiel
und Engele, unveroffentlichte Beobachtungen). PDTC inhibiert nicht nur NF-xB, sondern
wirkt auch als Chelator und Antioxidans und beeinflusst die Aktivitit einer Reihe anderer
Signalproteine, wie AP-1, JNK, HSP-90 (Liao et al. 2000; Chen et al., 2000; DeMeester et
al., 1998). Wir interpretieren daher unsere Beobachtungen augenblicklich dahingehend,
dass die stimulatorischen Einfliisse von TGFa, EGF, PACAP, PDGF und FGF-2/PD98059
auf die Glutamattransporter-Expression durch ein gemeinsames, bisher nicht bekanntes
PDTC-sensitives ,,Down-stream‘-Signal vermittelt werden. Fiir die Existenz eines
gemeinsamen ,,Down-stream“-Signals spricht unter anderem auch die Beobachtung, dass
die oben genannten Faktoren keine additive Wirkung auf die Glutamattransporter-

Expression besitzen (Engele, personliche Mitteilung).
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5.3 Unabhangigkeit von morphologischer Gliadifferenzierung und
Glutamattransporter-Expression

Die Beobachtung, dass EGF, TGFa und dbcAMP die morphologische Differenzierung
kultivierter Gliazellen induzieren und erst nach lingerer Behandlungsdauer mit diesen
Faktoren eine Zunahme der Glutamattransporter-Expression auftritt, fiihrte urspriinglich zu
der Annahme, dass die Expression der Glutamattransporter nur in morphologisch reifen
Astrozyten regulierbar ist (Swanson et al. 1997; Zelenaia et al, 2000). PACAP induziert
jedoch die GLAST- und GLT-1-Expression in Astrozyten unabhingig von deren
morphologischer Differenzierung (Figiel und Engele, unverdffentlichte Ergebnisse). Die
gleichzeitige Behandlung mit EGF- bzw. TGFo und dem MAP-Kinase-Inhibitor PD98059,
welcher die durch EGF- bzw. TGFa-vermittelte Induktion der Gliaproliferation (Bayatti
und Engele, 2002) und deren Effekte auf die Astrozytenmorphologie unterbindet (Figiel,
unverdffentlichte Ergebnisse), verhinderte nicht die Induktion der GLT-1- und GLAST-
Expression. Die vorliegende Arbeit belegt wiederum, dass FGF-2 die morphologische
Reifung der Gliazellen bewirkt, ohne die Glutamattransporter-Expression zu beeinflussen.
Insgesamt lassen diese Befunde den Schluss zu, dass die morphologische
Astrozytendifferenzierung im Gegensatz zur urspriinglichen Hypothese keine

Voraussetzung fiir die Glutamattransporter-Expression darstellt.
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5.4 Glialer Glutamattransport und ZNS-Pathologie

FGF-2, PDGF, EGF und TGFa werden sowohl von Gliazellen als auch von Neuronen
synthetisiert (Junier et al., 2000; Szebenyi und Fallon, 1999; Valenzuela et al., 1999),
wihrend PACAP selektiv von Neuronen produziert zu werden scheint (Figiel und Engele,
2000). Alle Daten deuten im Moment darauf hin, dass im gesunden Gehirn die
Glutamattransporter-Expression vor allem durch neuronales PACAP reguliert wird und
hier FGF-2, PDGF, EGF und TGFa allenfalls eine untergeordnete Rolle spielen. Tétet man
beispielsweise die Neuronen in Glia-Neuronen-Kokulturen ab, kommt es zu einem
massiven Abfall der GLT-1-Expression (Schlag et al., 1998). Ebenso fiihren Fornix- und
kortikostriatale Lasionen zu einem voriibergehenden Abfall der GLT-1- und GLAST-
Protein-Konzentration in Striatum bzw. Hippocampus (Ginsberg et al., 1995; 1996). Und
die stimulatorischen Einfliisse von Neuronen-konditioniertem Medium auf die gliale
Glutamattransporter-Expression konnen durch Zugabe von PACAP-inaktivierenden
Antikoérpern  oder dem PACAP-Rezeptor-Antagonisten PACAP-(6-38) praktisch
vollstindig  unterbunden  werden, wéhrend eine &hnliche Hemmung der
Glutamattransporter-Expression nach Inaktivierung des EGF-Rezeptors nicht auftritt
(Figiel und Engele, 2000). Im Gegensatz zum gesunden Gehirn muss davon ausgegangen
werden, dass FGF-2, PDGF, EGF und TGFa eine zentrale Rolle bei Steuerung der
Glutamattransporter-Expression nach Hirnschddigungen spielen. Nach kortikalen
Hirnschiden sinkt die gliale Glutamattransporter-Expression innerhalb von Stunden ab und
erholt sich dann binnen einiger Tage wieder (Rao et al., 1998). Dieser biphasische Effekt
reflektiert wahrscheinlich den durch Neuronenschiddigung bedingten Verlust des
neuronalen PACAP-Einflusses auf die Glutamattransporter-Expression und das
anschlieBende Einsetzen eines FGF-2-, EGF-, TGFa- und/oder PDGF-abhingigen
Kompensationsmechanismus (Sims und Robinson, 1999; zur Ubersicht). Diese
Beobachtungen unterstiitzen die Vermutung, dass FGF-2, PDGF, EGF und TGFa die
PACAP-Wirkung auf die gliale Glutamattransporter-Expression bei bestimmten
pathologischen Hirnzustédnden ersetzen. Tatsdchlich kommt es nach Hirntraumen weder zu
einer Hochregulation von PACAP noch des selektiven PACAP-Rezeptors PACI1, jedoch
zu einer massiven Erhohung der FGF-2-, PDGF-, EGF- und TGFa-Synthese in reaktiven
Astrozyten (Gomez-Pinilla und Cotman, 1992, Logan et. al., 1992; Lisovoski et al., 1997;
Junier, 2000) und der PDGF-Synthese in Neuronen und Makrophagen (Takayama et al.,
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1994). Beriicksichtigt man die zentrale Bedeutung der Astrozyten bei der Wiederaufnahme
von extrazellulirem Glutamat und damit fiir die Beendigung der glutamergen
Neurotransmission, ist die Regulation der glialen Glutamattransporter-Expression durch

multiple extrazelluldre Faktoren wenig iiberraschend.

5.5 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass FGF-2 unter Inhibition des MAP-Kinase-
Signalwegs in Astrozytendissoziationskulturen die gliale Glutmattransporter-Expression
induziert und eine Steigerung des Glutamattransports bewirkt. Dabei fiihrt die Inhibition
des MAP-Kinase-Signalwegs wahrscheinlich zu einer Umlenkung FGF-2-induzierter
Signalwege zu Adenylatzyklase-abhingigen Signalwegen. Eine wichtige Aufgabe wird
sein, zu kliren, wie FGF-2, PACAP, EGF und/oder TGFa die glutamerge
Neurotransmission im gesunden bzw. im kranken Gehirn beeinflussen. Beispielsweise
verringert die innerhalb von Stunden nach einem Schlaganfall begonnene intravendse
FGF-2-Gabe die Grofle des infarzierten Gebietes (Ay et al.,1999). Eine Erkldrung, welche
sich aus den vorgelegten Resultaten ergibt, wire, dass FGF-2 zusammen mit cAMP-
gekoppelten Faktoren die Glutamattransporter-Expression stimuliert und so den durch
Glutamatexzitotoxizitdt bedingten neuronalen Zelltod verhindert. Ein besseres Verstindnis
dieser Prozesse konnte helfen, Neuronenschidigungen bei akuten Hirnverletzungen oder
aber auch im Rahmen chronischer Hirnerkrankungen, wie der Amyotrophen
Lateralsklerose, der Alzheimerschen Krankheit und der Chorea Huntington, welche
bekanntermalBlen mit einer gestdrten Expression glialer Glutamattransporter einhergehen,

zu begrenzen (Sims und Robinson, 1999; zur Ubersicht).
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6. Zusammenfassung

Storungen der glialen Glutamattransporter-Expression und die daraus resultierende
Zunahme des extrazelluliren Glutamatgehalts gelten heute als eine zentrale Ursache fiir
den bei vielen akuten und chronischen Hirnerkrankungen auftretenden neuronalen Zelltod.
Trotz des groflen klinischen Interesses sind die extra- und intrazelluliren Mechanismen,
welche die Expression der glialen Glutamattransporter ,,Glutamate transporter 1 (GLT-1)
und ,,Glutamate aspartate transporter (GLAST) steuern, bis heute weitgehend ungeklért.
Zu den bislang identifizierten extrazelluliren Faktoren mit einem Einfluss auf die
Expression der glialen Glutamattransporter zéhlen ,,Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) sowie die EGF-Rezeptor-Liganden ,,Epidermal growth factor*
(EGF) und ,,Transforming growth factor a“ (TGFa). Alle augenblicklich verfiigbaren
Daten sprechen dafiir, dass im intakten Gehirn die Steuerung der GLT-1- und GLAST-

Expression im wesentlichen durch PACAP erfolgt, welches selektiv von Neuronen

bereitgestellt wird, wihrend EGF und TGFa vor allem eine kompensatorische Funktion

nach Hirnverletzung {ibernehmen und unter diesen pathologischen Bedingungen verstarkt

von reaktiver Astroglia produziert werden. Neben EGF und TGFa synthetisieren reaktive
Astrozyten ebenfalls vermehrt den Wachstumsfaktor ,,Fibroblast growth factor 2 (FGF-2),
welcher einen potenten Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung von Gliazellen
ausiibt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu klidren, inwiefern auch FGF-2 die
Expression der glialen Glutamattransporter steuert. Da GLT-1 in geringem Umfang von
Neuronen exprimiert wird und um Einfliisse durch neuronale Faktoren auszuschlief3en,
wurden alle Untersuchungen an aufgereinigten Astrogliakulturen des Kortex postnataler
Ratten durchgefiihrt. Die 72-stiindige Behandlung dieser Kulturen mit FGF-2 flihrte zu
einem vermehrten Auftreten von morphologisch differenzierten Astrozyten, die durch
sternartige Fortdtze charakterisiert waren, blieb jedoch anders als TGFa oder EGF ohne
Einfluss auf die GLT-1- und GLAST-Expression. Aufgrund der kiirzlich erhaltenen
Befunde, dass die Hemmung der Raf-MEK-ERK-Signalkette (,,Mitogen-activated
pathway“-Kinase-Kaskade) in Astrozyten mit einer Umleitung FGF-2-abhingiger
Signalwege einhergeht, wurde kortikale Astroglia zusétzlich fiir 72 h mit einer
Kombination aus FGF-2 und dem ,Extracellular signal related kinase*“(ERK)-Inhibitor
PD98059 behandelt. Unter diesen Bedingungen nahm die GLT-1- und GLAST-Expression

sowohl auf Messenger-Ribonukleinsdure(mRNA)- als auch auf Protein-Ebene deutlich zu
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und war dariiber hinaus mit einer 1,5-fachen Zunahme der maximalen
Glutamataufnahmegeschwindigkeit verbunden. Eine Hemmung der Raf-MEK-ERK-
Signalkaskade tritt in Astrozyten auch nach Zunahme des intrazelluldren zyklischen
Adenosinmonophosphat(cAMP)-Gehalts auf, woraus geschlossen werden kann, dass FGF-
2 unter physiologischen Bedingungen nur in Anwesenheit weiterer cAMP-gekoppelter
Signale einen Einfluss auf die Glutamattransporter-Expression ausiibt. Pharmakologische
Untersuchungen erlaubten zu zeigen, dass der stimulatorische Einfluss von FGF-2 und
PD98059 auf die GLT-1 Expression sowohl durch den Proteinkinase-A-Inhibitor H89, den
Proteinkinase-C-Inhibitor G66976, als auch den Akt(Proteinkinase B)-Inhibitor Ly294002
hemmbar ist, wihrend im Falle von GLAST eine dhnliche Hemmung nur durch H89
erfolgt. Diese Beobachtungen belegen einerseits, dass FGF-2 und PD98059 die GLT-1 und
GLAST Expression iiber unterschiedliche Signalwege steuert und sprechen andererseits
dafiir, dass der FGF-2-Signalfluss nach Hemmung der Raf-MEK-ERK-Signalkette zu
mehreren  unterschiedlichen  Signalproteinen  umgeleitet wird. In  bisherigen
Untersuchungen wurde darauf hingewiesen, dass die stimulatorischen Einfliisse von
PACAP, EGF und TGFa auf die GLT-1- und GLAST-Expression auch durch PDTC, einen
potenten Inhibitor des ,,Nuclear factor kB“(NF-kB), hemmbar sind, dass jedoch keiner der
obigen Faktoren zu einer Aktivierung des NF-kB-Regulator IkB in kortikaler Astroglia
flihrt und es somit hierbei zu keiner NF-kB-Aktivierung kommt. Vergleichbare
Beobachtungen wurden in der vorliegenden Arbeit auch fiir FGF-2 und PD98059 gemacht,
was die Hypothese unterstiitzt, dass alle stimulatorischen Einfliisse auf die gliale
Glutamattransporter-Expression durch ein gemeinsames, bislang unbekanntes PDTC-
sensitives ,,Down-stream® Signal vermittelt werden. Insgesamt belegen diese Ergebnisse,
dass FGF-2 unter bestimmten zelluliren Bedingungen einen potenten Einfluss auf die
Expression glialer Glutamattransporter ausiibt und damit vor Glutamat-induzierten

Hirnschiden schiitzen kann.
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