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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Kleinhirn dient der Koordination und Feinabstimmung der Motorik, der
Regulation des Muskeltonus, der Kopf- und Nackenkontrolle sowie der
Aufrechterhaltung der Korperstatik (Morton und Bastian, 2004). Vermutlich
spielt es jedoch auch eine Rolle bei htheren kognitiven Prozessen (Middleton
und Strick, 1994). Wahrend der Histogenese des Kleinhirns, insbesondere der
Kleinhirnrinde, spielen vermutlich Glutamat, Glutamatrezeptoren (Pearce et al.,
1987; Canudas et al, 2004; Mancini und Atchison, 2007) und
Glutamattransporter (Sutherland et al., 1996; Ullensvang et al., 1997) eine

wichtige Rolle.

1.1 Kleinhirnrinde: Bau und Histogenese

Die in Folien gegliederte Kleinhirnrinde weist im adulten Stadium eine
dreischichtige Gliederung auf: Oberflachlich die Molekularschicht (Str.
moleculare), darunter die Purkinjezellschicht (Str. purkinjense) und am
weitesten innen die Kornerzellschicht (Str. granulosum). Die Kleinhirnrinde
beherbergt v.a. folgende Neuronentypen: Glutamaterge Kornerzellen und
GABAerge Golgi-Zellen in der Koérnerzellschicht, GABAerge Purkinjezellen in
der Purkinjezellschicht, sowie GABAerge Korbzellen und Sternzellen in der
Molekularschicht. Wichtige Bestandteile der Kornerzellschicht sind die
Glomeruli cerebellares, bei denen es sich um Kornerzell-freie Areale mit
komplexen Synapsen handelt (Ubersicht bei Altman und Bayer, 1997). Im
Kleinhirn bilden die Kornerzellen (10,9 x 10 Kérnerzellen im Kleinhirn des
Menschen) die groéRte Zellpopulation (Andersen et al., 2003). lhre Zahl ist
groRer als die Zahl der Neurone in der GroRRhirnrinde (Pakkenberg und
Gundersen, 1997).

Die Entwicklung des Kleinhirns erfolgt deutlich spater als die des Grof3hirns und
wird auch erst postnatal abgeschlossen (Ubersicht bei Altman, 1972b; Altman,
1972c; Altman, 1972a). Der Grof3teil der Kleinhirnanlage entstammt dem
Neuroepithel der Flugelplatte des Metencephalons und entwickelt sich im
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dorsosuperioren Bereich des Rhombencephalons. Der metencephale Anteil des
Neuralrohrs ist jedoch nicht das alleinige Ursprungsgewebe des Kleinhirns, da
auch kaudale Anteile des Mesencephalons an der Bildung des Kleinhirns
beteiligt sind (Martinez und Alvarado-Mallart, 1989; Hallonet und Alvarado-
Mallart, 1997).

Die Kleinhirnrinde entsteht sowohl durch radiale Einwanderung von
Proneuronen als auch durch tangentiale Einwanderung von Progenitorzellen.
Proneurone, die aus der ventrikularen neuroepithelialen Zone der
Kleinhirnanlage hervorgehen (innere germinative Zone) sind die Proneurone
der Kleinhirnkerne und der Purkinjezellen. Die nicht mehr mitoseaktiven
Proneurone der Kleinhirnkerne verlassen die Ventrikularzone an den
Embryonaltagen (E) 10 — 12 (alle Angaben zu embryonalen und postnatalen
Entwicklungstagen beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, auf
Untersuchungen an der Maus). Zwischen E11 - 13 entstehen in der
Ventrikularzone die GABAergen Purkinjezellen (Pierce, 1975; Goldowitz und
Hamre, 1998). Diese wandern etwa an E13 in radialer Richtung aus und bilden
oberhalb der Kleinhirnkerne zunachst eine mehrlagige und schlie3lich eine
einlagige Zellschicht.

Die neuroepithelialen Randzonen, die die Rautengrube des Rhombencephalons
umgeben, werden als Rautenlippen bezeichnet. Aus den oberen Rautenlippen
wandern die Progenitorzellen aus, die schlie3lich die duRere Kornerzellschicht
(Str. granulosum externum) bilden (Sotelo, 2004). Diese mitoseaktiven
Progenitorzellen der Kornerzellen beginnen an E10 noch in den Rautenlippen
zu proliferieren und besiedeln ab E13 nach tangentialer Migration die
Kleinhirnoberflaiche direkt unterhalb der Pia mater. An E16 ist bereits die
gesamte Kleinhirnoberflache von Kornerzell-Progenitorzellen bedeckt. Sie
bilden die auf3ere Koérnerzellschicht, die auch als &uf3ere germinative Zone
bezeichnet wird (Sotelo, 2004).

Im oberen Bereich dieser auf3eren germinativen Zone vermehren sich die
Zellen zu mehreren Schichten (sog. proliferative Zone). Im unteren Bereich der
aul3eren germinativen Zone entstehen perinatal schliel3lich die postmitotischen

bipolaren Kérnerzell-Proneurone (sog. pramigratorische Zone). Die auliere



Einleitung 3

Kdrnerzellschicht erreicht mit ca. 10 Zelllagen aus Progenitorzellen und
Proneuronen an den postnatalen Tagen (P) 8 — 9 ihre maximale Dicke (Ratte;
Altman, 1972c). Die Fortsatze der bipolaren Proneurone in der
pramigratorischen Zone wachsen parallel zur Langsachse der Kleinhirnfolien
und somit senkrecht auf die entstehenden Dendritenbaume der Purkinjezellen
zu, mit denen sie im Laufe der Entwicklung exzitatorische Synapsen ausbilden.
Haben die Fortsatze (die spateren Parallelfasern der Kornerzellen) ihre
endgultige Position erreicht, beginnen die Perikarya der Kdrnerzell-Proneurone
radiar durch die Molekularschicht an den Purkinjezellen vorbei unter diese zu
wandern und bilden so die innere Koérnerzellschicht (Altman, 1972c). Bei ihrer
radialen Wanderung durch die Molekularschicht stehen die Koérnerzellen in
engem Kontakt mit den Fortsatzen der Bergmann-Gliazellen, die als gliale
Leitschiene bei der Wanderung der Proneurone dienen (Rakic, 1971; Gregory
et al., 1988; Hatten, 1990).

Die Bergmann-Gliazellen, die damit in der Entwicklung die Funktion von
Radialglia haben, entsprechen nach Abschluss der Entwicklung zerebellaren
Astrozyten, die mit ihren Radialfortsatzen die Molekularschicht durchspannen.
Ihre Perikarya liegen zwischen den Zellleibern der Purkinjezellen. Die Fortsatze
der Bergmann-Gliazellen spielen nicht nur eine Rolle bei der radialen Migration
von Vorlauferzellen und Proneuronen, sondern dienen auch dem gerichteten
Wachstum der Purkinjezell-Dendriten (Lordkipanidze und Dunaevsky, 2005).
AulRerdem bilden sie Hillen um verschiedene Strukturen der Purkinjezell- und
Molekularschicht, vor allem um synaptische Kontakte (Grosche et al., 2002).
Durch die Abnahme der Proliferation der Kornerzell-Progenitorzellen und durch
die Wanderung der Kdrnerzell-Proneurone aus der auf3eren Kornerzellschicht,
nimmt im Laufe der postnatalen Entwicklung die Dicke dieser Zone ab, so dass
sie schlie3lich am Ende der dritten Woche vollig verschwunden ist (Goldowitz
und Hamre, 1998). Das Kleinhirn der Maus weist damit ab der 4. postnatalen
Entwicklungswoche seine endgultige dreischichtige Gliederung auf.

Die GABAergen Interneurone der Kleinhirnrinde (Korb-/Sternzellen und Golgi-
Zellen) entstehen in den ersten postnatalen Tagen und erreichen nach

Migration durch die sich entwickelnde weil3e Substanz ihre Zielorte (Schilling et
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al., 2008). Sternzellen bilden im oberen Abschnitt der Molekularschicht
hemmende Synapsen mit den Dendriten der Purkinjezellen aus. Korbzellen
verbleiben mit ihren Perikarya im unteren Bereich der Molekularschicht und
umgeben mit ihren Axonen korbférmig die Perikarya und Axonurspringe der
Purkinjezellen. Golgi-Zellen sind die GABAergen Interneurone des Str.
granulosum, die mit ihren Axonen in den Glomeruli cerebellares an den
Dendriten der Kornerzellen terminieren.

Zeitgleich mit dem Verschwinden der aufReren Koérnerzellschicht am Ende der
dritten postnatalen Woche werden bei der Maus die afferenten Fasersysteme
fur die Kleinhirnrinde ausgebildet (Goldowitz und Hamre, 1998). Afferente
glutamaterge Kletterfasern, die aus dem unteren Olivenkomplex entspringen,
bilden exzitatorische Synapsen mit den Dornen (Spines) der proximalen
Dendriten der Purkinjezellen. Afferente Moosfasern (Ursprung u.a. in den
Vestibulariskernen, dem Rickenmark und den Brickenkernen) bilden mit ihren
Terminalen die Zentren der Glomeruli cerebellares. Dort bilden sie glutamaterge

Synapsen mit Kérnerzelldendriten und z.T. mit Golgi-Zell-Dendriten aus.

1.2 Glutamat und Glutamattransporter im adulten KI  einhirn

Glutamat ist einer der bedeutendsten exzitatorischen Neurotransmitter im
zentralen Nervensystem (ZNS) der Wirbeltiere (Fonnum, 1984; Levy et al.,
1993). Glutamat spielt als Neurotransmitter eine entscheidende Rolle bei vielen
Aspekten normaler Hirnfunktionen wie beispielsweise Kognition, Gedachtnis
und Lernvorgangen (Ubersicht bei Danbolt, 2001). Wahrend der Entwicklung
des ZNS ist Glutamat u.a. fur die Differenzierung und Migration von
Proneuronen von Bedeutung und ist an der Synapseninduktion beteiligt
(Ottersen und Storm-Mathisen, 1984; Pearce et al., 1987; Mattson et al., 1988).
Glutamat wird bei der synaptischen Neurotransmission mittels Exozytose in den
synaptischen Spalt freigesetzt und bindet an Glutamatrezeptoren vor allem von
postsynaptischen Membranen (Ubersicht bei Danbolt, 2001). Freies Glutamat
wirkt jedoch in héheren Konzentrationen neurotoxisch (Choi et al., 1987; Manev
et al., 1989). Um dies zu verhindern und die glutamaterge Signaltransduktion zu

beenden, beseitigen Na’- abhangige hochaffine Glutamattransporter den
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Neurotransmitter aus dem Interzellularraum (Danbolt, 2001). Dabei wird der
Grol3teil des Glutamats von Gliazellen, speziell von Astrozyten, aufgenommen
(Danbolt et al., 1990; Pines et al., 1992; Levy et al., 1993).

Im adulten Kleinhirn konnten bisher folgende Glutamattransporter
nachgewiesen werden: Der Glutamat-Aspartat Transporter GLAST (Storck et
al., 1992), die Glutamattransporter-lsoformen GLT1la (Pines et al., 1992) und
GLT1b (Schmitt et al., 2002), der Glutamattransporter EAAC1 (Kanai und
Hediger, 1992) und der Glutamattransporter EAAT4 (Fairman et al., 1995).
Insgesamt ist jedoch wenig Uber die genaue zellulare Verteilung verschiedener
Glutamattransporter wahrend der Kleinhirnentwicklung bekannt.

GLAST kommt zwar ubiquitar im gesamten ZNS vor, ist jedoch der wesentliche
Glutamattransporter im Kleinhirn (Lehre und Danbolt, 1998). GLAST-Protein
bzw. -mRNA wurde mittels Immunzytochemie bzw. in-situ Hybridisierung im
Kleinhirn vor allem in Bergmann-Glia und Astrozyten nachgewiesen (Chaudhry
et al., 1995; Schmitt et al., 1997). Bisher wurde GLAST-Protein nur in den
Zellmembranen der Zellkérper und Fortsatze von Gliazellen lokalisiert (Danbolt,
2001). Bemerkenswert ist, dass GLAST-Protein vor allem in den glialen
Zellmembranen angereichert ist, die Axonen und exzitatorischen Purkinjezell-
Synapsen zugewandt sind (Chaudhry et al., 1995). Untersuchungen an GLAST-
defizienten Knock-out Mausen ergaben, dass diese Mause eine gestorte
motorische Kontrolle und eine erhdhte Anfalligkeit fur Kleinhirn-Schadigungen
aufweisen (Watase et al., 1998).

Der Glutamattransporter GLT1 ist mit seinen Isoformen fir den grof3ten Teil der
Glutamataufnahme (> 90 %) im GrofR3hirn verantwortlich (Danbolt et al., 1992;
Haugeto et al., 1996; Tanaka et al., 1997; Matsugami et al., 2006). Im Kleinhirn
wurde jedoch nur eine relativ geringe Immunreaktivitat fir GLT1 nachgewiesen
(Lehre et al., 1995) und die Menge an GLT1-Transportern betragt dort nur 1/6
der Menge des Glutamattransporters GLAST (Lehre und Danbolt, 1998).

Die ursprunglich klonierte Variante (GLT1a) wurde hauptsachlich in Astrozyten,
insbesondere in deren Zellmembranen, des gesamten Gehirns detektiert
(Chaudhry et al., 1995; Holmseth et al., 2009). Neuere Untersuchungen weisen
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jedoch auch auf eine neuronale Lokalisation von GLT1a (10 — 20 % der GLT1a-
Gesamtmenge) hin (Chen et al., 2004; Furness et al., 2008).

In der Kleinhirnrinde reagieren alle drei Schichten GLT1a-immunpositiv, wobei
diese Reaktion an Gliazellen gebunden zu sein scheint (Chaudhry et al., 1995;
Holmseth et al., 2009). Bei diesen Gliazellen handelt es sich um Bergmann-
Gliazellen in der Molekular- und Purkinjezellschicht und um Astrozyten in der
Kdrnerzellschicht (Chaudhry et al., 1995).

Uber die Verteilung der GLT1-Isoform GLT1b im Kleinhirn ist anhand von in-situ
Hybridisierung und Immunzytochemie (Schmitt et al., 2002) bisher bekannt,
dass GLT1b-mRNA und -Protein sowohl in glutamatergen Kérnerzellen als
auch in GABAergen Purkinjezellen vorhanden sind. Dies gilt auch fur die
GABAergen Interneurone der Molekularschicht. Schmitt et al. (2002) konnten
zeigen, dass GLT1b-mRNA und -Protein auch in Oligodendrozyten der weil3en
Substanz des Zerebellums lokalisiert sind. Subzellular scheint GLT1b
hauptsachlich in vesikularen Strukturen des Zytoplasmas von Neuronen
vorzukommen (Chen et al., 2002; Schmitt et al., 2002). Von Berger et al. (2005)
wurde in der Kleinhirnrinde zuséatzlich eine gliale Lokalisation von GLT1b-mRNA
beschrieben, und zwar in Astrozyten der Koérnerzellschicht und in Bergmann-
Gliazellen der Purkinjezellschicht.

EAAC1 ist ein wichtiger Glutamattransporter in Neuronen (Kanai und Hediger,
1992; Rothstein et al., 1994). Die hochsten Konzentrationen von EAAC1
konnten in Hippocampus, Basalganglien und Kleinhirn nachgewiesen werden
(Conti et al., 1998). Im Kleinhirn ist EAAC1-mRNA und -Protein sowohl in
glutamatergen Koérnerzellen als auch in GABAergen Purkinjezellen lokalisiert
(Rothstein et al., 1994; Kanai et al., 1995; Kugler und Schmitt, 1999). Hierbei
scheint der Transporter bei Purkinjezellen vor allem im somatodendritischen
Kompartiment lokalisiert und dabei vor allem im postsynaptischen Bereich
aulRerhalb der Synapse angereichert zu sein (Rothstein et al., 1994; Coco et al.,
1997; Ottersen et al., 1997). Ebenso wie GLT1b wurde EAAC1 hauptséachlich
zytoplasmatisch in fein granularen (vesikularen) Strukturen lokalisiert. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei Bedarf die Vesikel und damit EAAC1

in die oberflachliche Zellmembran integriert werden (Kugler und Schmitt, 1999).
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Die Lokalisation von EAAC1 in GABAergen Neuronen konnte so interpretiert
werden, dass EAACL1 diesen Zellen Glutamat als Vorlaufer fur die GABA-
Synthese zur Verfiigung stellt (Rothstein et al., 1994; Sepkuty et al., 2002).

Da der Glutamattransporter EAAT4 in dieser Arbeit nicht untersucht wird, soll
aus Vollstandigkeitsgriinden nur angemerkt werden, dass er im Kleinhirn bisher
ausschlieB3lich in Purkinjezellen gefunden wurde (Yamada et al., 1996; Massie
et al., 2008).

1.3 Fragestellung

Glutamat ist nicht nur ein wichtiger exzitatorischer Neurotransmitter im adulten
ZNS, sondern scheint auch in der Entwicklung des Nervensystems eine
entscheidende Rolle zu spielen, insbesondere bei der Reifung und Migration
von Progenitorzellen und Proneuronen in der Kleinhirnrinde (Pearce et al.,
1987; Canudas et al, 2004). Dabei wird die extrazellulare
Glutamatkonzentration u.a. durch Glutamattransporter geregelt (Kanai et al.,
1993; Sutherland et al., 1996). Uber das Vorkommen von Glutamattransportern
wahrend der Kleinhirnentwicklung ist jedoch wenig bekannt (Sutherland et al.,
1996; Furuta et al., 1997; Ullensvang et al., 1997). Insbesondere fehlen
Untersuchungen Uber die Verteilung verschiedener Glutamattransporter, die
auch eine mogliche Lokalisation von diesen in den Kornerzell-Progenitorzellen
berticksichtigen.

Ziel vorliegender Untersuchungen ist deshalb, mittels Immunzytochemie die
zellulare Verteilung der Glutamattransporter GLAST, GLTla, GLT1b und
EAACL in der Kleinhirnrinde wahrend der postnatalen Ontogenese der Maus
(Postnataltage 5, 9, 14, 21 und 28) herauszufinden. AufRerdem soll mittels
Westernblot-Analysen festgestellt werden, ob quantitative Veranderungen der
Glutamattransporter wahrend der postnatalen Ontogenese mit wichtigen

Entwicklungsschritten in der Histogenese des Kleinhirns korrelieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Fur die Untersuchungen wurden funf bis achtundzwanzig Tage alte C57BL/6
Mause (insgesamt 128 Tiere) aus eigener Zucht verwendet. Die Elterntiere
hatten freien Zugang zu Trinkwasser und Standardfutter (Ssniff, Soest,
Deutschland). Sie wurden bei 21TC Raumtemperatur (RT), einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 — 60 % und einem 12 stindigen Hell-Dunkel-Wechsel

gehalten.

2.2 Antikorper fur Westernblot und Immunhistochemie

Polyklonale Peptidantikdrper gegen Glutamattransporter aus dem Kaninchen

Es wurden gut charakterisierte Peptidantikbrper vom Kaninchen verwendet, die
gegen C-terminale Peptidsequenzen von Glutamattransportern gerichtet sind
und zur Verfiigung gestellt wurden (Schmitt et al., 1996; Schmitt et al., 1997
Kugler und Schmitt, 1999; Schmitt et al., 2002).

anti-GLAST-Antikdrper Peptid fur die Immunisierung: Q-L-I-A-Q-D-N-
E-P-E-K-P-V-A-D-S-E-T-K (Storck et al., 1992;
Lehre et al.,, 1995). Der Antikérper wurde
durch Affinitatsreinigung des Immunserums
gewonnen (siehe unten (s.u.); Schmitt et al.,
1997)

anti-EAAC1-Immunserum Peptid fur die Immunisierung: I-V-N-P-F-A-L-
E-P-T-I-L-D-N-E-D-S-D-T-K (Kanai und
Hediger, 1992; Kanai et al., 1995)

anti-GLT1a-Immunserum Peptid fur die Immunisierung: A-A-N-G-K-S-A-
D-C-S-V-E-E-E-P-W-K-R-E-K (Schmitt et al.,
1996)
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anti-GLT1b-Immunserum Peptid fur die Immunisierung: K-V-P-F-P-F-L-
D-I-E-T-C-I (Schmitt et al., 2002)

Zur Herstellung des affinitdtsgereinigten anti-GLAST-Antikérpers (GLAST affi)
wurde das synthetisch hergestellte Peptid zundchst mit Hilfe eines Dot-
Mikrofiltrationsgerates  (Kreutz, Reiskirchen, Deutschland) auf einer
Nitrocellulosemembran (Immobilon P von Millipore, Bedford, USA) immobilisiert.
Es folgte das Spilen der Membranen mit phosphatgepufferter Salzlésung
(phosphate buffered saline, PBS) und das Blocken unspezifischer
Bindungsstellen mit PBS/ 5% Magermilch (1 Stunde (h), RT). AnschlieRend
wurden die Membranen mit dem Serum des immunisierten Kaninchens
(Verdiinnung 1:50 in PBS + NaNj3) fur mehrere Tage bei 4T inkubiert. Die
spezifischen Antikérper des Serums wurden dabei an die membranfixierten
Peptide gebunden. Die Ablosung der GLAST-spezifischen Antikdrper von der
Membran erfolgte mit PBS durch Erwarmung auf 56C. Die
Antikdrperkonzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 285
nm bestimmt (Drenckhahn et al., 1993). Der Antikorper wurde in einer

Endkonzentration bis zu 15 pg/ml verwendet.

Monoklonale Antikdrper aus der Maus:

- anti-Glutamin-Synthetase Antikdrper (Boehringer Bioproducts, Heidelberg,
Deutschland)

Glutamin-Synthetase (Gs) ist hauptséchlich im Zytosol von
Astrozyten (Norenberg und Martinez-Hernandez, 1979; Tansey et
al.,, 1991) und z.T. auch von Oligodendrozyten lokalisiert
(D'Amelio et al., 1990)

- anti-B-IlI-Tubulin Antikorper (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
B-II-Tubulin  kommt im ZNS v.a. in Neuronen und

Oligodendrozyten vor (Schaeren-Wiemers et al., 1995)
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Sekundarantikdrper

- Horse-radish-peroxidase (HRP) konjugierte anti-Kaninchen IgG-Antikorper

aus der Ziege (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) flr Westernblot-Analysen

- Indocarbocyanin (Cy 3, rot) gekoppelte anti-Kaninchen IgG-Antikorper aus

der Ziege (Dianova, Hamburg, Deutschland)

- Carbocyanin (Cy 2, grun) gekoppelte anti-Maus lgG-Antikérper aus der

Ziege (Dianova)

2.3 Westernblot-Analysen
Die Glutamattransporter GLAST, GLTla, GLT1lb und EAAC1 wurden in

Kleinhirnhomogenaten mittels Westernblot-Analysen nachgewiesen und

semiquantitativ analysiert.

2.3.1 LoOsungen

Lésungen zur Herstellung der Homogenate:
PBS 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
8,1 mM NayHPO,
1,5 mM KH2;PO,
pH 7,4
Isolierpuffer 10 mM NaH,PO,4
2 mM MgCl,
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (Roth,

Karlsruhe, Deutschland)

5 pg/ml  Aprotinin  (Applichem, Darmstadt
Deutschland)

2 pg/ml Leupeptin (Applichem)

2 pg/ml Pepstatin (Applichem)
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Laemmli Probenpuffer 1,5x 0,094 M Tris pH 6,8
3 % Natriumdodecylsulfat (SDS; Roth)
5 % Glycerin (Applichem)
4,85 mM Dithioerythritol (DTE)
0,01 % Bromphenolblau (Roth)

Losungen zur Durchfiihrung der Westernblots

Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid (Roth)
125 mM Tris pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS (Roth)
1 mg/ml Ammoniumpersulfat (APS; Roth)
3 pl/ml Tetramethylethylendiamin (TEMED;
Roth)
Trenngel 10 % (w/v) Acrylamid (Roth)
375 mM Tris pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS (Roth)
1 mg/ml APS (Roth)
1,5 pl/ml TEMED (Roth)

Elektrophorese-Puffer 25 mM Tris-HCI pH 8,3
192 mM Gilycin (Serva, Heidelberg,
Deutschland)
0,1 % (w/v) SDS (Roth)
Transblotpuffer 25 mM Tris

192 mM Gilycin (Serva)
20 % (v/v) Methanol

2.3.2 Gewebepraparation

Fur die Herstellung der Homogenate wurden Mause im Alter von 5, 9, 14, 21
und 28 Tagen dekapitiert (Tiere im Alter von 21 und 28 Tagen unter
Athernarkose). Pro Entwicklungstag wurden 9 — 16 Tiere verwendet. Nach
Entfernen der Schadelkalotte mit einer feinen Schere wurde das Kleinhirn mit

einer gebogenen Pinzette enthommen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden
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die Kleinhirne in Aluminiumfolie verpackt, in flissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80C gelagert.

2.3.3 Herstellung der Gewebehomogenate

Jeweils ein Gewichtsanteil Kleinhirn wurde mit zehn Gewichtsteilen Isolierpuffer
versetzt und anschlieRend bei 4C mit einem Teflon- Pstill-Homogenisator nach
Potter-Elvehjem homogenisiert (20 Hibe bei 1500 U/min). Nach Zentrifugation
des Homogenates mit einer Tischzentrifuge (Zentrifuge 5417R, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) fir zehn min bei 1000g wurde das Sediment verworfen.
Der Uberstand wurde bei 100.000g erneut zentrifugiert (4C; 1h; Beckmann TL-
100 Ultrazentrifuge, Beckmann Instruments GmbH, Miunchen, Deutschland),
um Zellmembranen zu gewinnen. Der Uberstand wurde verworfen und das
100.000g Pellet in 1,5x Laemmli-Probenpuffer resuspendiert. Zum weiteren
Aufschluss des Zellmaterials wurde das resuspendierte Pellet mit Hilfe einer 5
ml Spritze durch eine diinne Kantle (0,45 x 25 mm) gezogen und anschlie3end
bei 95T fur eine Minute erhitzt. Bis zum weiteren Gebrauch wurde das

Homogenat portioniert eingefroren und bei -40C gel agert.

2.3.4 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Zur Bestimmung des Proteingehalts der Proben wurde die photometrische
Proteinbestimmung mit Amidoschwarz nach Dieckmann-Schuppert und
Schnittler (1997) verwendet. Der Azofarbstoff Amidoschwarz bindet an
Polypeptidketten und lasst sich durch Ausfallung der Proteine mit einer
Methanol-Essig-L&sung nicht von diesen entfernen. Somit ergeben sich, je nach

Proteingehalt, unterschiedlich stark angefarbte Proben (s.u.).

Folgende L&sungen wurden verwendet:

Farbelbsung:
Amidoschwarz (Merck, Darmstadt, Deutschland) 2549
Methanol 225 ml
Agua bidest. 225 ml



Material und Methoden 13

100 % (v/v) Essigsaure 50 ml
Entfarbelésung:

Methanol 237,5ml

Aqua bidest. 237,5ml

100 % (v/v) Essigsaure 25 ml
Aufléseldsung:

Trichloressigsaure 109

100 % (v/v) Ameisensaure 80 ml

100 % (v/v) Essigsaure 10 ml

Cellulose-Acetat-Folien (Sartorius, Géttingen, Deutschland) wurden in 1 cm?
gro3e Felder eingeteilt, auf die jeweils 10 pl Proben (100.000g Pellet in
Probenpuffer, s.0.) mittels einer Pipette aufgetragen wurden. Zur
photometrischen Nullwertbestimmung dienten Felder, auf die lediglich 1,5x
Laemmli-Probenpuffer aufgetragen wurde. Zur Erstellung einer Eichkurve
wurde bovines Serumalbumin (BSA; in Laemmli-Probenpuffer geldst) mit
bekanntem Proteingehalt (0,625 — 20 ug) aufgetragen.

Nach Trocknung der beschichteten Folien wurden sie in eine mit Farbeldsung
geflullte Schale gegeben (Farbedauer 10 Minuten; zur gleichmalRligen Farbung
unter standiger Bewegung auf einem Schittler). AnschlieBend wurde die
Farbelésung verworfen und die Folien 5x mit je 100 ml Entfarbelésung fur
insgesamt 4 Minuten gespult. Farbstoff, der unspezifisch am Hintergrund
gebunden hatte, wurde dadurch entfernt. Nach Trocknung der Folien wurden
die 1 cm? groRBen Felder ausgeschnitten und einzeln in 1,5 ml Eppendorf
Gefalle gegeben. Nach Zugabe von 1 ml Aufléselésung inkubierten die
ReaktionsgefalRe fir 30 Minuten im 50C warmen Wasse rbad. Nach dieser
Inkubation hatten sich die Folienfelder vollstandig aufgeldst. Die Extinktionen
der unterschiedlich stark blau gefarbten Losungen wurden mit einem
Spektralphotometer (Wellenlange 620 nm; Ultrospec Ill, Pharmacia LKB,
Uppsala, Schweden) gegen den Nullwert gemessen. Die Berechnung des
Proteingehalts der Proben erfolgte entsprechend der BSA-Standard-Eichkurve.
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2.3.5 Durchfihrung der Westernblots

Zur Auftrennung des Proteingemisches wurde die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) verwendet. Dazu wurden
ein 10 %iges Trenngel und ein 5 %iges Sammelgel gegossen (Dicke der Gele
0,75 mm). Die Proben wurden im Heizblock denaturiert (95C; 1 min) und
anschlieBend mit einer Hamilton Spritze in die Geltaschen gefillt. Zum
Nachweis von GLAST, GLT1b und EAAC1 wurden 5 pg Protein und zum
Nachweis von GLT1a 10 ug Protein aufgetragen. Auf jedem Westernblot-Gel
waren jeweils alle untersuchten Entwicklungsstadien (P5, P9, P14, P21, P28) in
aufsteigender Reihenfolge reprasentiert (s. Abb. 2.1).

Zur Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurde mit vertikalen
Elektrophorese-Gelsystemen gearbeitet (Bio-Rad). Im elektrischen Feld erfolgte
zunachst eine Sammlung der Proteine bei 80 V, die anschlieRende Trennung
fand bei 200 V statt. Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden auf eine
Nitrocellulosemembran (Hybond™-c  extra, Amersham, Braunschweig,
Deutschland) tbertragen (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981). Der Transfer
erfolgte bei Raumtemperatur in einer mit Puffer geflllten Trans-Blot-Kammer
(Bio-Rad) uber 3 Stunden bei 1,125 V/cm?. Die Nitrocellulosemembran wurde
anschlieBend fiur 1% Stunden in PBS/ 5 % Magermilch gegeben, um
unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Schlief3lich erfolgte die Inkubation
mit den Erstantikorpern bei 4C fur 12 Stunden (Ver dinnung der Antikorper in
PBS/ 5 % Magermilch, s. 2.3.6). Dazu wurden die Nitrocellulosefolien
zusammen mit den Antikdrperlésungen in Plastikfolie (PE-Schlauchfolie,
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland) eingeschweil3t und zur gleichméaRigen
Inkubation an einem Drehrad befestigt.

Am folgenden Tag wurden ungebundene Antikdrper durch dreimaliges Spullen
der Nitrocellulosefolien in PBS/ 0.05% Tween (Sigma) beseitigt. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikorper bei RT
fur 1% Stunden (Verdinnung, s. 2.3.6). Nach mehrmaligem Spulen der
Membranen in PBS (3x 10 min) wurden diese zur Darstellung der
Proteinbanden  mittels  Chemoluminiszenz-Nachweis  verwendet (s.u.;
Whitehead et al., 1979).
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2.3.6 Verdunnungen der verwendeten Antikdrper

Priméarantikorper:

anti-GLAST-Antikorper affinitatsgereinigt in einer

Konzentration bis zu 15 pg/ml 1:50

anti-EAAC1-Immunserum 1:1000
anti-GLT1a-Immunserum 1:1000
ant-GLT1b-Immunserum 1:1500

Sekundérantikdrper:

HRP-konjugierter anti-Kaninchen 1gG-Antikorper 1:3000

2.3.7 Chemoluminiszenz-Nachweis

Verwendete Losungen:

Enhanced chemoluminescence (ECL)-L6sung 1:
2,5 mM Luminol (Fluka, Taufkirchen, Deutschland) in
Dimethylsulfoxid (DMSO)
0,4 mM p-Coumaric-Acid (Sigma) in DMSO
100 mM Tris-HCL (pH 8,5)
ECL-L6sung 2: 0,02 % (viv) H20O,
100 mM Tris-HCL (pH 8,5)
Mischung von ECL-LOsung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1

Rontgenentwickler: LX 24 (Kodak, Hartenstein)
Rontgenfixierbad: A L4 (Kodak)

Bei der ECL-Methode handelt es sich um eine Licht-emittierende Reaktion. Die
an Sekundarantikérper gebundene HRP katalysiert in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid die Oxidation von Luminol, wodurch Elektronen angeregt

werden. Kehren diese Elektronen wieder in ihren Grundzustand zuriick,
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emittieren sie Licht mit einer Wellenlage von 428 nm. Dies fihrt zu einer lokalen
Schwarzung photographischer Filme.

Die Nitrocellulosefolien (s.0.) wurden in einer Dunkelkammer fir 1 Minute in die
ECL-L6sung gelegt und anschlieend zusammen mit den Rontgenfilmen
(Hyperfilm™ ECL, Amersham) in eine geschlossene Filmkassette verbracht.
Die Rontgenfilme wurden jeweils zwischen 15 Sekunden und 2 Minuten

belichtet, danach entwickelt, fixiert und getrocknet.

2.3.8 Semiquantitative Auswertung der Westernblots und statistische
Analyse

Die entwickelten Rontgenfilme wurden digital eingescannt (Scanner: AGFA
Arcus II) und mit Hilfe des Grauwert-Analyse-Programms ,nih image analysis

software” (Image J, Version 1.62) quantifiziert.

X B3 P14 k21 P& Abb. 2.1 Auswertungsprinzip der

ﬂ ' Westernblots am Beispiel von GLT1b.

(a) Messfeld fur den Hintergrund

(b) Messfeld fur die Blotstreifen von P5 — P28
s . . P5 — P28: Alter der Tiere in Postnataltagen

e

=8

pe |

Hierzu wurde zunéchst der Grauwert des Rontgenfilmhintergrundes gemessen
(s. Abb. 2.1). Dann wurde die auszuwertende Proteinbanden-Flache mit einem
rechteckigen Messfeld-Werkzeug umrahmt und der Grauwert in diesem Bereich
ermittelt. Der Grauwert des Rontgenfilmhintergrundes wurde schlief3lich vom
Grauwert des Messfelds subtrahiert. Die so ermittelten Ergebnisse wurden auf
die pro Spur aufgetragene Proteinmenge bezogen.

Die Messergebnisse wurden mit dem Mann-Whitney U-Test analysiert
(Signifikanzniveau p<0,05).

Anzahl der statistisch ausgewerteten Westernblots:
GLAST: n=7 GLT1a: n=6
EAAC1: n=6 GLT1b: n=7
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2.4 Immunhistochemie an Semidunnschnitten

Die Glutamattransporter GLAST, GLT1a, GLT1b und EAAC1 wurden mittels
Immunzytochemie an Kleinhirn-Semidinnschnitten von Mausen im Alter von 5,
9, 14, 21 und 28 Tagen nachgewiesen. Pro Entwicklungstag wurden 3 — 5 Tiere

verwendet.

2.4.1 Gewebe- und Schnittpraparation

Nach der Praparation der Kleinhirne (s. 2.3.2) wurden diese in mit flissigem
Stickstoff gekihltem Isopentan eingefroren. Es folgte eine Gefriertrocknung
(Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 1-4, Christ GmbH, Osterode,
Deutschland) von Kleinhirnstiicken fur 24 Stunden und die Einbettung in Quetol
(Electron Microscopy Science, Ft. Washington, USA; Kushida und Kushida,
1982). 1 um dicke Semidinnschnitte wurden mit Hilfe eines Reichert Ultracuts
E (Reichert-Jung, Wien, Osterreich) hergestellt, auf Objekttrager (SuperFrost®
Plus, Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) montiert und bei 70C fur 1 —

2 Stunden auf dem Warmetisch getrocknet.

2.4.2 Verdunnungen der verwendeten Antikorper

Primarantikorper:

anti-GLAST-Antikdrper affinitatsgereinigt in einer Konzentration bis zu 15 pg/ml

anti-GLT1a-Immunserum 1:100
anti-GLT1b-Immunserum 1:100
anti-EAAC1-Immunserum 1:100
anti-Glutamin-Synthetase Antikorper 1:100
anti-B-111-Tubulin Antikorper 1:200

Sekundérantikdrper:

Cy2 gekoppelter anti-Maus IgG-Antikorper 1:200
Cy3 gekoppelter anti-Kaninchen IgG-Antikdrper 1:600
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Kernfarbstoff
4°,6-Diamidin-2"-phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI)1:20.000
DAPI bindet an AT-reiche Regionen der DNA und dient der Zellkernfarbung in

der Immunfluoreszenzmikroskopie (Kapuscinski, 1995)

2.4.3 Immunfluoreszenznachweis

Da Doppelimmunfluoreszenzen durchgefihrt wurden, wurden sowohl die
Primér- als auch die zwei Sekundarantikorper in jeweils einer Losung
zusammenpipettiert.

Die Semidlunnschnitte wurden mit Natriummethanolat (Fluka) nach der Methode
von Major et al. (1961) geéatzt, um antigene Bindungsstellen freizulegen. Nach
Spulen der Schnitte mit PBS erfolgte das Blocken unspezifischer
Bindungsstellen mit 2 % bovinem Serum-Albumin und 10 % normalem
Ziegenserum in PBS/ 0,05% Tween (2 h, RT). Die Primarantikdrperinkubation
wurde in den angegebenen Verdinnungen (s. 2.4.2) in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Die Inkubation mit GLT1a-, GLT1b- und EAAC1-Antiseren und
den monoklonalen Antikdrpern gegen Glutamin-Synthetase oder 3-11l-Tubulin
erfolgte fur jeweils 24 Stunden, die mit GLAST-Antikorper fir 48 Stunden bei
4C. Ungebundene Antikorper wurden durch Spulen der Schnitte mit PBS
entfernt (3x 5 min).

Die Inkubation mit den Sekundarantikérpern bzw. DAPI fand fur 45 — 60
Minuten bei RT lichtgeschitzt in der feuchten Kammer statt. Nach erneutem
Spulen der Schnitte mit PBS (3x 5 min) wurden diese mit 1 % (w/v) n-
Propylgallat (3 ,4, 5-Trihydroxybenzolsdure n-Propylesther; Fluka) in 60 %
Glycerinlosung bedeckt und mit Deckglaschen eingedeckt. N-Propylgallat soll
das ,Ausbleichen” der Schnitte bei UV-Licht verhindern (Giloh und Sedat,
1982). Untersucht und fotografiert wurden die Gewebeschnitte mit Hilfe eines
Zeiss Axioskop 2 mot plus Fluoreszenzmikroskops mit geeigneten Filtern fir die
Visualisierung von Cy2, Cy3 und DAPI. Die Bilder wurden mittels des Software
Programms SPOT Advanced Version 4.6 dargestellt und gespeichert. Die
Bearbeitung erfolgte mit Adobe Photoshop 7.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Westernblot-Analysen

Die mengenmafigen Veranderungen der Glutamattransporter GLAST, GLTl1a,
GLT1b und EAACL1 in Kleinhirnhomogenaten von Mausen im Alter von P5, P9,
P14, P21 und P28 wurden durch Westernblot-Analysen (10 % SDS-PAGE) und
anschlieBende Grauwertanalysen (s. 2.3.8) ermittelt. Die Grauwerte wurden
jeweils in Beziehung zu den Grauwerten der 5 Tage alten Tiere (= 100 %)
gesetzt. Das Signifikanzniveau im U-Test wurde mit p<0,05 festgelegt.

Die in den Westernblots ermittelten Molekulargewichte der vier
Glutamattransporter stimmen mit den Angaben in der Literatur tberein (Danbolt
et al., 1992; Storck et al., 1992; Rothstein et al., 1994; Schmitt et al., 2002).

Folgende Molekulargewichte (Abb. 3.1-3.4) wurden ermittelt:

GLAST ~65 kiloDalton (kDa)
GLT1a ~70 kDa
GLT1b ~65 kDa
EAAC1 ~63 kDa

Beim Nachweis von GLT1a ergaben sich neben der Hauptbande bei ~70 kDa
auch héhermolekulare Banden, die mehrfach in der Literatur berichtet wurden
und vermutlich Aggregate des stark glykosylierten GLT1a darstellen (Rothstein
et al., 1994).

3.1.1 GLAST

Die statistische Auswertung ergibt eine signifikante Zunahme der GLAST-
Immunreaktivitat von P5 (100 + 45 %, n=7) bis P21 (750 £ 46 %, n=7) um ~650
%, wobei die grof3te Zunahme zwischen P14 und P21 (um ~360 %) zu
beobachten ist (s. Abb. 3.1). Zwischen P21 und P28 ergeben sich keine
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signifikanten Unterschiede mehr, so dass vermutlich in dieser Zeitphase das

adulte Stadium erreicht wird.

GLAST-Westernblot
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GLAST-Grauwertanalyse
1000 <
— [ 1
ocel I p—— e ———
£ 800 A
= T
£ 700 A I
£ B00 -
=
2 500 -
S 400 | I
Z 300 A
= 200 -
v
< 100
CEEN
F& P43 F14 P21 F2a
Abb. 3.1 Westernblot-Analyse des Glutamattransporte  rs GLAST im Kleinhirn der

Maus wéahrend der Entwicklung (postnatale Entwicklun gstage P5 — P28).
Verwendet wurde das 100.000g Pellet von Kleinhirnhomogenaten. Die Proteine wurden mittels

10 % SDS-PAGE aufgetrennt. Pro Spur wurde 5 pg Protein aufgetragen. Der affinitatsgereinigte
anti-GLAST-Antikorper bindet an ein Protein in H6he von ~65 kDa. In der Abbildung oben ist ein
reprasentativer Westernblot dargestellt. In der Abbildung unten sind die mittels
Grauwertanalyse ermittelten mengenmaRigen Verdnderungen von GLAST als Saulendiagramm
aufgetragen. Diese ergaben sich aus 7 voneinander unabhéngig durchgefiihrten Westernblots.
Die Grauwerte (Mittelwert + Standardfehler) wurden auf P5 (=100 %) bezogen.

* p<0,05 (U-Test). P = Postnataltag

3.1.2 GLT1la

Die GLT1la-Immunreaktivitat nimmt zwischen P5 (100 + 63 %, n=6) und P21
(1500 = 200 %, n=6) signifikant auf das 15fache zu. Die grof3te Zunahme
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(~1000 %) ist zwischen den Entwicklungstagen P14 und P21 festzustellen.
Zwischen P21 und P28 besteht kein signifikanter Unterschied. In dieser
Entwicklungsphase scheint bei GLT1a das adulte Stadium erreicht zu sein (s.
Abb. 3.2).

Von allen untersuchten Glutamattransportern wird somit bei GLT1a die grofdte

Zunahme im Laufe der Entwicklung beobachtet.
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Abb. 3.2 Westernblot-Analyse des Glutamattransporte  rs GLTla im Kleinhirn der

Maus wéahrend der Entwicklung (postnatale Entwicklun gstage P5 — P28).
Die Aufarbeitung der Proben und die Darstellung der Ergebnisse erfolgte wie unter Abb. 3.1

beschrieben. Zum Nachweis von GLTla wurden im Westernblot pro Spur 10 pg Protein
aufgetragen. Das anti-GLT1a Immunserum bindet hauptsachlich an ein Protein in Héhe von ~70
kDa. Es wurden 6 voneinander unabhangige Westernblots ausgewertet.

Die Grauwerte (Mittelwert + Standardfehler) wurden auf P5 (=100 %) bezogen.

* p<0,05 (U-Test). P = Postnataltag



Ergebnisse 22

3.1.3 GLT1b

Die GLT1b-Immunreaktivitdt ist an P5, 9 und 14 niedrig (kein signifikanter
Unterschied), nimmt jedoch von P14 (160 = 30 %, n=7) bis P21 (310 * 48 %,
n=7) signifikant um ~150 % zu. Keine Unterschiede bestehen zwischen P21
und P28. Damit besteht die einzige und starke Zunahme der Immunreaktivitat in
der dritten Entwicklungswoche, wobei gleichzeitig das adulte Stadium erreicht
wird (s. Abb.3.3).
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Abb. 3.3 Westernblot-Analyse des Glutamattransporters GLT1b im Kleinhirn der

Maus wahrend der Entwicklung (postnatale Entwicklun gstage P5 — P28).
Die Aufarbeitung der Proben und die Darstellung der Ergebnisse erfolgte wie unter Abb. 3.1

beschrieben. Zum Nachweis von GLT1b wurden im Westernblot pro Spur 5 ug Protein
aufgetragen. Das anti-GLT1b Immunserum bindet an ein Protein in H6he von ~65 kDa. Es
wurden 7 voneinander unabhangige Westernblots ausgewertet.

Die Grauwerte (Mittelwert + Standardfehler) wurden auf P5 (=100 %) bezogen.

* p<0,05 (U-Test). P = Postnataltag



Ergebnisse 23

3.1.4 EAAC1

Die hochsten EAACILl-Immunreaktivitaten sind frih postnatal an P5 und P9
nachweisbar (s. Abb. 3.4). Sie nehmen dann zwischen P14 (70 + 18 %, n=6)
und P28 (35 = 10 %, n=6) signifikant um 35 % ab, so dass sie an P28 am
niedrigsten sind. Damit ergibt EAAC1 als einziger der untersuchten

Glutamattransporter eine  postnatale  Abnahme der nachweisbaren

Immunreaktivitat.
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Abb. 3.4 Westernblot-Analyse des Glutamattransporters EAAC1 im Kleinhirn der

Maus wahrend der Entwicklung (postnatale Entwicklun gstage P5 — P28).
Die Aufarbeitung der Proben und die Darstellung der Ergebnisse erfolgte wie unter Abb. 3.1

beschrieben. Zum Nachweis von EAAC1 wurden im Westernblot pro Spur 5 ug Protein
aufgetragen. Das anti-EAAC1 Immunserum bindet an ein Protein in Hoéhe von ~63 kDa. Es
wurden 6 voneinander unabhangige Westernblots ausgewertet.

Die Grauwerte (Mittelwert + Standardfehler) wurden auf P5 (=100 %) bezogen.

* p<0,05 (U-Test). P = Postnataltag
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3.2 Immunhistochemie

Die regionale und zellulare Verteilung der Glutamattransporter GLAST, GLTl1a,
GLT1b und EAAC1 wurde wéhrend der postnatalen Ontogenese des Kleinhirns
(Altersstufen: P5, P9, P14, P21, P28) mittels Immunhistochemie an Plastik-
Semidldnnschnitten untersucht. Fir einen zellspezifischen Nachweis der
Transporter wurden Doppelimmunfluoreszenzen durchgefiihrt. Beim Nachweis
von GLAST oder GLTla wurde gleichzeitig Glutamin-Synthetase (Gs)
dargestellt. Gs gilt im ZNS vor allem als Markerprotein fir astrozytare
Gliazellen, einschlieRBlich Bergmann-Gliazellen (Norenberg und Martinez-
Hernandez, 1979; Tansey et al, 1991). Allerdings wurde Gs auch in
Oligodendrozyten nachgewiesen (D'Amelio et al., 1990). Beim Nachweis von
GLT1b oder EAAC1 wurde gleichzeitig B-11I-Tubulin zur Darstellung gebracht.
3-111-Tubulin gilt als Markerprotein von Neuronen und Oligodendrozyten im ZNS
(Schaeren-Wiemers et al.,, 1995). Um eine bessere Zuordnung der
immunzytochemisch markierten Zellen zu den einzelnen Schichten der
Kleinhirnrinde zu ermdglichen, wurde eine Kernfarbung mittels DAPI
durchgefuhrt.

Die Befunderhebung erfolgte an folgenden Schichten der Kleinhirnrinde:
AuRere Kornerzellschicht, Molekularschicht, Purkinjezellschicht und innere

Kdrnerzellschicht. Das Kleinhirnmark wurde nicht berticksichtigt.

3.2.1 GLAST (Abb. 3.5)

In Ubereinstimmung mit den Westernblot-Analysen ist zwischen P5 und P21
eine Zunahme der GLAST-Immunreaktivitat in der Kleinhirnrinde festzustellen.
Bei samtlichen untersuchten  Entwicklungsstadien scheint GLAST
ausschlief3lich in Astrozyten der inneren Kornerzellschicht und in Bergmann-
Gliazellen der Molekularschicht und auf3eren Kornerschicht lokalisiert zu sein
(Abb. 3.5). Dies ergibt sich aus der Kolokalisation von GLAST und Gs. Dies
entspricht der im adulten Kleinhirn nachgewiesenen Lokalisation (Lehre et al.,
1995; Schmitt et al., 1997).
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In abgrenzbaren Neuronen, z.B. Purkinjezellen und Kérnerzellen, sowie in
proliferierenden Progenitorzellen und Proneuronen der Kornerzellen der
aulReren Kornerzellschicht ist GLAST nicht nachweisbar (Abb. 3.5 A). Die in der
aulReren Kornerzellschicht lokalisierten GLAST-positiven Zellfortsatze sind auch
Gs-positiv und damit eindeutig den Bergmann-Gliazellen zuzuordnen (Abb. 3.5
D). Die Fortsatze der Bergmann-Gliazellen sind an P5 und P9 noch wenig
verzweigt (Abb. 3.5 A, F), wahrend ihre Verzweigungen an P14 und P21 stark
zunehmen und diese Verastelungen die Molekularschicht erfullen (Abb. 3.5 O).
Die &aufRere Kornerzellschicht besteht an P14 nur noch aus ein bis zwei
Zellreihen (Abb. 3.5 N) und sie ist an P21 gar nicht mehr nachweisbar.

An P28 ergibt sich dasselbe Reaktionsmuster fur GLAST wie an P21 (Abb. 3.5
R).
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GLAST+Gs GLAST+DAPI

GLAST+DAPI

Abb. 3.5 Doppelimmunfluoreszenz-Nachweis von GLAST (rot) und
Glutaminsynthetase (Gs; grin) an Semidinnschnitten der Kleinhirnrinde an P5 (A — E),
P9 (F — H), P14 (1 = N), P21 (O — Q) und P28 (R — T). Zusatzliche Zellkerndarstellung mit
DAPI (C,E,M,N).

Eine Lokalisation von GLAST in den Astrozyten der inneren Kornerzellschicht, in den
Bergmann-Gliazellen der Purkinjezellschicht und &ufReren Molekularschicht ergibt sich aus der
Kolokalisation von GLAST und Gs (H; Pfeil). Alle anderen Zelltypen sind GLAST-negativ.
Bereits an P5 durchziehen die GLAST-positiven Fortséatze der Bergmann-Gliazellen die dulRere
Kornerzellschicht (A; Pfeilspitze). An P14 (1) und P21 (O) hat die GLAST-Immunreaktion in der
Molekularschicht - bedingt durch die zunehmenden Verastelungen der Bergmann-Gliazellen —
stark zugenommen. An P14 wird die auRere Kérnerzellschicht nur noch von ein bis zwei
Zellreihen gebildet (L, M, N).

aKS, aulere Kornerzellschicht; MS, Molekularschicht; PS, Purkinjezellschicht; iKS, innere

Kdérnerzellschicht; P, Postnataltag; MaRstabsbalken = 10um.



Ergebnisse 27

3.2.2 GLTla (Abb. 3.6)

In  Ubereinstimmung mit den Westernblot-Analysen ist die GLT1la-
Immunreaktivitat an P5 und P9 schwach und nimmt vor allem zwischen P14
und P21 stark zu, um dann an P28 keine Verdnderungen gegentber P21 zu
zeigen (Abb. 3.6). Ahnlich wie bei GLAST scheint auch GLT1a hauptsachlich in
Astrozyten und Bergmann-Gliazellen lokalisiert zu sein, was sich aus der
Kolokalisation mit Gs schlie3en lasst. Dabei nimmt die Immunreaktivitat in den
Fortséatzen der Bergmann-Gliazellen (Molekular- und Purkinjezellschicht) ab
P14 und in den Astrozyten der inneren Kornerzellschicht vor allem ab P21 stark
zu (Abb. 3.6 I, L). Abgrenzbare Neurone, insbesondere Purkinjezellen und
Kdrnerzellen, sind GLT1a-negativ.

Einer besonderen Erwdhnung bedarf die aufRere Kdrnerzellschicht. Die hier
lokalisierten Progenitorzellen und Proneurone der Kérnerzellen sind an P5 und
P9 zumindest z.T. GLT1la-positiv (Abb. 3.6 A, F). Vor allem an P5 fallt eine
relativ starke Immunreaktion bei einem Teil dieser Zellen auf (Abb. 3.5 A),
wobei auch eine unspezifische Kernfarbung in diesen Zellen zu beobachten ist
(diese ist an P5 auch bei anderen Zellen der Kleinhirnrinde vorhanden). An P9
ist die Immunreaktivitat in der &ufReren Koérnerzellschicht relativ schwach (Abb.
3.6 F) und an P14 nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.6 I).
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GLT1a+DAPI

GLT1a+Gs GLT1a+Gs

GLT1a+Gs

Abb. 3.6 Doppelimmunfluoreszenz-Nachweis von GLT1la (rot) und
Glutaminsynthetase (Gs; grin) an Semidinnschnitten der Kleinhirnrinde an P5 (A — E),
P9 (F — H), P14 (1 - K), P21 (L — N) und P 28 (O — Q). Zusétzliche Zellkerndarstellung mit
DAPI (D, E).

GLT1a scheint hauptsachlich in astrozytéren Gliazellen lokalisiert zu sein, was sich aus der
Kolokalisation mit Gs schlie3en lasst (C, H, K, N, Q). Vor allem an P5 (A) fallt bei einem Teil der
auReren Kornerzellen eine GLT1a-positive Immunreaktion auf.

8KS, auBere Kornerzellschicht; iKS, innere Kornerzellschicht; PS, Purkinjezellschicht; MS,

Molekularschicht; P, Postnataltag; Mal3stabsbalken = 10um.
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3.2.3 GLT1b (Abb. 3.7)

Im Gegensatz zu den Westernblot-Analysen scheint die GLT1b-
Immunreaktivitat zwischen P5 und P21/28 kontinuierlich in der Kleinhirnrinde
zuzunehmen (Abb. 3.7). Hinsichtlich einer zellularen Lokalisation lasst sich zu
keinem postnatalen Entwicklungszeitpunkt eine eindeutige gliale Zuordnung
von GLT1b treffen. Eine neuronale GLT1b-Immunreaktivitat lasst sich jedoch
durch gleichzeitige Darstellung von neuronalem R-llI-Tubulin mit Sicherheit
feststellen (Abb. 3.7 R).

Die GLT1b-Immunreaktivitat in Purkinjezellen ist an P5 gering (Abb. 3.7 A) und
nimmt dann ab P9 und P14 stark zu, um schlie8lich an P21 und P28 gleich
hoch zu bleiben. Die Immunreaktion erfolgt dabei vor allem im Zytoplasma der
Perikarya und deutlich weniger in dem von Dendriten. Die Kdrnerzellen der
inneren Kornerzellschicht sind an P5 schwach GLT1b-immunpositiv (Abb. 3.7
A). Ab P9 sind diese Kdrnerzellen deutlich starker positiv (Abb. 3.7 D). Ab P21
konnen GABAerge Interneurone (Korb- und Sternzellen) in der Molekularschicht
durch eine deutliche Immunreaktion abgegrenzt werden (Abb. 3.7 M;
Pfeilspitzen).

Auffallend ist die GLT1b-Immunreaktion in der &u3eren Kérnerzellschicht. Von
P5 (Abb. 3.7 A) bis P14 (Abb. 3.7 J) enthalten die aul3eren Kornerzellen im
Zytoplasma GLT1b-Immunprodukt. Dabei besteht an P9 und P14 ein Gradient
bei der Immunreaktivitat: oberflachliche Koérnerzellen sind deutlich starker
immun-positiv als die nach innen folgenden (Abb. 3.7 A). Umgekehrtes gilt fur
die R-llI-Tubulin-Immunreaktivitéat, die nur in den nach innen gelegenen

Kornerzellen nachweisbar ist.
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GLT1b+@-lll

GLT1b+p-Ill

Abb. 3.7 Doppelimmunfluoreszenz-Nachweis von GLT1b (rot) und R-llI-Tubulin
(gran) an Semidunnschnitten der Kleinhirnrinde an P 5(A-C),P9(D-F), P14 (G-L), P21
(M —-0O) und P28 (P — R).

Fur GLT1b lasst sich durch die Kolokalisation mit R-IlI-Tubulin eine neuronale Lokalisation
feststellen (C, F, I, O, R). Die GLT1b-Immunreaktion erfolgt dabei vor allem im Zytoplasma der
Perikarya von Purkinje- (G, P; Pfeile) und Koérnerzellen. Ab P21 kdnnen GLT1b-positive
Interneurone (Korb-und Sternzellen) in der Molekularschicht abgegrenzt werden (M;
Pfeilspitzen). Von P5 bis P14 sind die duBeren Kérnerzellen GLT1b-positiv (A, D, J), wobei vor
allem an P5 zu erkennen ist, dass oberflachliche Kérnerzellen starker immun-positiv sind als die
nach innen folgenden (A). Diese oberflachlichen Kérnerzellen weisen keine B-1lI-
Immunreaktivitat auf (B).

aKS, aulere Kornerzellschicht; MS, Molekularschicht; PS, Purkinjezellschicht; iKS, innere

Kornerzellschicht; P, Postnataltag; p-Ill, B-1lI-Tubulin; Maf3stabsbalken = 10um.
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3.2.4 EAACL (Abb. 3.8)

Die zellulare Verteilung von EAAC1 stimmt weitgehend mit der von GLT1b
Uberein, d.h. eine neuronale Lokalisation (nachgewiesen durch die gleichzeitige
Darstellung von 3-11I-Tubulin) ist eindeutig nachweisbar. Eine gliale Reaktion ist
nicht differenzierbar.

Im Gegensatz zu GLT1b sind Purkinjezellen bereits an P5 deutlich
immunpositiv fir EAAC1 (Abb. 3.8 A; Pfeil). Ahnliches trifft fiir P9 zu (Abb. 3.8
D; Pfeil). In den folgenden Entwicklungstagen scheint die Immunreaktivitat von
Purkinjezellen abzunehmen (Abb. 3.8 G, M, P). EAACL1 ist wie GLT1b vor allem
im Zytoplasma enthalten, was besonders an P5 und P9 auffallt (Abb. 3.8 A, D;
Pfeil).

Die Immunreaktivitdt von Interneuronen und inneren Kornerzellen in
Abhangigkeit von der Entwicklung stimmen weitgehend mit den Beobachtungen
bei GLT1b tberein.

Besonders bemerkenswert ist die starke Immunreaktion aller &uf3eren
Kdrnerzellen an P5 und P9 (Abb. 3.8 A, D), die auch noch an P14 zu
beobachten ist (Abb. 3.8 J). Die oberflachlichen Koérnerzell-Progenitorzellen
reagieren negativ beim Nachweis von R-IlI-Tubulin (Abb. 3.8 B, E). Hinsichtlich
der EAACIl-Immunreaktivitdt dominiert an P5 und P9 die &ulere
Kdrnerzellschicht im Vergleich zur tGbrigen Kleinhirnrinde.

Die zahlenmaflige Abnahme der stark immunpositiven auf3eren Kornerzellen
konnte auch die ab P14 im Westernblot nachgewiesene Abnahme der EAAC1-

Immunreaktivitat erklaren.
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EAAC1+B-IlI

EAAC1+B-III

EAAC1+B-III
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Abb. 3.8 Doppelimmunfluoreszenz-Nachweis von EAAC1 (rot) und 3-11-Tubulin
(grin) an Semidunnschnitten der Kleinhirnrinde an P 5(A-C),P9(D-F), P14 (G-L), P21
(M —0) und P28 (P — R).

Die Kolokalisation mit 3-1lI-Tubulin zeigt, dass EAACL1 in Neuronen der Kleinhirnrinde lokalisiert
ist (C, F, I, L, O, R). Bereits an P5 reagieren Purkinjezellen deutlich EAAC1-positiv (A, Pfeil).
Bemerkenswert ist die starke EAAC1-Immunreaktion der auReren Koérnerzellen an P5 (A) und
P9 (D), die auch noch an P14 (J) zu beobachten ist. An P5 und P9 dominiert die &ul3ere
Kornerzellschicht im Vergleich zur Ubrigen Kleinhirnrinde hinsichtlich der EAAC1-
Immunreaktivitat.

8KS, aulere Kornerzellschicht; MS, Molekularschicht; PS, Purkinjezellschicht; iKS, innere

Kdrnerzellschicht; P, Postnataltag; p-lll, B-1lI-Tubulin; Maf3stabsbalken = 10um.
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4 Diskussion

Die vorliegende Untersuchung hat vor allem ergeben, dass (1) im Laufe der
postnatalen Kleinhirnentwicklung die Glutamattransporter GLAST, GLT1a und
GLT1b mengenméafig zunehmen und die Menge an EAAC1 demgegeniber
abnimmt, (2) die starkste mengenmallige Zunahme von GLAST, GLT1a und
GLT1b in der Phase der Synaptogenese stattfindet, (3) die zellulare Verteilung
der Glutamattransporter in der Molekular-, Purkinjezell- und inneren
Kdrnerzellschicht wahrend der postnatalen Entwicklung der adulten Verteilung
entspricht und (4) die Glutamattransporter GLT1a, GLT1b und insbesondere
EAAC1 in den Progenitorzellen und Proneuronen der &uf3eren Kornerzellschicht

unterschiedlich stark nachweisbar sind.

4.1 Quantitative Veranderungen der Glutamattranspor ter im Verlauf der

postnatalen Kleinhirnentwicklung

Wahrend der postnatalen Entwicklung des Kleinhirns der Maus zeigen unsere
Westernblot- und Grauwertanalysen eine Zunahme der Immunreaktivitat far
GLAST, GLT1a und GLT1b im Laufe der untersuchten Entwicklungsspanne von
P5 bis P21. Die Immunreaktivitat von EAAC1 nimmt demgegeniber in diesem
Untersuchungszeitraum ab. Nach P21 kommt es bei diesen Transportern zu
keinen signifikanten Verdnderungen mehr, so dass davon auszugehen ist, dass
bis P21 das adulte Niveau erreicht wird. Diese Befunde zu GLAST, GLT1a und
EAAC1 stehen weitgehend in Einklang mit solchen, die vor allem an Ratten
(Sutherland et al., 1996; Furuta et al., 1997; Ullensvang et al., 1997) erhoben
wurden. Zu der mengenmaligen Veranderung des Glutamattransporters
GLT1b in der Kleinhirnentwicklung gibt es bisher noch keine vergleichbaren

Literaturdaten.
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Korrelation der quantitativen Veranderungen der Glu tamattransporter mit
wichtigen Schritten in der Reifung der Kleinhirnrin de

Wahrend der Kleinhirnentwicklung beginnen sich die Parallelfaser-
Purkinjezellsynapsen an P12 zu formieren (Altman, 1972b). Zeitgleich findet
eine Veranderung der Zytoarchitektur der Bergmann-Gliazellen von einem
palisadenahnlichen Gerlst zu einem retikularen Netzwerk statt, welches die
reifenden Purkinjezellsynapsen umgibt (Altman, 1972b; Yamada und
Watanabe, 2002). Folglich korreliert die starkste Zunahme von GLAST-,
GLT1a- und GLT1b-Protein zwischen P14 und P21 (unsere Untersuchungen)
mit der beginnenden Synaptogenese und der Transformation der Bergmann-
Gliazellen in der Kleinhirnrinde. Eine Korrelation zwischen der Zunahme von
GLAST- und GLTla-Protein und der beginnenden Synaptogenese wurde
bereits von Furuta et al. (1997) diskutiert. Yamada et al. (2000) konnten
aul3erdem eine Hochregulation von GLAST in den Bergmann-Gliazellen zum
Zeitpunkt ihrer Transformation nachweisen.

Bemerkenswerterweise fuhrt Glutamat selbst zu einer Hochregulation von
GLAST und damit verbunden der Glutamataufnahme (Gegelashvili und
Schousboe, 1997). Dies ist mdglicherweise auf die Aktivierung glialer
metabotroper Glutamatrezeptoren (Gegelashvili et al., 2000) oder die des
ionotropen Kainatrezeptors zurtickzufihren (Gegelashvili et al., 1996). Daher
konnte die Hochregulation von GLAST in den Bergmann-Gliazellen auf die
reifenden Parallelfaser-Purkinjezell-Synapsen zurtckzufihren sein, da die
exzitatorischen Parallelfasern Glutamat bei der Neurotransmission freisetzen.
Die Bedeutung von EAACL1 in der Entwicklung wird daraus ersichtlich, dass
dieser neuronale Transporter die extrazellulare Glutamatkonzentration in
Zellkulturen bereits in den Stadien niedrig halten kann, in denen gliale
Glutamattransporter noch nicht in ausreichender Menge vorhanden sind (Guillet
et al., 2002). Dies lasst sich mit dem Befund in Einklang bringen, dass im
Gegensatz zu den drei Glutamattransportern GLAST, GLT1a und GLT1b die
hdchsten Konzentrationen von EAAC1-Protein friih postnatal erreicht werden
(Furuta et al., 1997). Unsere Westernblot-Analysen bestatigen eine Abnahme

der EAACl-Immunreaktivitait im Kleinhirn der Maus Ende der zweiten
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Entwicklungswoche. Diese Abnahme kdnnte nach unseren Befunden durch die
zeitgleich stattfindende Differenzierung bzw. Wanderung der Kornerzell-
Progenitorzellen  bzw. -Proneurone und der damit verbundenen
Verschmalerung der stark EAACI1-immunpositiven &uf3eren Kornerzellschicht
bedingt sein. Ob jedoch im Laufe der Entwicklung das Maximum der EAAC1-
Menge im Kleinhirn der Maus erst postnatal vorliegt, missen weitere
Untersuchungen zeigen. Am Schaf konnte namlich eine Abnahme von EAAC1-
Protein bereits im Laufe der embryonalen Kleinhirnontogenese nachgewiesen

werden (Northington et al., 1998).

4.2 Zellulare Verteilung der Glutamattransporter wa hrend der

postnatalen Histogenese der Kleinhirnrinde

Astrozytare Gliazellen

In astrozytaren Gliazellen, d.h. in Bergmann-Gliazellen und Astrozyten, konnten
wir ab P5 GLAST- und GLT1a-Protein in deren Zellkérpern und Fortsatzen
nachweisen. Diese Ergebnisse stimmen weitgehend mit Untersuchungen an
der Ratte Uberein (Furuta et al., 1997; Ullensvang et al., 1997). GLT1b- und
EAAC1-Protein konnten jedoch zu keinem Zeitpunkt der postnatalen
Ontogenese der Kleinhirnrinde glialen Strukturen zugeordnet werden (unsere
Untersuchungen). Damit konnen in zerebellaren astrozytdren Gliazellen
wahrend der postnatalen Entwicklung die gleichen Transporter nachgewiesen
werden wie im adulten Tier (zur Transporterverteilung im adulten Tier siehe
Rothstein et al., 1994; Chaudhry et al.,, 1995). Auch in Radialgliazellen des
Ruckenmarks (die analoge Funktionen wie die Bergmann-Gliazellen haben)
konnte GLAST auf mRNA- und Protein-Ebene wahrend der Entwicklung der
Maus nachgewiesen werden (Shibata et al., 1997).

Von Berger et al. (2005) wurde zusatzlich eine Expression von GLT1b-mRNA in
den Astrozyten der Kleinhirnrinde beschrieben. Eine sichere gliale Zuordnung
von GLT1b-Protein wahrend der Entwicklung und im adulten Tier war in
unseren Untersuchungen nicht mdglich. Unterstitzt wird unser Befund durch

Untersuchungen von Schmitt et al. (2002), die eine GLT1b-Expression lediglich



Diskussion 36

in Neuronen und nicht-astrozytdren Gliazellen des Kleinhirns feststellen

konnten.

Neurone

Nach unseren Untersuchungen an der Kleinhirnrinde der Maus sind
Purkinjezellen und reife Kornerzellen der inneren Kornerschicht ab P5 und
GABAerge Interneurone der Molekularschicht ab P21 GLT1b- und EAACI1-
positiv. Wahrend fir EAAC1 bereits eine rein neuronale Verteilung in der
embryonalen Ontogenese des Kleinhirns des Schafs beschrieben wurde
(Northington et al., 1998), liegen fur die Lokalisation von GLT1b wahrend der
Entwicklung bisher keine vergleichbaren Daten vor. Die von uns beobachtete
rein  neuronale Lokalisation von GLT1b- und EAAC1-Protein in der
Kleinhirnrinde der Maus wurde allerdings bereits fir die adulte Ratte
beschrieben (Rothstein et al., 1994; Schmitt et al., 2002).

Demgegeniber konnten von uns GLAST- und GLTla-Protein nicht in reifen
Neuronen der postnatalen Kleinhirnrinde nachgewiesen werden. Dies deckt
sich mit Befunden, die wahrend der postnatalen Entwicklung der Ratte und
beim adulten Tier erhoben wurden (Schmitt et al., 1996; Ullensvang et al.,
1997).

Progenitorzellen und Proneurone

Bisher ist nur wenig Uber das Vorkommen von Glutamattransportern in
Progenitorzellen und Proneuronen der dulReren Koérnerzellschicht wahrend der
postnatalen Kleinhirnontogenese bekannt. Unsere Untersuchungen zeigen nun,
dass GLT1a, GLT1b und insbesondere EAACL1 in Koérnerzell-Progenitorzellen
und -Proneuronen in vivo nachweisbar sind. Im Gegensatz dazu konnten Furuta
et al. (1997) zu keinem Zeitpunkt der postnatalen Ontogense der Ratte GLT1a-
Protein in der duReren Koérnerzellschicht nachweisen, was maoglicherweise mit
dem unterschiedlichen methodischen Vorgehen zu erklaren ist (Verwendung
von perfusionsfixiertem Gewebe bei Furuta et al. im Gegensatz zu

gefriergetrocknetem Gewebe in vorliegender Untersuchung).
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Demgegenuber konnte bereits fir andere ZNS-Regionen wéahrend der
Entwicklung ein transientes Auftreten von GLT1a in Proneuronen und Neuronen
nachgewiesen werden. So konnten Kugler und Schleyer (2004) zeigen, dass
die Kornerzellen des Gyrus dentatus bis zu P10 GLTla-mRNA exprimieren.
Auch wahrend der embryonalen Entwicklung des Schafs kommt GLT1a-Protein
vorubergehend in Neuronen und Axonen der sekundaren Rindenplatte, einiger
motorischer Hirnnervenkerne, den Basalganglien und im Kleinhirn vor
(Northington et al., 1998). Im Kleinhirn ist GLT1a transient von Embryonaltag 71
bis 110 in Purkinjezellen und Neuronen der Kleinhirnkerne nachweisbar
(Northington et al., 1998; Northington et al., 1999). Daruber hinaus ist GLT1a-
Protein embryonal voriibergehend in wachsenden Axonen der Proneurone von
Hinterhornneuronen nachweisbar, die von der Periventrikularzone zur
Mantelzone wandern (Yamada et al., 1998). In reifen Neuronen der postnatalen
Kleinhirnrinde ist GLT1a-Protein nicht nachweisbar (unsere Untersuchungen
und Schmitt et al., 1996; Ullensvang et al., 1997).

4.3 Bedeutung von Glutamat bei der Kleinhirnentwick lung

Glutamat ist nicht nur ein entscheidender exzitatorischer Neurotransmitter im
adulten Kleinhirn, er spielt auch in der Histogenese der Kleinhirnrinde eine
zentrale Rolle. Es konnte eine Beteiligung sowohl von metabotropen als auch
von ionotropen Glutamatrezeptoren an Proliferation, Differenzierung und
Migration von Kornerzell-Progenitorzellen und -Proneuronen gezeigt werden
(s.u.).

Die Gruppe der metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR) reguliert in der
Entwicklung Proliferation, Differenzierung und Uberleben von Stamm- und
Progenitorzellen unterschiedlichen Ursprungs, so auch das von neuronalen
Stammzellen (Melchiorri et al., 2007). Di Giorgi-Gerevini et al. (2004) konnten
den mGIlu5 Rezeptor in der aul3eren Kornerzellschicht des Kleinhirns und in
anderen Zonen der aktiven Neurogenese postnatal bei der Ratte nachweisen.
Nach Aktivierung des mGIlu5 Rezeptors kommt es zu einer erhdhten
Proliferation neuronaler Progenitorzellen sowohl in Kultur als auch in vivo (Di

Giorgi-Gerevini et al., 2005). Eine mGIlu5 Rezeptorblockade fihrt
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erwartungsgemal zu einer Reduktion der Proliferation von Progenitorzellen (Di
Giorgi-Gerevini et al.,, 2005). Zusatzlich ist auch fur verschiedene weitere
Substanzen (IGF-1, EGF und das von Purkinjezellen sezernierte Sonic-
hedgehog) eine unterstitzende Wirkung auf die Proliferation von Kdrnerzell-
Progenitorzellen gezeigt worden (Ye et al., 1996; Wallace, 1999; Wechsler-
Reya und Scott, 1999).

Ein spezifisches Signal, das zum Stopp der Proliferation von Kornerzell-
Progenitorzellen und zum Beginn ihrer Differenzierung fiihrt, wurde bisher noch
nicht mit Sicherheit identifiziert (Tanaka et al., 2009). Losliche Faktoren wie
beispielsweise das Neuropeptid PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide) und das Extrazellularmatrix-Protein Vitronectin konnten Einfluss
auf diesen Vorgang haben (Pons et al., 2001; Wechsler-Reya, 2001; Nicot et
al., 2002). Zusétzlich konnte eine modulierende Wirkung des mGlu4 Rezeptors
auf die Differenzierung zu Kornerzell-Proneuronen gezeigt werden (Canudas et
al., 2004). Der mGlu4 Rezeptor ist neben dem mGIu5 Rezeptor in kultivierten
Kornerzell-Progenitorzellen nachweisbar. Eine spezifische Aktivierung des
mGlu4 Rezeptors mittels PHCCC (N-phenyl-7-
(hydroxyimino)cyclopropa[bJchromen-1a-carboxamide) fuhrt zZu einer
reduzierten Proliferation der Kornerzell-Progenitorzellen und fordert die frihe
Neuritogenese und damit die Reifung der Kérnerzellen in vitro (Canudas et al.,
2004).

Daruber hinaus wurde ein Einfluss von Glutamat durch Rezeptoraktivierung auf
die radiale Koérnerzellmigration aus der auferen Kornerzellschicht durch die
Molekularschicht in die innere Kornerzellschicht bereits in mehreren Arbeiten
beschrieben (Komuro und Rakic, 1993; Tarnok et al., 2008). Die
Kdrnerzellmigration ist ein saltatorischer Prozess, wobei die vorwéarts gerichtete
Bewegung der Koérnerzellen mit einer Zunahme der intrazelluldaren Ca?*
Konzentration korreliert (Komuro und Yacubova, 2003). Fur die Migration sind
intrazellular jedoch keine konstant hohen, sondern oszillierende Ca®*
Konzentrationen notwendig, die durch die Aktivierung ionotroper NMDA (N-
methyl-D-aspartat) -Rezeptoren hervorgerufen werden (Komuro und Yacubova,
2003; Kumada und Komuro, 2004).
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Diese NMDA-Rezeptoren konnten auf pramigratorischen und migrierenden
Kdrnerzellen nachgewiesen werden, die die dul3ere Kornerzellschicht verlassen
und an ihre endgultige Position wandern (Rossi und Slater, 1993; Farrant et al.,
1994). Insbesondere der NR2B Untereinheit des NMDA-Rezeptors wird hierbei
eine entscheidende Bedeutung zugeschrieben (Mancini und Atchison, 2007). In
vitro- und in vivo- Untersuchungen von Tarnok (2008) zeigen, dass eine
Uberexpression der NR2B Untereinheit eine Zunahme der migratorischen
Aktivitat von Kornerzellen zur Folge hat.

Die NMDA-Rezeptor-abhéngige Zellmigration kann aufRerdem durch die
Blockade glialer Glutamattransporter beeinflusst werden, wobei diese Blockade
zu einer verstarkten NMDA-abhangigen Kérnerzellmigration fuhrt (Komuro und
Rakic, 1993). Sutherland et al. (1996), die die mMRNA von GLAST und GLT1 in
proximalen Bergmann-Gliazell-Fortsdtzen der Kleinhirnrinde nachweisen
konnten, folgerten daraus, dass diese glialen Glutamattransporter die NMDA-
Rezeptor vermittelte Koérnerzellmigration tber die Kontrolle der extrazellularen
Glutamatkonzentration beeinflussen kénnten. Unterstitzt wird diese Hypothese
von einer Untersuchung, in der gezeigt wurde, dass der Glutamattransporter
GLAST auch in Radialgliazellen des Ruckenmarks vorkommt, und zwar zum
Zeitpunkt der Migration von Proneuronen (Shibata et al., 1997).

Da nach unseren Untersuchungen die Glutamattransporter GLT1a, GLT1b und
EAAC1 in den Progenitorzellen und Proneuronen der auf3eren Kérnerzellschicht
nachweisbar sind, und aul3erdem GLAST und GLT1a in den Radialfortsatzen
der Bergmann-Gliazellen lokalisiert sind, ist anzunehmen, dass diese durch die
Regulation der lokalen Glutamatkonzentration Einfluss auf die Aktivitdt von
Glutamatrezeptoren haben. Sie konnten somit Proliferation, Differenzierung und

Migration von zerebellaren Kérnerzellen regulieren.
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5 Zusammenfassung

Glutamat wird wahrend der ZNS Entwicklung eine entscheidende Rolle bei der
Proliferation, Differenzierung und Migration von Progenitorzellen und
Proneuronen sowie eine wichtige Rolle bei der Synapseninduktion
zugeschrieben. Da hochaffine Na'-abhangige Glutamattransporter die
extrazellulare Glutamatkonzentration durch die Aufnahme des
Neurotransmitters in den Intrazellularraum regulieren kbnnen, kommt ihnen eine
besondere Bedeutung zu.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die zellulare Lokalisation der
Glutamattransporter GLAST, GLTla, GLT1b und EAAC1 wahrend der
postnatalen Kleinhirnontogenese (P5 — 28) der Maus zu untersuchen. Dabei
wurde vor allem eine mdogliche Lokalisation der Glutamattransporter in den
Progenitorzellen und  Proneuronen der aufReren  Koérnerzellschicht
berticksichtigt. Auf3erdem sollte untersucht werden, ob quantitative
Verdanderungen von Glutamattransporter-Protein mit wichtigen Schritten in der
postnatalen Histogenese der Kleinhirnrinde korrelieren.

Durchgefihrt wurden Westernblot- und Grauwertanalysen an
Kleinhirnhomogenaten von Mausen im Alter von P5, P9, P14, P21 und P28. Um
Aussagen Uber die zellulare Verteilung der Glutamattransporter wahrend der
Entwicklung machen zu kénnen, wurden auRerdem Doppelimmunfluoreszenz-
Nachweise an Semidinnschnitten von gefriergetrockneten Kleinhirnen (P5 —
P28) durchgefiihrt. Dabei wurden GLAST oder GLTla zusammen mit dem
astrozytaren Markerprotein Glutaminsynthetase dargestellt. Beim Nachweis von
GLT1b oder EAAC1 wurde gleichzeitig B-1lI-Tubulin zur Darstellung gebracht.
3-11I-Tubulin gilt als Markerprotein von Neuronen und Oligodendrozyten im
ZNS.

Unsere  Ergebnisse zeigen, dass im Laufe der untersuchten
Entwicklungsspanne die Menge an GLAST, GLT1a und GLT1b zu- und die an
EAAC1 abnimmt. Die starksten mengenmaéaRigen Zunahmen finden zwischen

P14 und P21 und somit in der Phase der Synaptogenese statt.
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GLAST und GLT1a lieRen sich wahrend der postnatalen Kleinhirnentwicklung
hauptséachlich in Bergmann-Gliazellen und Astrozyten nachweisen. Fur GLT1b
und EAAC1 hingegen war keine sichere gliale Zuordnung mdglich, vielmehr
konnten sie in Neuronen (Purkinjezellen, Kornerzellen und GABAerge
Interneurone) detektiert werden. Damit entspricht die Transporterlokalisation
wahrend der postnatalen Histogenese der Kleinhirnrinde weitgehend der
adulten Verteilung.

Zusatzlich konnten wir GLT1a, GLT1b und insbesondere EAAC1 in
Progenitorzellen und Proneuronen der aul3eren Koérnerzellschicht nachweisen.
Dieser Nachweis legt eine Beteiligung der Glutamattransporter an wichtigen
Entwicklungsvorgédngen (Proliferation, Reifung und Migration) durch die

Kontrolle der extrazellularen Glutamatkonzentration nahe.
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