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lll.  Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht astrozytiare cAMP-Signale in der Glomerularschicht des
olfaktorischen Bulbus, die durch Noradrenalin (Kapitel 2), Dopamin (Kapitel 3) sowie Adenosin
(Kapitel 4) induziert werden. Im olfaktorischen Bulbus und seiner Glomerularschicht findet die
erste Integration der Geruchsinformationen in das zentrale Nervensystem statt. CAMP ist ein
zentraler sekundarer Botenstoff, der unter anderem Genexpression und synaptische
Transmission reguliert. Geeignete Indikatoren zur Untersuchung intrazellularer cAMP-

Konzentrationen fehlten lange Zeit. Flamindo2 ermdoglicht nun ihre Visualisierung.

Die Wirkung von Noradrenalin wird (iber drei Rezeptortypen vermittelt: ai-, a- und B-
Rezeptoren. Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass Uber die Aktivierung der Gs-
gekoppelten B-Rezeptoren positive cAMP-Signale induziert wurden. Eine Hemmung der
Adenylatzyklasen-Aktivitat erfolgte Uber a-Rezeptoren, jedoch nur nach vorheriger
Aktivierung der Adenylatzyklasen-Aktivitat mit Forskolin. Zudem konnten cAMP-Signale auch
indirekt Gber die Aktivierung von ai- und ay- Rezeptoren induziert werden. Die Applikation
des ai-Rezeptor-Agonisten Phenylephrin flihrte zur Aktivierung von aia- und aip-Rezeptoren
und somit zur intrazelluldren Ca®*-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum. Das
Ca?* aktivierte anschlieRend die Ca%*-sensitiven Adenylatzyklasen 1 und 3 und induzierte so

den intrazellularen cAMP-Anstieg.

Dopaminerge Rezeptoren unterteilen sich in die D1- und D;-Rezeptorfamilien. Die Aktivierung
Gs-gekoppelter Di-Rezeptoren fiihrte zur Stimulation von Adenylatzyklasen und zur
Generierung von cAMP-Signalen. Die erwartete Hemmung Uber die Gi-gekoppelten D»-

Rezeptoren konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Adenosin entsteht extrazelluldir durch den Abbau von freigesetztem ATP mittels
Ektonukleotidasen. Uber die Aktivierung von Gs-gekoppelten Axa-Rezeptoren wurden cAMP-
Signale induziert, wahrend eine Hemmung Uber Gj-gekoppelte Ai-Rezeptoren nicht

beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass astrozytare cAMP-Signale im olfaktorischen
Bulbus durch verschiedene Transmittersysteme reguliert werden und damit eine zentrale

Rolle in der lokalen Signaltransduktion der Glomerularschicht spielen kénnten.

\



IV. Abstract

This study investigates astrocytic cAMP signals in the glomerular layer of the olfactory bulb
that are induced by norepinephrine (Chapter 2), dopamine (Chapter 3), and adenosine
(Chapter 4). The initial integration of olfactory information into the central nervous system
occurs in the olfactory bulb and its glomerular layer. cAMP is a key second messenger that
regulates, among other functions, gene expression and synaptic transmission. Suitable
indicators for studying intracellular cAMP concentrations were lacking for a long time.

Flamindo2 now enables their visualization.

The effects of norepinephrine are mediated via three receptor types: ai-, az- and B-receptors.
The results of this dissertation show that activation of Gs-coupled B-receptors induced positive
cAMP signals. Adenylyl cyclase activity was inhibited via ay-receptors, but only after prior
activation of adenylyl cyclase activity with forskolin. Furthermore, cAMP signals could also be
induced indirectly via activation of ai- and ay-receptors. Application of the ai-agonist
phenylephrine led to the activation of aia- and aip- receptors and thus to the intracellular
release of Ca%* from the endoplasmic reticulum. The Ca?* then activated the Ca?*-sensitive

adenylyl cyclases 1 and 3 and induced intracellular cAMP increase.

Dopaminergic receptors are divided into the D1 and D2 receptor families. Activation of Gs-
coupled D1 receptors triggered the stimulation of adenylyl cyclases and thus cAMP signaling.

However, the expected inhibition via Gi-coupled D; receptors could not be demonstrated.

Adenosine is produced extracellularly by the degradation of secreted ATP by
ectonucleotidases. cAMP signals were induced via activation of Gs-coupled A receptors,

whereas inhibition via Gi-coupled A1 receptors could not be observed.

In summary, the results show that astrocytic cAMP signals in the olfactory bulb are modulated
by various transmitter systems and may play a central role in local signal transduction within

the glomerular layer.
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1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion des olfaktorischen Bulbus der Saugetiere

Der Geruchssinn spielt eine zentrale Rolle in verschiedenen Bereichen des Lebens wie der
Auswahl von Nahrung, dem Erkennen von Pradatoren und Beutetieren, aber auch bei der
Fortpflanzung und dem Wiedererkennen von Artgenossen (Shipley & Ennis, 1996). In der
Nasenhohle, im Bereich des Nasendaches, befindet sich das olfaktorische Epithel, in dem
neben den olfaktorischen Rezeptorneuronen (engl. olfactory receptor neuron, ORN) auch
Stitz- und Basalzellen eingebettet sind. Die ORNs sind bipolare Nervenzellen, deren Dendriten
an der Oberfldache des Epithels in Zilien enden. ORNs exprimieren jeweils einen von etwa 1400
(Maus) bzw. 400 (Mensch) verschiedenen Geruchsrezeptortypen, die alle G-Protein

gekoppelte Rezeptoren vom Typ Goir sind (Qin et al., 2025).

Gelangen Geruchsmolekiile beim Einatmen in die Nasenhohle, diffundieren sie durch die
Mukusschicht des olfaktorischen Epithels und binden an den Geruchsrezeptor in den Zilien
der ORNs. Die Bindung aktiviert das Goi-Protein, wobei Guanosindiphosphat (GDP) an der a-
Untereinheit durch Guanosintriphosphat (GTP) ersetzt wird. Die aktivierte a-Untereinheit
wiederum stimuliert dann die Adenylatzyklasen- (engl. adenylyl cyclase, AC) lsoform 3,
wodurch  der sekunddre Botenstoff (engl. second messenger)  zyklisches
Adenosinmonophosphat (engl. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) gebildet wird. Ein
Anstieg der cAMP-Konzentration fiihrt zur Offnung von zyklisch Nukleotid-gesteuerten
lonenkanalen (engl. cyclic nucleotide-gated channel, CNG), was einen Einstrom von Na* und
Ca?* zur Folge hat und somit zur Depolarisation der Zilienmembran fiihrt. Die intrazellular
erhdhte Konzentration von Ca?* fiihrt zusatzlich zur Aktivierung von Ca%*-aktivierten Chlorid-
Kanadlen, die zum Cl-Ausstrom fiihren und somit zur weiteren Depolarisation der
Zilienmembran beitragen (Antunes & Simoes de Souza, 2016; Ronnett & Moon, 2002).
Gleichzeitig aktivieren Ca%* bzw. die Calmodulin-abhingige Protein Kinase Il (CaMKIl) negative
Rickkopplungsmechanismen, die die CNG-Kanale hemmen und somit zur Desensitisierung der

Geruchsantwort fiihren (Leinders-Zufall et al., 1999).

Die unmyelinisierten Axone der ORNs durchqueren die Basallamina sowie die Lamina cribrosa

des Siebbeins und treten gebiindelt in das zentrale Nervensystem (ZNS) ein (Antunes & Simoes
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de Souza, 2016; Ronnett & Moon, 2002). Dort bilden sie gemeinsam mit den olfaktorischen
Hillgliazellen (engl. olfactory ensheating cells, OEC) die olfaktorische Nervenfaserschicht
(ONL) des olfaktorischen Bulbus (OB) (Shipley & Ennis, 1996). Bei den OECs handelt es sich um
spezialisierte Gliazellen, die nur in der ONL vorhanden sind. Sie umhiillen die unmyelinisierten
Axone der ORN und lenken sie beim Einwandern durch die Siebbeinplatte in den OB durch die
ONL bis in die nachstgelegene Schicht, die Glomerularschicht (engl. glomerular layer, GL)

(Doucette, 1984; Su & He, 2010).

Der OB der Saugetiere liegt paarig angelegt rostral im Gehirn und ist Teil des Telencephalons.
Das olfaktorische System beginnt sich beim Mausembryo bereits am 9. Tag post conceptionem
zu formen und reift postnatal weiter (Tufo et al., 2022). Der OB ist ein hochspezialisierter
Bereich zur Geruchsverarbeitung und besitzt einen laminaren Aufbau, der vom dufReren zum
inneren Bereich aus folgenden sechs Schichtungen besteht: der ONL, der GL, der duReren
plexiformen Schicht (engl. external plexiform layer, EPL), der Mitralzellschicht (engl. mitral cell
layer, MCL), der inneren plexiformen Schicht (engl. internal plexiform layer, IPL) und der
Kornerzellschicht (engl. granular cell layer, GCL) (Kosaka & Kosaka, 2009; Shipley & Ennis,
1996). In Abbildung 1 ist der Aufbau des OB mit seiner spezifischen Schichtung zu sehen. Direkt
hinter der ONL befindet sich die GL mit einzelnen Glomeruli, die eine spharische Struktur mit
Durchmessern von jeweils 80—160 um besitzen. Im OB der Maus befinden sich ca. 2000-3000
Glomeruli pro OB (Shipley & Ennis, 1996). Die Glomeruli stellen den ersten Schritt der
Geruchsinformationsverarbeitung dar, indem die Axone der ORNs Synapsen mit sekundaren
Projektionsneuronen sowie Interneuronen bilden. Bei Stimulation setzen die Axone der ORNs
ektopisch Glutamat und Adenosintriphosphat (ATP) frei (Thyssen et al.,, 2010). ORNs,
desselben Geruchsrezeptortyps projizieren dabei in spezifische Glomeruli innerhalb des OB
(Bailey et al., 1999). Ein Geruchsstoff aktiviert also nur spezielle Glomeruli. Ein einzelner
Glomerulus ist umgeben von juxtaglomeruldren Interneuronen und Astrozyten. Das Soma
eines Astrozyten liegt dabei am Rand und erstreckt seine Auslaufer ins Innere eines einzelnen
Glomerulus (Bailey & Shipley, 1993). Im neuropilhaltigen Inneren des Glomerulus befinden
sich die Synapsen zwischen den ORNs und den apikalen Dendriten der beiden glutamatergen
Projektionsneurone namens Mitralzellen (engl. mitral cell, MC) und Tufted-Zellen (engl. tufted
cell, TC) sowie den Dendriten der juxtaglomeruldren Interneurone (Bailey et al., 1999;

Nagayama et al., 2014; Rotermund et al., 2019).



Abbildung 1: Schematische Darstellung des geschichteten Aufbaus und der neuronalen Verschaltung im
olfaktorischen Bulbus der Maus

In der olfaktorischen Nervenschicht (ONL) erreichen die Axone der olfaktorischen Rezeptorneurone (ORN, braun)
das zentrale Nervensystem nach dem Durchtritt durch die Lamina cribrosa des Siebbeins. In den Glomeruli der
Glomerularschicht (GL) bilden die ORNs Synapsen mit den glutamatergen Projektionsneuronen Mitral- (MC,
orange) und Tufted-Zellen (TC, rot). In der ersten Stelle der Geruchsinformationsverarbeitung, der GL, sind
weiterhin Astrozyten (Astro, griin) sowie die y-Aminobutterséure (GABA)-ergen periglomeruléren Zellen (PGCs,
violett) und die ebenfalls GABAergen short Axon cells (sACs, dunkelblau) beteiligt. Die sACs und Subpopulationen
der PGCs schiitten neben GABA ebenfalls auch Dopamin aus. Weiterhin wird die Signalverarbeitung von
glutamatergen externen Tufted-Zellen (eTC, orange) moduliert. In der externen plexiformen Schicht (EPL)
befinden sich die reziproken dendrodentritischen Synapsen der MCs mit den GABAergen Kérnerzellen (GC,
hellblau) sowie die Somata der TCs. Die Somata der MCs befinden sich in der Mitralzellschicht (MCL). In der
internen plexiformen Schicht (IPL) verlaufen die Axone der MCL und TC zum lateralen olfaktorischen Trakt (LOT)
und projizieren in tiefere Hirnregionen. In der Kérnerzellschicht (GCL) befinden sich die Somata der GCs.
Abbildung erstellt mit CoreIDRAW.

Zu den juxtaglomeruldren Interneuronen zahlen die duBeren Tufted-Zellen (engl. external
tufted cell, eTC), die interglomerular verbindenden short axon Zellen (engl. short axon cells,
sACs) sowie die periglomeruldren Zellen (engl. periglomerular cells, PGC) (Hayar et al., 2004).
Unter diesen besitzen die PGCs, deren primarer Neurotransmitter y-Aminobuttersdure

(GABA) ist, den kleinsten Zellkérper. Ihre Dendriten projizieren in der Regel zu einem einzigen
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Glomerulus und verzweigen sich dort in einem begrenzten Bereich. Die sACs, die ebenfalls
GABA als primdren Neurotransmitter ausschitten, sind etwas grofRer als die PGCs und ihre
Dendriten verlaufen zwischen benachbarten Glomeruli. lhre Axone kénnen sich Gber funf bis
sechs Glomeruli erstrecken und enden im interglomerularen Raum der GL. Sowohl sACs als
auch Subpopulationen der PGCs setzen neben GABA auch Dopamin frei und modulieren damit
die Signalverarbeitung innerhalb der Glomeruli (Maher & Westbrook, 2008; Nagayama et al.,
2014; Vaaga et al., 2017). Schatzungsweise 10 % bis 16 % der Interneurone in der GL adulter
Mause sind dopaminerg (Pignatelli & Belluzzi, 2017). Die eTCs besitzen innerhalb der Gruppe
der juxtaglomeruldaren Zellen die groRten Zellkérper. Sie liegen in der GL zwischen den
Glomeruli. Ihre Dendriten breiten sich voluminos innerhalb eines Glomerulus, seltener zweier

Glomeruli, aus. Bei eTCs handelt es sich um glutamaterge Zellen (Zak & Schoppa, 2022).

In jedem Glomerulus befinden sich die Dendriten von etwa 50 TCs und 20 MCs. TCs weisen
dabei eine hohere Sensitivitat gegenliber Geruchsstimuli auf als MCs (Nagayama et al., 2014).
Eine Besonderheit besteht darin, dass die meisten MCs (berwiegend Uber TCs aktiviert
werden und nur in geringem MalSe direkt durch ORNs (Gire et al., 2012). Die Somata der TCs
befinden sich in der EPL, wahrend die groBen Somata der MCs aufgereiht in der MCL lokalisiert
sind. Die Axone beider Zelltypen verlaufen durch die EPL, biindeln sich in der fast zellfreien IPL
und projizieren dann liber den lateralen olfaktorischen Trakt (LOT) in tiefere Hirnregionen wie
dem piriformen Kortex, der Amygdala und dem rostralen entorhinalen Kortex (Gottfried,
2006; Kosaka & Kosaka, 2009; Tufo et al., 2022). Die innerste Schicht des OB ist die GCL, die
durch die zahlreichen Somata der GABAergen Kornerzellen (engl. granular cell, GC)
gekennzeichnet ist (Kosaka & Kosaka, 2009). Diese bilden mit den sekundaren Dendriten der
MCs und TCs reziproke dendrodendritische Synapsen (Imamura et al.,, 2020).
Dendrodendritische Synapsen, also Verbindungen zwischen den Dendriten zweier Neurone,
sind von essenzieller Bedeutung fiir die Prozessierung von Geruchsstimuli. In reziproken
dendrodendritischen Synapsen kommunizieren die beteiligten Neurone bidirektional
miteinander: MCs schitten Glutamat aus, aktivieren somit die GCs und initiieren die laterale
Inhibition. Die GCs wiederum schiitten GABA aus und férdern dadurch die Synchronisation der

MCs (Didier et al., 2001).



Eine Besonderheit des OB ist seine adulte Neurogenese, die im ZNS nur in wenigen Regionen
vorkommt. Neben dem Hippocampus zahlen hierzu die Subventrikularzone, aus der neue
Interneurone fiir den OB entstehen, sowie das olfaktorische Riechepithel (Brann & Firestein,
2014). Neuronale Stammzellen aus der Subventrikularzone, die als Typ-B1-Zellen bezeichnet
werden und Astrozyten dhneln, differenzieren zu neuronalen Vorlauferzellen aus und
wandern Uber den rostralen Migrationsstrom in Richtung des OB. Dort integrieren sie sich in
die GCL und reifen zu GCs aus (Jurkowski et al., 2020). Im olfaktorischen Riechepithel werden
exzitatorische ORNs nachgebildet. Diese senden ihre Axone durch die Siebbeinplatte und

integrieren sich in bestehende Glomeruli (Brann & Firestein, 2014).

1.2 Gliazellen

Im ZNS der Vertebraten finden sich verschiedene Gliazelltypen, die ihren Ursprung in der
Embryonalentwicklung in verschiedenen Keimblattern haben. Wahrend Makrogliazellen wie
Astrozyten und Oligodendrozyten genau wie Neurone aus dem Neuroektoderm entstehen,
stammen Mikrogliazellen vom Mesoderm ab (Verkhratsky et al., 1998). Lange Zeit wurde
Gliazellen lediglich eine stiitzende Funktion zugeschrieben. Heute ist man sich jedoch ihrer
aktiven Rolle in der Entwicklung des Gehirns und der neuronalen Signalverarbeitung bewusst
(Lago-Baldaia et al., 2020). Gliazellen exprimieren zahlreiche Neurotransmitterrezeptoren und
lonenkanile und reagieren auf neuronale Aktivitidt beispielsweise mit intrazelluldren Ca?*-

Signalen (Bai et al., 2024; Deitmer et al., 1998).

1.2.1 Astrozyten

Astrozyten gehoren zu den funktionell und morphologisch vielfaltigsten Zellen des ZNS und
wurden zuerst von Rudolf Virchow im 19. Jahrhundert beschrieben (Bai et al.,, 2024;
Verkhratsky et al., 1998). Sie besitzen einen Durchmesser von ca. 40 bis 60 uM (Bai et al.,
2024). Im gesamten murinen ZNS besitzen Astrozyten einen Anteil von ca. 10 % bis 20 % (Sun
et al, 2017). Zu ihren zentralen Aufgaben zahlen die Aufrechterhaltung der lonen-
Homodbostase, die Regulation der Blut-Hirn-Schranke sowie die Steuerung des lokalen

Blutflusses (Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky & Nedergaard, 2018).



Astrozyten bilden Uber Gap junctions — spezialisierten Zell-Zell-Kanédle aus Connexinen — ein
funktionelles Netzwerk, das den Austausch von lonen und Signalmolekilen ermoglicht (Roux
et al., 2011). Im gesunden ZNS beansprucht jeder Astrozyt seine eigene, nicht Gberlappende
Domadne und lediglich ihre EndfiiBchen sind miteinander gekoppelt (Sofroniew & Vinters,

2010).

1.2.1.1 Neuron-Astrozyt-Interaktion

Astrozyten sind integraler Bestandteil der sogenannten Tripartiten-Synapse, bei der ihre
EndfiiBchen den synaptischen Spalt zwischen der prasynaptischen Terminale und dem
postsynaptischen Neuron umschlieRen (Araque et al.,, 1999). Auf synaptische Aktivitat
reagieren Astrozyten mit intrazelluldren Ca?*-Signalen, die liber metabotrope und ionotrope
Rezeptoren vermittelt werden kdnnen (Volterra et al., 2014). Eine weitere Ca?*-Quelle ist die
Umkehr des astrozytiren Na*/Ca?*-Austauschers bei erhdéhten intrazelluliren Na*-
Konzentrationen, beispielsweise infolge der Neurotransmitteraufnahme (Doengi, 2009;
Volterra et al., 2014). Diese Ca?*-Signale konnen sich lber die Gap junctions im glialen
Netzwerk ausbreiten und sorgen so fiir einen Informationsaustausch (Bai et al., 2024; Deitmer
et al., 1998). Die astrozytdren Ca%*-Signale treten sowohlim Soma als auch in Mikrodomé&nen
auf und konnen die Freisetzung von Gliotransmittern auslésen (Volterra et al., 2014).
Astrozyten reagieren auf neuronale Aktivitdt und modulieren diese durch die Freisetzung von
Gliotransmittern wie ATP, Glutamat, GABA, Adenosin und D-Serin, die die entsprechenden

neuronalen Rezeptoren aktivieren konnen (Halassa et al., 2007; Won et al., 2025).

1.2.1.2 Calciumhomoostase

Astrozyten erhalten eine niedrige zytosolische Ca?*-Konzentration von 30-150 nM aufrecht,
die in wenigen Millisekunden auf bis zu hunderte Nanomolar oder wenige Mikromolar
ansteigen kann (Deitmer et al., 1998). Das Ca%* kann dabei aus dem Extrazelluldrraum oder
internen Speichern stammen. Zu diesen Speichern zdhlen das endoplasmatische Retikulum
und die Mitochondrien. Das endoplasmatische Retikulum verfligt (ber Inositol-1,4,5-

trisphosphat (IP3)- und teilweise Ryanodin-Rezeptoren (Bai et al., 2024; Deitmer et al., 1998).



Aus den Mitochondrien kann CaZ* wihrend einer kurzzeitigen Offnung der mitochondrialen
Permeabilitatsibergangspore ausstromen (Bai et al., 2024). Aus dem Extrazellularraum kann
Ca?* Uber lonenkanile, die sich in der Zellmembran befinden, einstrémen. Diese sind
mechanosensitiv (engl. mechanosensitive calcium channels, MSCC), Spannungs- (engl.
voltage-operated calcium channels, VOCC), Liganden- (engl. ligand-operated calcium
channels, LOCC) oder Speicher- (engl. store-operated calcium channels, SOCC) gesteuert
(Ahmadpour et al., 2021; Deitmer et al., 1998). Die Ca®*-Konzentration im Soma und den
peripheren Auslaufern der Astrozyten kénnen sich unterscheiden. Wahrend sie im Soma
starker von der Ca?*-Ausschiittung aus internen Speichern abhingt, hdngt sie in den
Auslaufern der Astrozyten starker vom Einstrom extrazelluldren Ca%* ab (Bazargani & Attwell,
2016). Die Ruckfiihrung zum Ca®*-Basallevel erfolgt (iber den aktiven Transport des Ca?*. Dies
geschieht Uber Na*/Ca?*-Austauscher, Ca?*-ATPasen der Plasmamembran sowie die Ca?*-
ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen  Retikulums  (engl.
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase, SERCA) (Ahmadpour et al., 2021;

Deitmer et al., 1998).

1.2.1.3 Blutfluss, Metabolismus und Homdostase

Astrozytare EndfiRchen umhillen Kapillaren und bilden einen wesentlichen Bestandteil der
Blut-Hirn-Schranke, indem sie Perizyten und kapillarbildende Endothelzellen umgeben. Bei
der neurovaskuldaren Kopplung reagieren Astrozyten auf neuronale Aktivitdt, indem sie
vasodilatatorische Substanzen freisetzen, die den lokalen Blutfluss erh6hen (Lia et al., 2023).
Dieser erhohte Blutfluss wird beispielsweise fiir die Energieversorgung bendétigt. Das Konzept
des Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttles (ANLS) beschreibt, wie Astrozyten bei erhohtem
neuronalem Energiebedarf neuronal ausgeschiittetes Glutamat gemeinsam mit Glukose aus
dem Blut aufnehmen und aus Letzterem durch Glykolyse Laktat produzieren und dieses in den
Extrazelluldrraum ausschiitten. Das Laktat wird dann von den Neuronen mittels
Monocarboxylat-Transporter intrazellular aufgenommen und als Energiesubstrat zur ATP-

Produktion genutzt (Magistretti & Pellerin, 1996; Mason, 2017).

Ein zentrales Element astrozytdrer Funktion ist die Aufnahme und Umverteilung von

Neurotransmittern und lonen. Insbesondere die Aufnahme von Glutamat erfolgt (iber
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spezifische Transporter wie dem Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST) und dem
Glutamattransporter (GLT) in die Astrozyten, um toxische Extrazellularkonzentrationen des
Glutamats zu verhindern (Danbolt, 2001; Hertz & Zielke, 2004). Nach Aufnahme wird ein
Drittel des Glutamats durch die astrozytenspezifische Glutaminsynthetase zu Glutamin
umgewandelt und in den Extrazellularraum ausgeschittet. Das Glutamin wird anschlieRend
von prasynaptischen Neuronen wieder aufgenommen und durch Glutaminase zu Glutamat
rekonstruiert (Hertz & Zielke, 2004; Kettenmann & Verkhratsky, 2011; Magistretti & Pellerin,
1996; Mason, 2017). Ein weiterer Teil des Glutamats wird zu a-Ketoglutarat metabolisiert und
in den Tricarbonsaurezyklus eingespeist. Diese Prozesse sind essenziell fir den Glutamat-

Glutamin-Zyklus und die Energieversorgung der Neurone (Hertz & Zielke, 2004).

Darilber hinaus regulieren Astrozyten die extrazelluldre K*-Konzentration durch Aufnahme,
Speicherung und Wiederabgabe von K*, um neuronale Erregbarkeit zu modulieren (Hertz,
1965; Walz, 2000). Dies erfolgt tUber die Natrium-Kalium-ATPase (NKA), den Natrium-Kalium-
2Chlorid-Kotransporter (NKCC) sowie (iber das astrozytdare Netzwerk, das K* passiv entlang

von Konzentrationsgradienten verteilt (Bellot-Saez et al., 2017).

1.2.1.4  Astrozyten im olfaktorischen Bulbus

Eine aktive Rolle des Astrozytennetzwerks fiir die Geruchsverarbeitung im OB wurde bereits
friih vermutet (Roux et al., 2011). Immunhistochemisch konnten in verschiedenen Schichten
des OB von Ratten sechs Astrozyten-Subtypen unterschieden werden, die sich in Form und
Verteilung unterscheiden. In der GL wurden drei Subtypen identifiziert: keilférmige (engl.
wedge-shape) Astrozyten, die typisch fir die GL sind, sowie halbkreisformige (engl. semi-
circular) und langliche (engl. elongate) Astrozyten (Bailey & Shipley, 1993). Mit zunehmendem
Alter der Maus und wachsendem OB nehmen GroBe und Komplexitdt der astrozytdren

Auslaufer in allen Schichten zu (Klein et al., 2020).

Astrozyten sind in der Lage samtliche im ZNS vorkommenden Rezeptoren fir
Neurotransmitter und Neuromodulatoren zu exprimieren. Die Art der exprimierten
Rezeptoren variiert dabei stark in Abhdngigkeit vom neuronalen Umfeld (Verkhratsky et al.,
2021). Diese Rezeptoren lassen sich in ionotrope und metabotrope Rezeptoren einteilen. Die
Aktivierung ionotroper Rezeptoren fiihrt je nach Subtyp zum Ein- und Ausstrom verschiedener
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lonen. So fiihrt die Aktivierung ionotroper P2X-Rezeptoren zum Einstrom von Ca?* aus dem
Extrazelluldarraum in den Astrozyten (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Metabotrope Gg/11-
gekoppelte Rezeptoren aktivieren nach der Ligandenbindung die Phospholipase C (PLC),
welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in Diacylglycerol (DAG) und IPs spaltet. IP3
diffundiert anschlieBend innerhalb der Zelle zum [P3-Rezeptor an der Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER) und induziert die Freisetzung von Ca?*aus intrazelluldren
Speichern (Berridge, 2016). Astrozytire Ca?*-Signale spielen eine zentrale Rolle fur die
Kommunikation zwischen Astrozyten als auch zwischen diesen und Neuronen (Sofroniew &
Vinters, 2010). In der GL des OB kommunizieren Astrozyten bevorzugt mit den Astrozyten
desselben Glomerulus Giber Ca?*-Wellen, die sich Gber gap junctions ausbreiten. Diese werden
hauptsachlich von den beiden astroglialen Connexinen Cx43 und Cx30 gebildet (Roux et al.,
2011). Dabei findet nicht nur eine Kommunikation der Astrozyten untereinander, sondern

auch mit anderen Gliazellen wie OECs statt (Beiersdorfer et al., 2019).

ORNs setzen bei elektrischer Stimulation ektopisch ATP und Glutamat frei. Die freigesetzten
Neurotransmitter fiuhren dann tber Ca?*-Signale in OECs zu einer Vasokonstriktion der
BlutgefdaRe (Thyssen et al., 2010). Bisher wurde gezeigt, dass Astrozyten im OB verschiedene
ionotrope und metabotrope Rezeptoren exprimieren. Neben P2Yi-Rezeptoren, die auf die
Applikation von ATP und ADP mit Ca?*-Signalen reagieren, exprimieren sie auch adenosinerge
Asa-Rezeptoren (Doengi et al.,, 2008). Weiterhin exprimieren sie die dopaminergen
Rezeptoren der Familien D1 und D: (Fischer et al., 2020) sowie die adrenergen ai- und a;-
Rezeptoren (Fischer et al., 2021) und ionotrope AMPA-Rezeptoren (Droste et al., 2017). In
juvenilen Mausen wurde zudem die Expression des metabotropen Glutamatrezeptors 5

(mGIuRb5) in Astrozyten des OB nachgewiesen (Otsu et al., 2015).

1.3 ATP und Adenosin als Neurotransmitter

ATP galt lange Zeit ausschlieBlich als intrazelluldre Energiewahrung, bis entdeckt wurde, dass
ATP und andere Purine erregend auf Neurone wirken kénnen (Burnstock, 1976). Inzwischen
ist auch die Rolle von ATP als Kotransmitter in vielen Neuronen sowie als bedeutender

Gliotransmitter in Astrozyten anerkannt (Abbracchio et al., 2009; Burnstock, 1976).



ATP und andere Nukleotide werden ({ber den Cl-abhangigen vesikuldren
Nukleotidtransporter (VNUT) in sekretorische und synaptische Vesikel verpackt — sowohl in
Neuronen (Sawada et al., 2008) als auch in Astrozyten (Oya et al., 2013). ATP tritt haufig als
Kotransmitter mit weiteren Neurotransmittern wie Noradrenalin (NE, engl. norepinephrine),
GABA oder Glutamat auf (Abbracchio et al., 2009). Nach der Ausschittung wird es durch
verschiedene Ektonukleotidasen schrittweise enzymatisch zu Adenosin abgebaut. Die
Familien der Ekto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolasen (E-NTPDasen; Synonym:
CD39) und Ekto-5"-Nukleotid-Pyrophosphatasen/Phosphodiesterasen (E-NPPs) hydrolysieren
ATP zunéachst zu Adenosindiphosphat (ADP) und dann zu Adenosinmonophosphat (AMP).
Dieses wird wiederum durch die Ecto-5'-Nukleotidase (Synonym: CD73) zu Adenosin
hydrolysiert. Alkalische Phosphatasen kdnnen ebenfalls Phosphatgruppen von Tri-, Di- oder
Monophosphaten hydrolysieren (Abbracchio et al., 2009; Garcia-Gil et al.,, 2021;

Zimmermann, 2000).

Purinozeptoren sind in nahezu allen Geweben von Sdugetieren weit verbreitet und kommen
in den verschiedensten Zelltypen vor. Die membranstandigen Rezeptoren werden in zwei
Hauptgruppen unterteilt: Die P1-Rezeptoren (A12a283), bei denen es sich um metabotrope
Adenosin-Rezeptoren handelt, sowie P2-Rezeptoren, die auf ATP und andere Nukleotide
reagieren. Letztere untergliedern sich in die ionotropen P2X-Rezeptoren (P2Xi-7) und die

metabotropen P2Y-Rezeptoren (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) (Abbracchio et al., 2009).

P1-Rezeptoren sind entweder Gij/o- oder Gs-gekoppelt: Ai- und As- Rezeptoren hemmen Uber
Gi/o die AC und damit die Bildung von cAMP, wahrend Aza- und Azs-Rezeptoren liber Gs-
Proteine die AC-Aktivitat stimulieren. P2X-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanale,
die auf ATP reagieren und durchl3ssig fiir Na*, Ca?* und K*sind. Die P2Y-Rezeptoren werden
funktionell in zwei Gruppen unterteilt: P2Y1, P2Y,, P2Y4, P2Ys und P2Y11-Rezeptoren sind Gg/11-
gekoppelt und aktivieren tiber den PLC/IP3-Weg die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluldren
Speichern, wahrend P2Yi1;, P2Y13 und P2Y1s4 Uber Gjo die AC-Aktivitdit hemmen. Die P2Y-
Rezeptoren reagieren mit unterschiedlicher Sensitivitat auf ATP, ADP, UTP oder UDP
(Abbracchio et al., 2009).

Nach der Ausschittung von ATP — sowohl als Neurotransmitter als auch als Kotransmitter —

werden in der pra- und postsynaptischen Membran sowie den umliegenden Astrozyten P2-
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Rezeptoren aktiviert. Das durch den ATP-Abbau entstehende Adenosin aktiviert seinerseits
P1-Rezeptoren. In Astrozyten des OB konnte gezeigt werden, dass lber die Aktivierung von
P2Y:- und Axa-Rezeptoren durch ATP-Applikation PLC/IPs- vermittelte Ca%*-Signale induziert
wurden (Doengi, 2009). Fir MCs konnte gezeigt werden, dass sie in Folge einer ATP-
Freisetzung in der GL indirekt aktiviert werden und sich hierbei die neuronale
Netzwerkaktivitat erhoht (Fischer et al., 2012). Dieser Effekt beruht moglicherweise auf der
Aktivierung von P2Y1-Rezeptoren auf prasynaptischen, glutamatergen eTCs und erfolgt nicht

Uber eine direkte Aktivierung der MCs selbst (Fischer et al., 2012).

Der Abbau von ATP durch Ektonukleotidasen fiihrt schliefllich zu Adenosin, das ebenfalls
adenosinerge Rezeptoren aktivieren kann (Abbracchio et al., 2009). Adenosin wirkt an den A;-
Rezeptoren von MCs direkt und fuhrt dort zu deren Hyperpolarisation durch eine erhdhte K*-
Leitfahigkeit, welches zu einer Optimierung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses fiihrt
(Rotermund et al., 2018). Die Aktivierung von Aj-Rezeptoren durch Adenosin an den
reziproken dendrodendritischen Synapsen flihrt zu einer verringerten Glutamatfreisetzung
durch die MCs. Infolgedessen kommt es zu einer Abschwachung der dendrodendritischen
Inhibition und somit einer Erhéhung der Aktivitat der MCs (Schulz et al., 2017). Weiterhin zeigt
eine Studie von Theparambil et al. (2024), dass liber neuronal ausgeschittetes Adenosin
astrozytdre Azs-Rezeptoren aktiviert werden und dies als wichtiger Mechanismus zur

Regulation der Energieversorgung dient.

1.4 Katecholamine als Neurotransmitter

Die Entdeckung von Neurotransmittern in zentralnervésen und peripheren Systemen begann
1921 mit der Demonstration der chemischen Ubertragung durch Acetylcholin im Vagusnerv
durch Loewi (1921). Zwei Jahrzehnte spater konnte von Euler (1945) NE in sympathisch
innervierten Geweben nachweisen. Carlsson et al. (1962) identifizierten als Erste
immunhistochemisch die beiden Katecholamine Dopamin und NE im Gehirn und spekulierten
Uber die Existenz eigenstandiger adrenerger Neurone. Im ZNS tGbernimmt NE Kernfunktionen
in Prozessen wie Aufmerksamkeit, Lernen und Gedachtnis (Holland et al., 2021). Stérungen im
noradrenergen System sind mit kognitiven Defiziten bei neurodegenerativen Erkrankungen
wie Alzheimer und Parkinson assoziiert (Holland et al., 2021). Dopamin wiederum spielt eine
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entscheidende Rolle fiir Motivation, Belohnungsverarbeitung und zielgerichtetes Verhalten

(Bromberg-Martin et al., 2010).

Die Identifikation und Lokalisation katecholaminerger und serotonerger Neurone im
Hirnstamm von Ratten durch Dahlstrom and Fuxe (1964) legte spater den Grundstein fir die
Erforschung katecholaminerger Neurone im ZNS. Zu den Katecholaminen zahlen die drei 3,4-
Dihydroxy-Derivate des Phenylethylamins: Dopamin, NE sowie Adrenalin. Sie werden dabei
nicht nur im ZNS, sondern auch im peripheren Nervensystem ausgeschittet (Molinoff &

Axelrod, 1971).

Die systematische Kartierung katecholaminerger Nuclei erfolgte durch Dahlstrom and Fuxe
(1964), die die katecholaminergen Neurone in Ratten in die Gruppen A1l bis A12 einteilten —
von kaudal in der Medulla oblongata bis rostral im Diencephalon. Dies erleichtert die
Zuordnung der Nuclei im Gehirn spezieslibergreifend. Spater wurden diese Gruppen durch
Hokfelt et al. (1984) um A13 bis A17 sowie die adrenergen Neuronengruppen C1 und C2
erganzt (Abbildung 2). Die Gruppen Al bis A7 sind noradrenerg, wahrend die Gruppen A8 bis
A17 dopaminerg sind (Dahlstrom & Fuxe, 1964; Hokfelt et al., 1984). Die noradrenergen
Gruppen A1-A2 und die adrenergen Gruppen C1-C2 sind in der ventrolateralen Medulla

beziehungsweise der dorsomedialen Medulla miteinander assoziiert (Verney, 1999).

Im Mittelhirn enthalten die Substantia nigra pars compacta (SNpc; A9) und das ventrale
tegmentale Areal von Tsai (VTA; A10) die wichtigsten dopaminerge Zellgruppen. Sie zdhlen zu
der phylogenetisch dltesten Komponente des Neuronennetzwerks der Retikuldrformation
(RF) und projizieren unter anderem in limbische und frontale Hirnregionen (Bjorklund &
Dunnett, 2007). Das VTA bildet Synapsen mit dem Nucleus accumbens (NAc), welcher
bedeutend ist flr die Ausbildung einer circadianen molekularen Uhr (Becker-Krail et al., 2022).
Der OB besitzt mit dem dopaminergen Nucleus A16 eine groRe Anzahl dopaminerger Neurone
(Bjorklund & Dunnett, 2007). Vergleichende Studien in verschiedenen Spezies zeigen, dass
Dopamin und GABA von bestimmten Populationen der juxtaglomeruldren Interneurone
gemeinsam ausgeschiittet werden. (Kosaka & Kosaka, 2016). Schatzungsweise 10 % bis 16 %
der Interneurone in der GL adulter Mause sind dabei auch dopaminerg (Pignatelli & Belluzzi,
2017). Hierzu zahlen die sACs und eine Subpopulation der PGCs in der EPL (Maher &
Westbrook, 2008; Vaaga et al., 2017).
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NE wird primar im Locus coeruleus (LC; A6) synthetisiert, der als noradrenerger Nucleus mit
der hochsten Zelldichte in der Hirnstamm-RF der Hauptort flir die NE-Synthese im Gehirn ist
(Bucci et al., 2017). Der OB gehort zu den am dichtesten innervierten Zielregionen des LC:
Mindestens 40 % der noradrenergen LC-Neurone von Ratten projizieren dorthin (Shipley et
al., 1985). Dies sind zehn Mal mehr als im restlichen zerebralen Kortex (Shipley et al., 1985).
Die Projektionen des LC miinden dabei in allen Schichten des OB, wobei in der GCL sowie der
IPL und der EPL hohe Innervationsdichten von noradrenergen Neuronen aus dem LC
nachgewiesen wurden. In der MCL und der GL war die nachgewiesene Dichte zwar geringer,

sie ist jedoch funktionell nicht zu vernachladssigen (McLean et al., 1989).

Cortex

Hippocampus Cerebellum

A? @ A2/
@@ :
@ Ty

Hypothalamus

Abbildung 2: Schematische Darstellung katecholaminerger Zellgruppen im Sagittalschnitt des Mausgehirns

Schematische Darstellung der dopaminergen (A8—-A16, blau) und noradrenergen (Al, A2, A4-A7; griin)
Zellgruppen im Sagittalschnitt des Mausgehirns, basierend auf den Klassifikationen nach Dahlstrém und Fuxe
(1964), Hokfelt et al. (1984) und Bjérklund & Dunnett (2007). Die wichtigsten noradrenergen Projektionen zum
olfaktorischen Bulbus (OB) stammen aus dem Locus coeruleus (LC; A6), wdhrend dopaminerge Neurone
vorwiegend lokal im OB selbst (A16) lokalisiert sind. Die Zellgruppen sind entlang der rostrokaudalen Achse
angeordnet: von der Medulla oblongata (A1-A2, assoziiert mit den adrenergen Gruppen C1 und C2 (rot)), iiber
den Pons (A4-A7), das Mittelhirn (A8—A10), das Diencephalon (A11-A15) bis zum Telencephalon (A16).
Dargestellt sind ausschlieflich in der Maus eindeutig nachgewiesene Neuronengruppen und Projektionen mit
Relevanz fiir das olfaktorische System.
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1.4.1 Katecholaminsynthese

Der Syntheseweg der Katecholamine beginnt mit der Aminosdure L-Tyrosin, die entweder
durch Hydroxylierung von L-Phenylalanin oder der Hydrolyse von Proteinen gewonnen wird.
Die Hydroxylierung des L-Tyrosins durch das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) fiihrt zur Bildung
von L-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa), dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Katecholaminsynthese (Nagatsu et al., 1964). L-Dopa kann dabei von den Neuronen sowohl
extrazellular aufgenommen als auch endogen im Zytosol der Zelle synthetisiert werden (Sulzer
et al., 2000). Eine schematische Darstellung der Synthese, Freisetzung, Zellaufnahme und des
Abbaus von Dopamin und NE ist in Abbildung 3 zu sehen, die den gesamten biochemischen

Prozess zusammenfasst.

L-Dopa wird im Zytosol der Zelle durch das Enzym Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase
(AADC) decarboxyliert, wodurch Dopamin entsteht (Blaschko, 1942; Sulzer et al., 2000).
Zusatzlich kann Dopamin auch ({ber den Dopamintransporter (DAT) aus dem
Extrazelluldarraum aufgenommen werden (Sulzer et al., 2000). Das Dopamin wird dann durch
den vesikularen Monoamintransporter 2 (VMAT2) in synaptischen Vesikel und Endosomen
transportiert, wo es akkumuliert wird. Zytosolisches Dopamin wird durch Monoaminoxidasen
(MAO) in den Mitochondrien verstoffwechselt und abgebaut. Weiterhin kénnen zytosolisches
Dopamin sowie L-Dopa durch eine Eisen-katalysierte Oxidation zu Quinonen und
Semiquinonen im Zytosol der Neurone oxidiert werden. Diese Quinone reagieren mit Cystein,
Proteinen und Lipiden und werden in autophagische Lysosomen aufgenommen, wo sie als
Neuromelanin gespeichert werden, welches sich mit dem Alter akkumuliert und fir die

Farbung katecholaminerger Neuronensomata sorgt (Sulzer et al., 2000).

Aus dem Dopamin wird in den synaptischen Vesikeln durch das Enzym Dopamin-j-
Hydroxylase NE gebildet (Levin et al., 1960; Sulzer et al., 2000). Fir diese Umwandlung
benotigt die Dopamin-B-Hydroxylase Vitamin C als Koenzym (Menniti et al., 1986). In den
Vesikeln konnen neben NE auch noch Dopamin enthalten sein (Ranjbar-Slamloo & Fazlali,
2020). NE kann in adrenergen Neuronen durch Methylierung, vermittelt Gber die
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase (PNMT), schlieRlich zu Adrenalin umgewandelt
werden (Fuller, 1982). Die intrazellularen Katecholaminspiegel werden durch folgende

Mechanismen reguliert: die Feedback-Hemmung der TH, den Abbau durch mitochondriale
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Monoaminooxidasen, die Akkumulation von Dopamin mittels VMAT2 in Vesikeln sowie durch

die Aufnahme von Dopamin aus dem Zytosol durch den DAT (Sulzer et al., 2000).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von Synthese, Freisetzung, zellulérer Aufnahme und Abbau von
Dopamin und Noradrenalin in Neuronen und Astrozyten

Schematische Darstellung der Dopamin- (D) und Noradrenalin- (NE) Synthese im présynaptischen Neuron sowie
ihre Verpackung (iber den vesikuléren Monoamintransporter 2 (VMATZ2) in Vesikel. Nach der Freisetzung in den
synaptischen Spalt werden die Neurotransmitter (iber hochaffine Monoamintransporter — den
Dopamintransporter (DAT) bzw. den Noradrenalintransporter (NAT) wieder in die prdsynaptische Endigung
riickaufgenommen. Dort erfolgt entweder eine erneute Verpackung in Vesikeln oder ein enzymatischer Abbau
durch Monoaminoxidasen (MAQO) in den Mitochondrien. Astrozyten und postsynaptische Neurone nehmen
Monoamine (iber niederaffine Transporter wie den organischen Kationentransporter 3 (OCT3) oder den
Plasmamembran-Monoamintransporter (PMAT) auf. In ihrem Zellinneren erfolgt dann der Abbau durch MOA —
bei Astrozyten insbesondere MOA-B — sowie Catechol-O-Methyltransferasen (COMT).

Rezeptoren und ihre Subtypen fiir Dopamin und NE sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt und
werden im Folgetext erldutert. Syntheseweg basierend auf einer Vorlage von Biorender.com nach Purves et al.
(2018).
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Mittels hochaffiner Transporter werden die Katecholamine wieder aus dem synaptischen
Spalt in die prasynaptische Terminale aufgenommen — NE durch den Noradrenalintransporter
(NAT) und Dopamin durch den DAT. Dopamin kann teilweise auch Uber den NAT
aufgenommen werden (Kaenmaki et al., 2010; Ranjbar-Slamloo & Fazlali, 2020). Beide
Neurotransmitter, Dopamin und NE, werden dann im prasynaptischen Neuron erneut in
Vesikel verpackt. Astrozyten im OB sowie in anderen Hirnregionen wie dem Kortex
exprimieren niederaffine Monoamintransporter, darunter den organischen
Kationentransporter 3 (OCT3) sowie den Plasmamembran-Monoamintransporter (PMAT),
Uber die sie Katecholamine aus dem Extrazellularraum aufnehmen kénnen (Engel et al., 2004;
Petrelli et al., 2020; Sardar et al., 2023). Auch postsynaptische Neurone nehmen NE und
Dopamin durch PMAT und OCT3 auf (Holleran et al., 2020). Nach der Katecholaminaufnahme
in postsynaptische Neurone oder Astrozyten werden sie durch die MAO bzw. MAO-B in
Astrozyten, oder die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) abgebaut (Kaenmaki et al., 2010;
Levitt et al., 1982).

1.4.2 Dopaminerge Rezeptoren

Arvid Carlsson entdeckte Dopamin als eigenstandigen Neurotransmitter in den 1950er Jahren
— eine Entdeckung fiur die er spater mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde (lversen &
Iversen, 2007). Kebabian and Calne (1979) unterschieden die Dopamin-Rezeptortypen in zwei
Gruppen: Di-Rezeptoren, die ACs stimulieren und fiir die Produktion von cAMP sorgten, und
D;-Rezeptoren, die die Aktivitdt der ACs inhibieren. Im weiteren Verlauf wurden drei weitere
Rezeptoren gefunden und die Rezeptorfamilien erweitert. Die Familie der Gs-gekoppelten D1-
Rezeptorfamilie umfasst die Di- und Ds-Rezeptoren und die Familie der Gi-gekoppelten D;-
Rezeptoren die Dy-, D3- und Ds-Rezeptoren (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Missale et al.,
1998). Die einzelnen Rezeptoren der Di- und Dz-Rezeptorfamilien besitzen einen hohen
Homologiegrad innerhalb ihrer Transmembrandomanen (Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Die
Di-Rezeptorfamilie befindet sich dabei exklusiv postsynaptisch, wahrend die Rezeptoren der
D,-Rezeptorfamilie sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalisiert sind (Beaulieu &
Gainetdinov, 2011). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit steht die Terminologie Di- und D3-

Rezeptoren jeweils fiir die entsprechende Rezeptorfamilie.
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Fiir Astrozyten in der GL des OB konnte bereits in juvenilen Mausen gezeigt werden, dass sie
D:- und Dz-Rezeptoren exprimieren und Uber diese Ca?*-Signale aus internen Speichern
vermitteln, wobei bislang unklar ist, ob dies Gber Homo- oder Heteromere geschieht (Fischer

et al., 2020).

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zwischen Dopamin und NE kann Dopamin auch an
adrenerge Rezeptoren binden und diese aktivieren — darunter sowohl ai-Rezeptoren als auch
o2- und PB-Rezeptoren (Lei, 2014). Diese Kreuzreaktivitdit konnte potenziell auch in

astrozytaren Signalwegen von essenzieller funktioneller Bedeutung sein (Koppel et al., 2018).

1.4.3 Adrenerge Rezeptoren

Eine erste Einteilung der adrenergen Rezeptoren, die durch die Katecholamine NE und
Adrenalin gleichermaRen aktiviert werden, erfolgte durch Ahlquist (1948). Er unterschied die
a- und B-Rezeptoren anhand der Reaktion auf die Applikation sechs verschiedener Amine in
Versuchstieren (Ahlquist, 1948). Eine weitere Differenzierung von zwei verschiedenen B-
Rezeptoren in die Subtypen B1 und B, erfolgte 1967 (Lands et al.,, 1967). Der Bs-Rezeptor

wurde spater durch Bylund et al. (1994) erganzt.

Die a-Rezeptorfamilie unterteilt sich ebenfalls in mehrere Subtypen: Zunachst erfolgte die
Einteilung der az-Rezeptoren in die Subtypen aza, azs und axc (Bylund et al., 1994). Aufgrund
einer bis dahin herrschenden Diskrepanz zwischen den pharmakologisch definierten und den
rekombinanten ai-Rezeptorsubtypen existiert seit 1995 die Klassifizierung der ai-Rezeptoren
in die Subtypen aia, a1g und aup (Bylund et al., 1994; Hieble et al., 1995). Bei allen adrenergen
Rezeptoren handelt es sich um metabotrope Rezeptoren, die mit verschiedenen G-Proteinen
gekoppelt sind. Die ai-Rezeptoren sind Gg/11-gekoppelt, die a»-Rezeptoren Gi- und die B-
Rezeptoren Gs-gekoppelt (Neves et al., 2002; Strosberg, 1993). Wahrend die B-Rezeptoren
also die ACs stimulieren, werden sie Uber die Aktivierung von a-Rezeptoren inhibiert. Die
Aktivierung der Gg/11-gekoppelten ai-Rezeptoren aktiviert den PLC/IP3-Weg (Neves et al.,
2002). Sowohl bei Menschen als auch bei Mausen besitzen Astrozyten a- und B-Rezeptoren
(Rosenberg et al., 2023). Durch friihere Studien ist bekannt, dass Astrozyten in der GL im OB
auf die Applikation von NE Uber ai- und az-Rezeptoren mit Ca?*-Signalen reagieren (Fischer et
al., 2021).
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Darilber hinaus spielt NE nicht nur eine wichtige Rolle bei der Modulation neuronaler und
glialer Aktivitat, sondern nimmt in der Entwicklung der Astrozyten Einfluss auf ihre
Morphologie und somit spater auf das Verhalten adoleszenter Tiere. In vitro konnte gezeigt
werden, dass die Stimulation des B-Rezeptors zu einer erhéhten Verzweigung der Astrozyten
fihrte (Rosenberg et al., 2023). Dies verdeutlicht, dass noradrenerge Signalwege langfristige

strukturelle Veranderungen in Astrozyten beeinflussen kénnen.

1.5 Adenylatzyklasen

cAMP wurde 1958 von Sutherland & Rall als zentraler intrazelluldrer Botenstoff entdeckt
(Sutherland & Rall, 1958). ACs katalysieren die Umwandlung von ATP zu cAMP und sind
zentrale Effektoren zelluldrer Signalwege. Der im Tier- und Pflanzenreich evolutionar
konservierte sekundidre Botenstoff CcAMP reguliert zahlreiche Prozesse wie
Gedachtnisbildung, Stoffwechsel, Genregulation sowie Immunfunktionen (Serezani et al.,

2008).

Bei Sdugetieren existieren zehn verschiedene Isoformen der ACs. Wahrend neun Isoformen
(AC1-AC9) als transmembrane Proteine in der Plasmamembran verankert sind, liegt eine
Isoform (AC10, oftmals sACY, engl. soluble adenylyl cyclase) geldst im Zytoplasma und Nucleus
vor (Devasani & Yao, 2022). Die Gene ADCY1 bis ADCY10 der einzelnen Isoformen liegen dabei
jeweils auf verschiedenen Chromosomen vor und unterliegen daher einer Isoform-
spezifischen Regulation (Devasani & Yao, 2022). In den verschiedenen Schichten des OB
werden folgende AC-Isoformen exprimiert: AC1, AC2, AC3, AC5, AC6, AC7, AC8 und AC9. Dabei
ist bekannt, dass alle diese AC-lIsoformen auch generell in Astrozyten des ZNS exprimiert
werden (Devasani & Yao, 2022). Bei Saugetieren spielt cAMP eine wichtige Rolle fiir die
olfaktorische Signaltransduktion: Die Bindung eines Geruchsmolekiils an ein ORN im
Riechepithel |6st die Stimulation des G-Proteins Goir aus, welches zur Stimulation der AC3 fiihrt

(Gancedo, 2013).

1n dieser Arbeit wird AC10 anstelle von sAC fiir die 16sliche Adenylatzyklase verwendet, um eine Verwechslung
mit der ebenfalls gebrauchlichen und hier verwendeten Abkirzung fir short axon cell (sAC) zu vermeiden.
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Die membrangebundenen AC-Isoformen bestehen jeweils aus zwei Transmembrandoméanen
mit je sechs a-Helices. Der N- und der C-Terminus sowie zwei zytoplasmatische Domanen C1
und C2 befinden sich alle im Zytoplasma der Zelle. Die Domanen C1 und C2 unterteilen sich
weiterhin jeweils in zwei Subdomanen: Wahrend die Cla und C2a katalytisch aktiv und hoch
konserviert innerhalb der neun Transmembran-lsoformen sind, befinden sich die
Subdomédnen Clb und C2b auf der regulatorischen Seite (Dessauer et al., 2017; Devasani &

Yao, 2022).

Die Regulation der ACs erfolgt Isoform-spezifisch. Wahrend alle membrangebundenen
Isoformen durch Gs stimuliert werden kdnnen, variiert ihre Hemmung UGber G; sowie ihre
weitere Modulation stark zwischen den Isoformen. Zusatzlich zur klassischen Gs/Gi-
Vermittlung koénnen ACs auch Uber den Py-Komplex des G-Proteins sowie durch
Proteinkinasen oder (iber exchange protein directly activated by cAMP (EPAC) reguliert
werden, an die das gebildete cAMP bindet (Devasani & Yao, 2022). Die Aktivitat der AC10
hingegen wird nicht von G-Proteinen reguliert, sondern von intrazelluldr vorliegendem
Bicarbonat und Ca?* (Litvin et al.,, 2003). Einige membranstindige AC-Isoformen kodnnen
ebenfalls durch intrazelluldres Ca?* moduliert werden. Das gebildete cAMP wird intrazellular
durch Phosphodiesterasen abgebaut, deren Aktivitat wiederum einer komplexen Regulation
durch cAMP, zyklischem Guanosinmonophosphat (engl. cyclic guanosine monophosphate,
cGMP), Ca?* /Calmodulin (CaM) und verschiedenen Proteinkinasen unterliegen (Gancedo,

2013).
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1.6 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation untersucht die Reaktion von Astrozyten in der GL des OB auf die
neuromodulatorischen Signalstoffe NE, Dopamin und Adenosin. Der Fokus liegt dabei
insbesondere auf der intrazelluldaren Signalweiterleitung lGber cAMP — einem sekundaren
Botenstoff von zentraler Bedeutung, dessen Funktion in Astrozyten des OB bislang

unzureichend charakterisiert ist.

Wahrend fur die Untersuchung von Ca?*-Signalen seit langer Zeit sowohl chemische als auch
genetisch kodierte Ca%*-Indikatoren verfligbar waren (Lohr et al., 2021), mangelte es an CAMP-
Sensoren. Mittels des genetisch kodierten cAMP-Indikators Flamindo2 (engl. fluorescent
cAMP indicator) (Odaka et al., 2014) ist es nun moglich intrazellulare cAMP-Signale in Zellen

akuter Hirnschnitte zu untersuchen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Signalwege zu charakterisieren, Uber welche die
Neuromodulatoren NE, Dopamin und Adenosin die cAMP-Dynamik in Astrozyten der GL
beeinflussen. Aufbauend auf bisherigen Arbeiten, die NE-, Dopamin- und Adenosin-induzierte
Ca?*-Signale beschreiben (Doengi et al., 2008; Fischer et al., 2021; Fischer et al., 2020), liegt
der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Identifizierung der an der cAMP-Regulation beteiligten
Rezeptoren sowie der nachgeschalteten Signalwege. Im Zentrum der Untersuchung steht die
Frage, liber welche G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ACs die beobachteten cAMP-
Sighale vermittelt werden, insbesondere im Hinblick auf die Ca**-abhidngige Aktivierung
spezifischer AC-Isoformen. Zusatzlich wird untersucht, ob tber die Aktivierung verschiedener
Gi-Protein-gekoppelter Rezeptoren eine Reduktion der cAMP-Konzentration durch Inhibition

der ACs hervorgerufen werden kann.

Die Effekte von NE, Dopamin und Adenosin auf die Induktion von cAMP-Signalen wurden in
separaten Publikationen bzw. einem Manuskript dargestellt und im Rahmen dieser

Dissertation kontextualisiert.
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2. Crosstalk of noradrenergic Ca?* and cAMP signaling in astrocytes of
the murine olfactory bulb
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Abstract

Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and Ca?* are ubiquitous second messengers that regulate gene
expression, metabolism, and synaptic plasticity. Here, we identified a complex interplay between Ca?* and cAMP
signaling pathways in mouse olfactory bulb astrocytes. Norepinephrine (NE) elevated both Ca?* and cAMP levels
via oy and a, adrenergic receptors, whereas B receptors triggered only cAMP responses. The a; receptor agonist
phenylephrine increased cAMP, but this effect was suppressed when Ca?* elevations were blocked by Ca®*
depletion and removal of external Ca?*. We found that oua and aup receptors are key targets for phenylephrine,
acting through Ca?*/calmodulin-dependent adenylyl cyclases AC1 and AC3 downstream of ay receptor activation.
Moreover, a, receptor stimulation raised Ca?* levels, thereby stimulating cAMP production, yet also reduced
forskolin-induced cAMP elevations, indicating that a, receptors can both inhibit adenylyl cyclase via G; and
stimulate AC1/AC3 via Ca?* signaling. Together, these findings reveal intricate crosstalk between noradrenergic Ca®*
and cAMP signaling in olfactory bulb astrocytes mediated by all three adrenergic receptor subtypes.
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Introduction

The locus coeruleus (LC) serves as the primary source of
norepinephrine (NE) in the brain, where NE is
synthesized in noradrenergic neurons by beta-
hydroxylation of dopamine (Fuller, 1982). Notably,
approximately 40 % of all LC neurons project to the
olfactory bulb (OB), a number that is tenfold greater
than projections to any other region of the cerebral
cortex (Shipley et al., 1985). NE and its effects on neural
dynamics in the OB are essential for the formation of
stable and specific olfactory memories (Linster et al.,
2020). NE enhances the contrast of weak neuronal
sensory inputs in the OB by modulating mitral cell
responses (Linster et al., 2011). The NE system plays a
pivotal role in both health and disease. In Parkinson’s
Disease, for instance, not only does the substantia nigra
degenerate, but so does the LC, with olfactory
dysfunction being one of the early symptoms (Paredes-
Rodriguez et al.,, 2020). In addition, dysfunction of
astrocytes is also implicated in the onset of neurological
disorders (Zhang et al, 2023). Astrocytes are
multifunctional glial cells that play a crucial role in
maintaining homeostasis of the central nervous system
(CNS), modulating information processing at molecular,
cellular and whole network levels, and mediating both
beneficial and detrimental effects during
neuropathological diseases (Escartin et al., 2021; Lohr,
2023; Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

Noradrenergic receptors were initially classified into a
and B receptors, the o receptors being further
subdivided into a; and a, receptors (Ahlquist, 1948;
Lands et al.,, 1967). A, receptors are known to be
coupled to Gjand inhibit adenylyl cyclase (AC) activity,
whereas B receptors are coupled to G;, leading to AC
stimulation, and ai receptors are coupled to G,
stimulating PLC/IPs-dependent Ca?* release from
internal stores (Neves et al.,, 2002; Strosberg, 1993).
Astrocytes throughout the brain exhibit Ca?* transients
following activation of a; receptors (Wahis & Holt,
2021). However, astrocytic processes in the OB are
located in close proximity to noradrenergic fibers and
respond to NE application with Ca?* signaling not only
via a; but also a, receptors (Fischer et al., 2021).
Besides Ca?*, cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
is another ubiquitous second messenger, synthesized

from ATP by ACs. cAMP regulates a plethora of cellular
functions such as gene transcription and translation. It
plays significant roles in neurodevelopment and
activity-dependent  modifications  of  neuronal
performance (Chen et al., 2022). Astrocytes respond to
several neurotransmitters and other signaling
molecules with increases in cAMP, including NE (Horvat
et al., 2016; Oe et al., 2020), dopamine (von Kalben et
al., 2024), adenosine (Theparambil et al., 2024;
Wendlandt et al., 2023) and lactate (Vardjan et al.,,
2018). In astrocytes, cAMP signaling is involved in
glucose metabolism (Choi et al., 2012; Hasel et al.,,
2017; Theparambil et al., 2024; Vardjan et al., 2018),
local regulation of blood flow (Vittani et al., 2025),
exocytosis (Vardjan & Zorec, 2015), synaptic plasticity
(Sitja-Roqueta et al., 2025) and behavior such as
vigilance and memory formation (Oe et al., 2020;
Shigetomi & Koizumi, 2023; Zhou et al., 2021; Zorec et
al., 2015). To date, ten isoforms of ACs have been
characterized in mammals. Nine of them are membrane
bound, activated by Gs and inhibited by G; (Devasani &
Yao, 2022). Three of these AC isoforms (AC1, AC3, and
AC8) are Ca?*/CaM-stimulated, in addition to their
activation by Gs (Chen et al., 2022). They could play a
central role in the integration between Ca?* and cAMP
signaling, but direct evidence for this crosstalk is
missing in astrocytes (Sobolczyk & Boczek, 2022). In
addition, soluble adenylyl cyclase isoform 10 can be
activated by Ca?* and HCOs, while being independent
of Gs and G; (Li et al., 2024). Ca?*-dependent adenylyl
cyclases enable functional interaction between both
second messenger systems, however, no detailed study
of Ca?*/cAMP interactions on the single cell level exists
in astrocytes.

In the present study, we investigated NE-induced cAMP
and Ca?* signals in astrocytes of the mouse OB, which is
the first center of olfactory information processing
(Rotermund et al., 2019). Although NE-induced cAMP
signaling has been extensively studied in various
cortical regions and in the hippocampus, noradrenergic
cAMP signaling remains underexplored in astrocytes of
the OB, despite its significant innervation by projections
from the LC (Gao et al., 2016; Nomura et al., 2014; Oe
et al., 2020; Shipley et al., 1985). To investigate cAMP
dynamics in the olfactory bulb, we expressed the
genetically encoded cAMP sensor Flamindo2 (Odaka et

2
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al., 2014) in astrocytes and performed confocal cAMP
imaging on acute olfactory bulb slices. Ca* was
visualized by GCaMP6s and jRCaMPla expressed by
astrocytes. Our results demonstrate that NE induces
cAMP signals in OB astrocytes via ai;, a, and B
receptors, while Ca?* signals were triggered by a; and
o, receptors only. Notably, rises in the cAMP
concentration via activation of a receptors were
dependent on Ca?* release from internal stores such as
the ER, whereas cAMP signals induced via B receptors
were entirely Ca**-independent. cAMP signals evoked
by the a; agonist phenylephrine (PE) were blocked by
antagonists of a;a and aip subtypes and were
suppressed by inhibitors of AC1 and AC3. We conclude
that NE directly induces an increase in cAMP by
activation of B receptors coupled to Gs, and indirectly
by activation of a; and o, receptors leading to Ca®
release from internal stores, thereby stimulating
Ca?*/CaM-dependent AC1 and AC3.

Results

Norepinephrine evokes cAMP signals in

astrocytes of the olfactory bulb

To study NE-induced cAMP signaling in astrocytes of the
OB we used the genetically encoded cAMP indicator
Flamindo2 that consists of circularly permuted Citrine,
a mutant of yellow fluorescent protein, fused with the
cAMP binding domain of mouse EPAC1 (exchange
protein directly activated by cAMP; Fig. 1A, B) (Odaka et
al., 2014). We took advantage of AAV-driven Flamindo2
expression controlled by the astrocyte-specific
gfaABC1D-promoter (Lee et al., 2008) after retro-bulbar
injection and used brain slices including the olfactory
bulb 3-6 weeks after virus injection (Fig. 1C-E). We
confirmed that Flamindo2 is expressed exclusively in
astrocytes by its co-localization with the astrocytic
markers GFAP and S100B (Fig. 1F, G). Approximately
50 % of the astrocytes in the glomerular and external
plexiform layer of the OB were transduced.
Conformational changes in Flamindo2 upon cAMP
binding decreases fluorescence (Odaka et al.,, 2014)
(Fig. 1H). Note that subsequent Flamindo2 traces have
been inverted (-AF) to represent increases in cAMP
more intuitively (Fig. 11; see (Wendlandt et al., 2023)).
The cAMP sensor Flamindo2 is pH-sensitive and NE-
evoked fluorescence changes could be due to pH

changes rather than cAMP changes (Odaka et al., 2014).
Therefore, we tested the effect of NE application on
intracellular pH in astrocytes loaded with the pH
indicator pHrodo Red (fig. s1A). Application of NE did
not evoke changes in pH. In contrast, addition of 5 mM
NH4Cl evoked an acidification that was accompanied by
a decrease in Flamindo2 fluorescence, confirming that
Flamindo2 fluorescence is pH-sensitive. Our results
indicate that NE-induced Flamindo2 fluorescence
signals were not mediated by pH changes but reflect
cAMP changes (fig. s1B).

To elucidate the dose/response relationship of NE-
induced cAMP signals in astrocytes, we applied
different concentrations of NE (Fig. 1J). Application of 1
to 30 uM NE led to a dose-dependent increase in cAMP
signals with an ECsp of 1.72 £ 0.19 uM (Fig. 1K; table s1).
All astrocytes expressing Flamindo2 responded to
concentrations of 10 uM and higher, and we applied 10
MM NE to induce maximal cAMP responses in OB
astrocytes in further experiments

NE-induced cAMP signals are independent of
neuronal activity and mediated via a1, az, and
adrenergic receptors

Since NE increases the excitability of neurons in the OB
(Linster et al., 2011), we used 0.5 uM tetrodotoxin (TTX)
to suppress action potentials in neurons contributing to
NE-evoked cAMP signaling in astrocytes. NE was able to
induce increases in cAMP when action potentials were
blocked with TTX, however, the amplitude of NE-
evoked cAMP signals decreased from 37.0 + 1.3 % -AF
(n =92) without TTX to 24.0 £ 0.8 % -AF (n = 144) with
TTX, indicating some contribution from neurons (fig.
s2A-C). To block any residual, TTX-insensitive neuronal
effect, we assessed NE-induced cAMP responses in the
additional presence of glutamatergic and GABAergic
receptor inhibitors using a blocker mix (BM) consisting
of TTX (0.5 uM), the NMDA receptor antagonist D-APV
(50 uM), the AMPA receptor antagonist NBQX (10 uM),
the GABAA receptor antagonist gabazine (5 uM), and
the GABAg receptor antagonist CGP 55845 (10 uM).
During BM application, the mean amplitude reached
102 + 3.8 % of the response in TTX alone, which was not
significantly different (p = 0.206; Wilcoxon), indicating
that in the presence of TTX, NE directly increases
astrocytic cAMP without a significant contribution from
neuronal transmitter release (Fig. 2A)
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Fig. 1 Norepinephrine induces cAMP
signals in astrocytes of the olfactory

1 144 146 238 bulb

L} | mEPAC1 (199~358) ]

(A) Schematic structure of Flamindo2.
Note the decrease in fluorescence upon
binding of cAMP. (B) Flamindo2 is derived
from the yellow fluorescent protein (YFP)
mutant, Citrine, and includes the cAMP
binding site of mouse EPAC1 (exchange
protein directly activated by cAMP)
(Odaka et al., 2014). (C) Adeno-associated
viral vectors (AAVs) carrying the
Flamindo2 gene were injected into the
retro-bulbar sinus. (D) Structure of a
sagittal slice of the olfactory bulb. (E)
Simplified cellular organization of the
olfactory bulb: Axons of sensory neurons
in the olfactory epithelium enter the
nerve layer (NL) and form synapses with
mitral cells in the glomerular layer (GL).
Dendrites of mitral cells extend through
= W T the external plexiform layer (EPL). Cell
™ bodies of mitral cells are located in the
[ mitral cell layer (MCL), their axons
[ proceeding  through the internal
4 ) plexiform layer (IPL) towards the
olfactory cortex. The granular cell layer
(GCL) contains the cell bodies of granular
J K cells. Centrifugal fibers from the locus
354 R*=0.986 . S
n=88 coeruleus (LC) containing varicosities
] “u =88 innervate the olfactory bulb. Mitral cells
¥ n=88 are shown in orange color, granular cells
/ in red, and astrocytes in green,
b /’/ ECs=1.72¢0.19 uM  centrifugal  fibers in  blue. (F)
- 3 Immunostaining against Flamindo2 (anti-
1 uM 3 uM 10 uM 30 uM
NE NE NE NE p GFP; green) confirms the expression of
O Flamindo2 in olfactory bulb astrocytes
labeled with anti-GFAP/anti-S100B (red). Nuclei were labeled with Dapi (blue). Scale bar: 50 um (G) Magnified view of astrocytes
in the olfactory bulb. Arrows indicating co-expression of Flamindo2 and GFAP/S100B, the double arrow indicates an astrocyte
that is Flamindo2-negative. Scale bar: 50 um. (H) Fluorescence of a Flamindo2-expressing olfactory bulb slice prior to (0 min)
and during a 30 s application of 10 uM norepinephrine (NE) (5 min). Flamindo2 fluorescence recovered following NE washout
(10 min). Scale bar: 50 um. (1) Exemplary Flamindo2 fluorescence trace of a single astrocyte during NE application (10 uM, 30 s).
Note the inverted vertical axis (-AF) applied to better reflect the changes in astrocytic cAMP concentration. (J) Astrocytic cAMP
signals evoked by a range of NE concentrations. (K) Dose-response-curve of norepinephrine-induced cAMP signals. Data from 3
mice.
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We tested the involvement of ai, a,, and B adrenergic astrocytes in the presence of TIX and
receptor subtypes by assessing the effect of subtype- glutamatergic/GABAergic antagonists. The antagonists
specific antagonists on NE-induced cAMP signaling in prazosin (10 uM, a; receptor) and rauwolscine (0.5 uM,
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o receptor) significantly decreased NE-evoked
astrocytic cAMP responses to 60 £ 1.5 % (n = 116; Fig.
2B) and 43 £ 1.7 % (n = 167; Fig. 2C) of their respective
controls. The B receptor antagonist ICI 118,551 (15 uM)
reduced the NE-induced cAMP responses to 38 +1.2 %
of the control (n = 57; Fig. 2D), whereas a combination
of all three antagonists completely blocked NE-evoked
increases in cAMP (n = 79; Fig. 2E). These results,
summarized in Fig. 2F, suggest that all three
noradrenergic receptor subtypes contribute to
astrocytic cAMP. We next used subtype-specific
agonists (in the presence of 0.5 uM TTX) to verify the
results. 100 uM phenylephrine (PE; ou receptor
agonist), 80 uM xylazine (a, receptor agonist) and
100 uM isoprenaline (B receptor agonist) increased
cAMP in OB astrocytes (Fig. 2G, H). lsoprenaline
induced the largest cAMP signals with an amplitude of
22.3 £ 0.7 % -AF (n = 86 out of 87 cells), which were
significantly larger than those induced by PE (5.6 + 0.4
% -AF, n = 22 out of 30 cells; p < 0.001) and xylazine
(10.6 £ 0.7 % -AF, n = 33 out of 66 cells; p < 0.001) (fig.
s3). Whereas 99 % of the astrocytes responding to NE
also increased cAMP in response to isoprenaline, only
73 % and 48 % of NE-responsive astrocytes responded
to PE and xylazine, respectively (Fig. 2l). Since a»
receptors are known to couple to G; and inhibit cAMP
production, the cAMP increase mediated by the a;
receptor agonist xylazine was surprising. Interestingly,
xylazine was also able to decrease 3 uM forskolin-
induced cAMP production, indicating that a; receptors
in OB astrocytes couple to the G; adenylyl cyclase-
inhibiting pathway in addition to stimulating cAMP
production (-17.7 £ 0.7 % -AF from forskolin peak, n =
173, Fig. 2J, K).

NE-induced cAMP signals partly depend on Ca?
signals

Our results indicate that in OB astrocytes, not only B-
adrenergic receptors but also a; and a, receptors
trigger cAMP production. Previously, we showed that a;
and a, receptors increase Ca®* in OB astrocytes (Fischer
et al., 2021), raising the question whether NE-evoked
Ca?* activates ACs to increase cAMP. To investigate Ca%

and cAMP signals simultaneously, we combined the red
fluorescent Ca?* indicator jRCaMP1la with Flamindo2
(Fig. 3A, B). Since repetitive application of NE leads to
diminishing Ca?* transients (rundown) (Fischer et al.,
2021), we first characterized the rundown of NE-
induced cAMP signals (Fig. 3C). Initial applications of NE
led to cAMP and Ca®* signals with amplitudes of
24.0 £ 0.8 % -AF for cAMP (n=144) and 31.5 £ 2.3 % AF
for Ca?* (n = 36; Fig. 3C). Second applications resulted in
cAMP and Ca?* transients that were 92 + 1.9 % of the
first response for cAMP (n = 144; p < 0.001) and 78 £
2.2 % of the first response for Ca%* (n = 36; p < 0.001).
NE-evoked Ca?* signals consisted of two components; a
fast, transient Ca?* rise reflecting Ca?* release from
intracellular stores, and a sustained plateau phase
reflecting activation of store-operated Ca?* entry upon
store depletion, the latter being best described by the
area under the curve (Fischer et al., 2021). Therefore,
we additionally calculated the area under the curve of
the Ca?* signals, which was reduced to 74 + 3.6 % of the
first response upon a second application of NE (n = 36;
Fig. 3C, G).

We used the second application of the rundown
experiment in Fig. 3C as the control group and
compared these Ca?* and cAMP transients to the
responses after pharmacological manipulation in the
following experiments. To test whether Ca?* is essential
for cAMP signaling, we either omited Ca®* in the ACSF
to prevent Ca? influx or inhibited the sarco-
/endoplasmic reticulum Ca?* ATPases (SERCA) with
20 uM cyclopiazonic acid (CPA) to deplete intracellular
Ca?* stores and suppress intracellular Ca?* release. Ca%
store depletion was visible by a moderate increase in
cytosolic Ca?* which was often accompanied by a slow
increase in cAMP (fig. s4A). After application of Ca?*-
free ACSF for ten minutes, the peak Ca®* response to NE
was unaffected (75 + 6.3 % of the first response. n = 39;
p > 0.05 vs rundown control), while the area under the
curve was significantly reduced to 25 + 3.4 % of the first
response (n=39; p<0.001), confirming that the plateau
phase but not the fast peak depends on Ca? influx (Fig.
3D, G).
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Depleting extracellular Ca?* significantly reduced cAMP
signals to 45 £ 4.6 % of the first response (n = 79; p <
0.001). Depleting intracellular Ca%* stores by CPA almost
entirely suppressed NE-evoked Ca?* transients (n = 42)
and significantly reduced cAMP signals to 65 + 1.7 % of
the first response (n = 164; p < 0.001, Fig. 3E, G). When
Ca%*-free ACSF and CPA were combined, NE-induced
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(rauwolscine), 3 mice (IC1118,551) and 3 mice
(Praz+Rau+ICl). (G) cAMP signals evoked by
application of 10 pM NE, 100 uM
phenylephrine (PE; ai agonist), 100 pM
isoprenaline (Iso; B agonist), and (H) 10 uM
NE, 80 uM xylazine (Xyl; oz agonist) and 100
MM lIso. (I) Fraction of astrocytes responding
to Iso (total of 87 cells from 3 mice), PE (total
of 30 cells from 3 mice) and Xyl (total of 66
cells from 3 mice). (J) Inhibitory effect of Xyl
during elevation of cAMP levels upon
adenylyl cyclase stimulation by 3 uM
forskolin. (K) Amplitudes of xylazine-evoked
decreases in cAMP during application of
forskolin. Data from 4 mice.
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Ca?* sighals were completely eliminated (n = 47; Fig. 3F,
G) whereas cAMP signals with an amplitude of 22 +
2.6 % of the first response persisted (n=217; p <0.001).
Our results show that mechanisms whereby NE
increases cAMP in OB astrocytes consists of a Ca%-
dependent and a Ca?*-independent component.
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Fig. 3 Norepinephrine-induced cAMP signals are partly Ca?*-dependent

(A) Astrocytes were co-transduced with AAVs carrying Flamindo2 or jRCaMP1a for simultaneous cAMP and Ca?* measurements.
(B) Astrocytes in an acute brain slice co-transduced with Flamindo2 and jRCaMP1a (arrow) and Flamindo2 alone (arrowhead).
Scale bar: 30 um. (C) cAMP (black) and Ca?* signals (red) evoked by repetitive application of 10 uM norepinephrine (NE) to
determine rundown effects. (D) Effect of calcium-free ACSF (0Ca?*), (E) Ca* store depletion by 20 uM cyclopiazonic acid (CPA),
and (F) the combination of calcium-free ACSF and CPA on NE-evoked responses. (G) Quantification of cAMP and Ca?* transients,
compared to the corresponding response of the rundown experiment. For Ca?* responses both the amplitude as well as the area
under the curve were analysed. Note that most data points for Ca?* amplitude and Ca?* area with CPA and 0Ca%*/CPA have a
value of zero and lie on the baseline. ***p < 0.001, n.s.: not significant, Kruskal Wallis ANOVA and Dunn’s post hoc test. Some
experiments were performed on mice only transduced with Flamindo2. Rundown control: 3 mice Flamindo2, 3 mice Flamindo2
+ jRCaMP1a; 0Ca%*: 1 mouse Flamindo2, 3 mice Flamindo2 + jRCaMP1a; CPA: 3 mice Flamindo2, 3 mice Flamindo2 + jRCaMP1a;

0Ca?" + CPA: 3 mice Flamindo2, 3 mice Flamindo2 + jRCaMP1a.
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B receptors are known to directly stimulate adenylyl
cyclases by Gs, suggesting that the Ca?*-independent
pathway is stimulated by B receptors. Indeed, the B
receptor agonist isoprenaline failed to induce Ca?
signals (fig. s4B, C). cAMP signals evoked by
isoprenaline were not affected when Ca?* stores were
emptied by CPA, confirming that cAMP production by 8
receptors is Ca**-independent (fig. s4D-F).

PE-induced cAMP signals are Ca?*-dependent
Activation of a; and o, receptors increases Ca®* in OB
astrocytes (Fischer et al., 2021) and canonically they are
not linked to Gs proteins, suggesting that the Ca%-
dependent increases in cAMP in our study is mediated
by az and o, receptors. Ca**-dependent cAMP signaling
in OB astrocytes is best studied by selective activation
of a; receptors by, e.g., PE, since a, receptors both
increase cAMP and decrease adenylyl cyclase activity in
OB astrocytes. PE at concentrations between 1 and 300
MM led to dose-dependent cAMP signals with
amplitudes ranging from 3.7 £ 0.5 % -AF (1 uM PE) to
8.7 £ 0.5 % -AF (300 uM PE; n = 29-112; Fig. 4A; table
s2). We calculated the ECso to be 1.26 + 0.33 uM (Fig.
4B). For further experiments, we used 10 uM PE to elicit
robust sub-saturating cAMP signals. We applied PE
twice in rundown experiments with intervals of 10 min
(RD short) and 30 min (RD long) between the cAMP
signals and compared these rundowns to any further
experiment (fig. s5A-D). A second application of PE
evoked cAMP responses in RD short of 84 + 3.7 % of the
first application (n =29) and in RD long of 79 + 5.7 % of
the first application (n = 40).

To investigate the Ca%* dependency of PE-induced
cAMP signals, we blocked SERCA pumps with 20 uM
CPA to deplete Ca?* stores (Fig. 4C). After depletion of
Ca?* stores by incubation of CPA for 10 min, PE-induced
cAMP signals were significantly smaller compared to
the corresponding rundown (RD short; p < 0.001) and
averaged 24 £ 5.8 % (n = 39) of the first response, while
PE-induced cAMP signals were entirely suppressed in
the presence of CPA and Ca%*-free ACSF (0Ca?*/CPA; Fig.
4C-E). Forskolin-induced cAMP signals, in contrast,
were not affected by CPA, showing that CPA does not
directly inhibit cAMP production by, e.g., blocking
adenylyl cyclases (Fig. s6A-C). To confirm the
involvement of intracellular Ca?* release, we inhibited

IPs receptors with 100 uM 2-APB, which blocks both IP;
receptors and store-operated Ca®* entry (Singaravelu et
al., 2006; Stavermann et al.,, 2012). As 2-APB at
concentrations above 50 uM also stimulates TRPV4
channels and Ca?* oscillations in OB astrocytes (Doengi
et al., 2009), we co-applied 1 uM of the selective TRPV4
antagonist HC-067047 with 2-APB for 30 min (Fischer et
al., 2021). The PE-induced increase in cAMP vanished
completely after blocking IP; receptors, indicating that
Ca®* release mediated by IPs receptors is required for
cAMP production evoked by a; receptors (n = 32; Fig.
4F, G). In conclusion, our results demonstrate that PE-
induced Ca?* signals depend on the PLC/IP; pathway as
well as Ca?* release from the endoplasmic reticulum
and trigger increases in CAMP.

aia and aup receptor subtypes increase Ca®* and
cAMP

The oy receptors are classified into the subtypes aua,
o8, and ap (Bylund et al., 1994; Hieble et al., 1995). For
further investigation of Ca?* and cAMP signals induced
by PE-application, we used specific antagonists for the
different o, receptor subtypes. Due to the relatively low
co-expression rate of combined jRCaMP1.0 and
Flamindo2 AAVs in the previous experiments, we
performed the following experiments for Ca®* and
cAMP imaging separately, using GLAST-CreERT2 x
GCaMP6s™* mice for Ca?* and AAV carrying Flamindo2
for cAMP (Fig. 5A, B).

Application of PE evoked Ca?* transients in 95 % of all
astrocytes (n = 73 out of 77), i.e. astrocytes that
responded to application of NE, indicating that the
majority of OB astrocytes express a; receptors linked to
Ca®* signaling (fig. s7A). PE-evoked cAMP signals, in
contrast, occurred in 53 % of astrocytes only (n = 71 out
of 133) in this set of experiments, suggesting that in
some cells, a; receptors are not linked to cAMP
production (fig. s7B, C). To study the contribution of aua
receptors, we used the aua-specific antagonist
RS100329, which had a bimodal effect on both Ca%* and
cAMP signals. 1 uM RS100329 entirely blocked PE-
induced Ca?* signals in 88 % of astrocytes (n = 23 out of
26), while Ca?* sighals were only weakly reduced in the
remaining 12 % of the astrocytes and, on average, did
not differ significantly from the rundown experiment (p
> 0.05; n = 3 out of 26; Fig. 5 C, | and fig. s8A, B).
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Fig. 4 ai1 receptor agonist phenylephrine induces Ca%*-dependent cAMP signals

(A) cAMP signals in olfactory bulb astrocytes evoked by phenylephrine (PE) at concentrations ranging from 1 uM to 300 uM. (B)
Dose-response curve of PE-induced cAMP signals. Experiments from 6 mice. (C) PE-induced cAMP signals in the presence of 20
UM cyclopiazonic acid (CPA) and (D) the combination of calcium-free ACSF (0Ca%*) and CPA. (E) CPA and CPA/0Ca?* significantly
reduced the amplitude of PE-evoked cAMP signals when compared to the corresponding rundown experiment (***; p < 0.001,
Kruskal Wallis ANOVA and Dunn’s post hoc test). 3 mice for rundown experiments, 3 mice for CPA, 4 mice for 0Ca**+CPA. (F) PE-
induced cAMP signals were suppressed in the presence of the IPs receptor inhibitor 2-APB (100 uM) and the TRPV4 inhibitor HC-
067047 (1 uM). (G) Quantification of the effect of 2-APB+HC-067047. ***; p < 0.001, Mann-Whitney U-Test; 7 mice for rundown

long, 4 mice for 2-APB+HC.

In addition, RS100329 entirely blocked PE-induced
cAMP signals in 75 % of the astrocytes (n = 42 out of 56)
and resulted in PE-induced cAMP signals that did not
differ significantly from the rundown experiment in the
remaining 25 % of astrocytes (n = 14 out of 56; Fig. 5D,
[). The aip receptor antagonist BMY7378 also had a

bimodal effect. 1 uM BMY7378 completely blocked PE-
induced Ca?* signals in 14 % of the cells (n = 9 out of 66)
and reduced Ca* signals to 36 + 3.0 % of the initial
amplitude in 86 % of the cells (p < 0.001; n = 57 out of
66; Fig. 5E, 1). BMY7378 blocked PE-induced cAMP
signals in 70 % of the cells (n = 56 out of 73) and reduced
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cAMP signals to 55 + 6.9 % of the initial amplitude in the
remaining 30 % of the cells (p =0.171; n = 17 out of 73;
Fig. 5F, 1). Combination of both blockers completely
abolished both PE-induced Ca** (n = 63; Fig. 5G, 1) and
cAMP signals (n = 29; Fig. 5H, I). The complete inhibition
of the second messengers by combination of aia and
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aup antagonists indicates that ais does not play a
significant role in olfactory bulb astrocytes. In summary,
our results show that a; receptors, including aia and
aip, induce Ca?* signaling in virtually all astrocytes of the
olfactory bulb, while cAMP signals are evoked in a
subpopulation of astrocytes (Fig. 5J).

Fig. 5 Phenylephrine induces Ca** and
cAMP signals via aia and aup receptor
subtypes

(A) To visualize Ca®* signaling in olfactory
bulb astrocytes, GCaMP6s was expressed
under control of the promoter of the
astrocyte-specific  glutamate-aspartate
transporter (Glast). (B) Flamindo2 was
introduced into wild type mice by AAV to
visualize cAMP signaling. (C) Effect of
RS100329 (a1a; 1 uM) on phenylephrine
(PE)-induced Ca?* signals and (D) cAMP
signals. RS100329 entirely inhibited Ca%
and cAMP signals in a subpopulation of
astrocytes (upper traces), while Ca%* and
cAMP signals remained in other astrocytes
(lower traces). (E) BMY7378 (aip; 1 uM)
blocked Ca?* signals and (F) cAMP signals
in some astrocytes (upper traces) and
reduced Ca?* and cAMP signals in the
remaining astrocytes (lower traces). (G)
The combination of RS100329 and BMY
entirely inhibited PE-induced Ca?" and (H)
cAMP signals. (1) Fraction of responsive vs.
non-responsive astrocytes in the presence
of RS100329, BMY7378 and the
combination of both. (J) Analysis of PE-
induced Ca%* and cAMP signals. Note that
in the presence of RS100329 as well as
BMY7378 subpopulations  of
astrocytes could be identified, one with
Ca?* and cAMP transients entirely blocked
by the antagonists and one with residual
Ca?* and cAMP transients in the presence
of the antagonists. ***p < 0.001, n.s.= not
significant; Kruskal Wallis ANOVA and
Dunn’s post hoc test. Ca%* imaging: 4 mice
for rundown, 3 mice for RS100329, 3 mice
for BMY7378, 3 mice for RS100329 +
BMY7378. cAMP imaging: 3 mice for
rundown, 4 mice for RS100329, 3 mice for
BMY7378, 4 mice for RS100329 +
BMY7378.
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Ca%*-induced cAMP signals are mediated by AC1
and AC3

Our results show that an increase in Ca?* can lead to an
increase in cAMP in OB astrocytes, suggesting the
involvement of Ca%*-activated adenylyl cyclases. Three
out of the ten AC isoforms can be activated by
Ca?*/CaM: AC1, AC3 and AC8 (Devasani & Yao, 2022).
We tested the presence and co-localization with
astrocytes of AC1, AC3 and AC8 using antibody staining.
We visualized astrocytes of the olfactory bulb with a
combination of anti-GFAP and anti-S100B antibodies.
Co-staining of astrocytes and AC1 (Fig. 6A, B) and AC3
(Fig. 6C, D), respectively, demonstrated co-localization
in the olfactory bulb. For ACS, in contrast, no clear co-
localization with astrocytes was found (Fig. 6E, F).

To test the contribution of Ca®*-activated AC1 and AC3
isoforms to cAMP signaling in OB astrocytes, we used
the AC1-specific antagonist ST 034307, as well as
NKY80, an antagonist of several adenylyl cyclases
including AC3 (Brand et al., 2013; Brust et al., 2017).
Blockage of AC1 with 10 uM ST 034307 completely
inhibited PE-induced cAMP responses in 69 % of the
astrocytes (n=47 out of 68), while in the remaining 31 %
of the astrocytes, the response did not differ
significantly from the rundown experiment (n=21 out
68; p=1; Fig. 6G, J). In addition, NKY80 (500 uM)
completely blocked cAMP signals in 59 % of the cells
(n=24 out of 41), whereas in the remaining 41 % of the
cells, the cAMP signal was not statistically different
from the rundown experiment (n=17 out of 41; p=1; Fig.
6H, J). The combined blockage of AC1 and AC3 led to a
total inhibition of the PE-induced cAMP signal (n=32;
Fig. 61-K). In our experiments, application of the AC
inhibitors itself led to an increase in the cAMP
concentration, which might result from them being a
positive modulator of Ca*-independent AC2 (Brust et
al., 2017). In conclusion, our results suggest that
stimulation of a; receptors by PE induces Ca?-
dependent cAMP signals in olfactory bulb astrocytes via
activation of AC1 and AC3.

Discussion

In this study, we investigated the mechanisms by which
NE evokes cAMP signaling in astrocytes of the

glomerular and external plexiform layers of the OB. Our
data demonstrate that NE induces cAMP generation via
all three adrenergic receptor classes, i.e., ai, a, and B
receptors. While B receptors evoke cAMP signals in all
OB astrocytes in a Ca**-independent manner by direct
stimulation of Gs-proteins, ay-mediated cAMP
responses as well as a,-mediated cAMP responses
occur in a subpopulation of astrocytes and require
intracellular Ca?* rises to activate Ca*-sensitive
adenylate cyclases AC1 and AC3. These findings
highlight a complex, receptor- and Ca?*-dependent
regulation of cAMP signaling that has not been
described in astrocytes before.

NE induces cAMP signals in astrocytes of the
olfactory bulb via ai, a2, and B receptors

We determined an ECso of approximately 2 uM for NE-
induced cAMP responses in OB astrocytes and used 10
UM for all further experiments, a concentration also
applied in previous studies addressing Ca®* signaling in
olfactory bulb astrocytes and excitability of olfactory
bulb neurons (Fischer et al., 2021; Zimnik et al., 2013).
Importantly, suppression of neuronal activity and
synaptic transmission only partly reduced NE-induced
cAMP signals, suggesting that the remaining effect is a
direct consequence of NE acting on astrocytes,
independent of neuronal input. Astrocytes are known
to participate in the “glutamate amplifies noradrenergic
effects” (GANE) mechanism by releasing glutamate that
triggers neuronal activity and hence further NE release
(Mather et al., 2016; Wabhis & Holt, 2021). As inhibiting
neuronal activity decreased NE-evoked rises in cAMP,
such a feedback loop also appears to exist in the
olfactory bulb.

We found that agonists for a4, a2, and B receptors each
induced cAMP elevations, indicating that all three
receptor types contribute to cAMP signaling under
resting conditions, which is in contrast to, e.g.,
hippocampal astrocytes in which B receptors increase
cAMP, and only a4 receptors increase Ca®* (Oe et al,,
2020). Given NE’s binding affinities at these receptors
(az > ay > B; (Ramos & Arnsten, 2007)), even low NE
levels could recruit a, and o4 receptors, while higher
concentrations are needed to activate B receptors.
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Fig. 6 Phenylephrine-induced
cAMP signals are mediated via
adenylyl cyclase subtypes 1 and 3

(A) Anti-GFAP/S100B immuno-
staining of astrocytes (red) and
anti-adenylyl cyclase 1
immunostaining  (AC1; green).
Nuclei are stained with Dapi (blue).
(B) Magnified view, with arrows
pointing to astrocytes co-stained
with  GFAP/S100B and AC1
antibodies. (C) Immunostaining of
astrocytes (red) and adenylyl
cyclase 3 (AC3, green). (D)
Magnified image, depicting
astrocytes co-stained with
GFAP/S100B and AC3 antibodies
(arrows). (E) Immunostaining of
astrocytes (red) and adenylyl
cyclase 8 (AC8, green). (F) In the
magnified view, no co-localization
of  GFAP/S100B and AC8
immunostaining was detected.
Scale bars: A, C, E; 50 uM. B, D, F;
10 uM (G) Effect of the AC1 blocker
ST 034307 (10 pM) on
phenylephrine (PE)-induced cAMP
signals. ST 034307 entirely blocked
cAMP transients in a subpopulation
of astrocytes (upper trace), but had
no significant effect on the cAMP
transients in  the remaining
astrocytes (lower trace). (H) Effect
of the AC3-blocker NKY80 (500 uM)
on PE-induced cAMP signals. In
some astrocytes, NKY80 entirely
inhibited cAMP transients (upper
trace), while in the remaining
astrocytes it had no significant
effect on cAMP transients (lower
trace). () Combination of
ST 034307 and NKY80 completely
blocked PE-induced cAMP signals.
(J). Fraction  of  astrocytes

responding to NE vs. not responding to NE in the presence of ST 034307, NKY80 and the combination of ST 034307 and NKY8&0.
(K) Analysis of the effects of the adenylyl cyclase inhibitors on PE-evoked cAMP signals. ***p < 0.001, n.s.= not significant; Kruskal
Wallis ANOVA and Dunn’s post hoc test. 7 mice for rundown, 5 mice for ST 034307, 5 mice for NKY80, 3 mice for ST 034307 +

NKY80.

12



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2025.11.10.687535; this version posted November 11, 2025. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

An unexpected result was the increase in cAMP evoked
by a, receptor activation. Astrocytes in the cortex show
opposing regulation of cAMP by a, and B receptors,
starting from astrocytic CAMP resting state (Rosenberg
et al., 2023), while in our experiments the a, agonist
xylazine decreased cAMP only when ACs were pre-
activated with forskolin. Hence, a, receptors bimodally
regulate cAMP signals depending on the activation
state of the astrocyte, increasing cAMP at resting cAMP
levels and decreasing cAMP when ACs are already
active and cAMP levels are elevated.

NE-induced and PE-induced cAMP signals differ in
their Ca®* dependency

Previous work has shown NE-induced Ca?* transients in
astrocytes via oy and a, receptors (Fischer et al., 2021),
and we now extend these findings by demonstrating
that NE-induced Ca?" signals increase cAMP. SERCA
inhibition with CPA reduced NE-induced cAMP signals
by approximately 35 %. The residual cAMP responses
were Ca**-independent and persisted even in Ca%*-free
extracellular solution, suggesting a direct activation of
ACs by G; proteins as described for signaling mediated
by B receptors. In contrast to NE-evoked cAMP signals,
PE-induced ay-mediated cAMP signals were entirely
dependent on Ca?* signaling. Although CPA alone did
not fully block these responses, the combination of CPA
with Ca**-free ACSF as well as IP3 receptor antagonism
entirely abolished cAMP generation. These results
suggest that the initial ER-derived Ca** release and
subsequent store-operated Ca?* entry (SOCE) are
essential for PE-induced AC activation. Interestingly,
while activation of a; receptors have previously been
associated primarily with Ca?* signaling in astrocytes of
various brain regions, as shown in vivo in the cerebral
cortex (Oe et al., 2020), cAMP responses to a; receptor
activation have been reported in peripheral systems
such as the uterine smooth muscle cells (Chen et al.,
2018). Our data show that OB astrocytes also have a,
receptor coupling to increases in cAMP via Ca*-
dependent AC1 and AC3. This highlights functional
diversity in a;-dependent signaling across brain regions
and the linkage of the two second messenger pathways
in astrocytes.

PE-induced cAMP signals require oya and asp
receptors and subsequent activation of AC1 and
AC3

We identified both asa and asp noradrenergic receptors
as key mediators of PE-induced Ca®* and cAMP signals
in OB astrocytes. However, there is a discrepancy
between Ca* and cAMP signaling regarding the cell
fractions that are sensitive to inhibition of asa versus aqp
receptors (Fig. 5l1). Blocking oya receptors completely
inhibited PE-induced Ca?®* signals in 88 % of cells,
whereas blocking aip receptors entirely blocked PE-
induced Ca?* signals in only 14 % of the cells, suggesting
that both astrocyte populations complete each other,
with aza being sufficient to elicit a Ca?* rise in the
majority of astrocytes. PE-induced cAMP signals were
entirely blocked by inhibition of o4 receptors in 75 % of
the cells, a fraction similar to that found in Ca?* imaging
experiments. Inhibition of aip receptors by BMY 7378
suppressed cAMP signals in about 80 % of the
astrocytes, a cell fraction much larger compared to the
fraction of astrocytes in which Ca?* signaling was
entirely inhibited by BMY 7378. However, Ca% signals in
astrocytes that were not entirely blocked by BMY 7378
were strongly attenuated, indicating that asp receptors,
while not essential to evoke Ca?* signals, augment Ca?*
signals induced by i receptors. Consequently,
attenuated PE-evoked Ca?* signals in the presence of
BMY 7378 were insufficient to stimulate Ca”-
dependent ACs and failed to elicit measurable cAMP
signals in the majority of astrocytes. Our data identified
AC1 and AC3 as the primary ACs responsible for PE-
induced cAMP production using the selective AC1
inhibitor ST034307 and the non-specific AC inhibitor
NKY80. NKY80 is known to mainly inhibit AC5 and
additionally AC2, AC3 and AC6, however, AC2, AC5 and
AC6 are not activated via Ca** and thus not involved in
Ca®*-dependent cAMP signals as described in the
present study (Brand et al., 2013; Brust et al., 2017;
Onda et al.,, 2001). Soluble adenylyl cyclase AC10 is
highly expressed in astrocytes in some brain regions
such as the hippocampus and is Ca?*-activated (Choi et
al., 2012; Jaiswal & Conti, 2003), hence it could mediate
PE-induced cAMP rises. However, neither ST034307 nor
NKY80 have been reported to inhibit AC10, and the
complete inhibition of PE-evoked cAMP signals by
combined ST034307 and NKY80 strongly suggests that
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not AC10, but AC1 and AC3 are the main Ca?*-activated
adenylyl cyclases in olfactory bulb astrocytes.
Immunohistochemical data supported the presence of
AC1 and AC3 in OB astrocytes. While prior studies
emphasized AC8 expression in the entire OB by in situ
hybridization (Choi et al., 2012; Jaiswal & Conti, 2003;
Muglia et al., 1999), our data suggests that AC1 and AC3
are more relevant in OB astrocytes and AC8 might be
expressed in other cell types. While we observed AC8
immunostaining in the olfactory bulb, we did not find
clear co-localization of AC8 and astrocyte markers, and
lack of AC8-dependent cAMP signaling might be due to
absence of AC8 in astrocytes.

Conclusion and implications

Together, our findings provide a comprehensive view of
NE-induced cAMP signaling in OB astrocytes and reveal
receptor-specific and Ca?**-dependent as well as Ca?-
independent signaling pathways. NE activates
astrocytic cCAMP production via a4, 02, and B receptors,
with distinct downstream mechanisms. Increases in
cAMP evoked by B receptors were Ca**-independent
and employ the canonical Gs pathway, whereas PE-
induced responses rely exclusively on intracellular Ca?*
signaling and require combined o receptor
activation for full activation of Ca?*-dependent
AC1/AC3. Activation of a, receptors also elicits both
Ca?" and cAMP rises, suggesting they employ the same
signaling mechanism involving Ca%*-dependent
stimulation of AC1 and AC3, however, when cAMP
levels are elevated, a, receptors inhibit cAMP
production by G;. These results underscore the complex
integration and tuning of cAMP and Ca?* signaling in
astrocytes and, in consideration of the importance of
both Ca* and cAMP for metabolic interaction as well as
synaptic plasticity, indicate that both second messenger
systems strongly interact to optimize neuronal
performance.

Material and methods

Animal handling

Mice were held in the animal facility of the Institute of
Cell and Systems Biology (University of Hamburg,
Hamburg, Germany) at a 12 h light/12 h dark cycle with
food and water ad libitum. Animal handling and all
experiments were approved by the local authorities

(Behorde  fur  Justiz  und  Verbraucherschutz,
Lebensmittel und Veterindrwesen Hamburg;
N010/2022) and followed German and European laws.
To express the cAMP sensor Flamindo2 in astrocytes,
C57BI/6) wild type mice of both sexes at an age range
from 4 to 16 weeks at the time of injection were used.
They were injected with endotoxin-free recombinant
adeno-associated viruses AAV¥P"P¢BhGFAP-Flamindo2
or AAV¥PPPAXhGFAP-Flamindo2 (Odaka et al., 2014;
Wendlandt et al., 2023). The capsid plasmid PhP-AX
(Addgene #195218) was kindly provided by Vivianna
Gradinaru and Xinhong Chen (Jang et al., 2023) and the
capsid plasmid PhP.eB (Addgene #103005) was a gift
from V. Gradinaru (Chan et al., 2017). All AAVs were
produced at the vector facility of the University Medical
Center Hamburg-Eppendorf (Hamburg, Germany). 70 pl
virus suspension containing 1*10% vg was injected i.v.
into the retro-bulbar sinus under isoflurane-anesthesia
(Fig. 1A). Experiments were performed 3 to 6 weeks
after injection. For experiments with simultaneous
cAMP and Ca? imaging, 1*10! vg AAV¥P"PAX gfa ABC1D-
NES-jRCaMP1la (addgene # 171120, Lohr et al., 2021)
was co-injected to image astrocytic Ca**. For Ca®
imaging without cAMP imaging, GLAST-CreERT2 x
GCaMP6s"*t mice (Chen et al., 2013; Mori et al., 2006)
at an age range between 6 and 21 weeks were injected
intraperitoneal three days in a row with tamoxifen
(Carbolution Chemicals, St. Ingbert, Germany), 10
mg/ml in Miglyol (Caelo, Hilden, Germany) at 10 pl/g
mouse weight. Imaging was conducted between 7 and
12 days after the first tamoxifen injection.

Solutions and drugs

Artificial cerebrospinal fluid (ACSF) used during
experiments contained (mM): 120 NaCl, 26 NaHCO3, 1
NaH,PO,, 2.5 KCI, 2.8 D-glucose, 2 CaCl,, 1 MgCl,. For
the preparation of the OBs and brain slicing, Ca*'-
reduced ACSF was used containing (in mM): 83 NacCl,
26.2 NaHCOs, 1 NaH,P0Q4, 2.5 KCl, 70 sucrose, 20 D-
glucose, 0.5 CaCly, 2.5 MgS0s. For experiments in Ca?*-
free conditions (0Ca?), ACSF was used containing
(mM): 120 NaCl, 26 NaHCOs, 1 NaH;POj, 2.5 KCI, 2.8 D-
glucose, 3 MgCl,, 0.5 EGTA. All components were
obtained from Carl Roth (Karlsruhe, Germany).

The following drugs were used: (R)-(-)-Phenylephrine
hydrochloride (3-[(1R)-1-hydroxy-2-
14


Christian Lohr
Rechteck


bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2025.11.10.687535; this version posted November 11, 2025. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

(methylamino)ethyl]phenol;hydrochloride; Abcam,
Cambridge, United Kingdom), 2-APB (2-
diphenylboranyloxyethanamine; Calbiochem,
Darmstadt, Germany), BMY7378 (8-[2-[4-(2-

methoxyphenyl)piperazin-1-yllethyl]-8-
azaspiro[4.5]decane-7,9-dione;dihydrochloride; Hello
Bio, Bristol, United Kingdom), CGP 55845 hydrochloride
(benzyl-[(2S)-3-[[(1S)-1-(3,4-
dichlorophenyl)ethyl]amino]-2-
hydroxypropyl]phosphinic acid; hydrochloride; Hello
Bio), Cyclopiazonic acid ((2R,3S,9R)-5-acetyl-4-hydroxy-
8,8-dimethyl-7,16-
diazapentacyclo[9.6.1.02,9.03,7.015,18]octadeca-
1(17),4,11(18),12,14-pentaen-6-one; Hello Bio), D-AP5
((2R)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid; Alomone
Labs, Jerusalem, Israel), Norepinephrine bitartrate (4-
[(1R)-2-amino-1-hydroxyethyl]benzene-1,2-diol;2,3-
dihydroxybutanedioic acid; Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), Forskolin
([(3R,4aR,5S,6S,6aS,10S,10aR,10bS)-3-ethenyl-
6,10,10b-trihydroxy-3,4a,7,7,10a-pentamethyl-1-oxo-
5,6,6a,8,9,10-hexahydro-2H-benzo[f]lchromen-5-yl]
acetate; Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA),
Gabazine (4-[6-imino-3-(4-methoxyphenyl)pyridazin-1-
yllbutanoic acid; Abcam), HC-067047 (2-methyl-1-(3-
morpholin-4-ylpropyl)-5-phenyl-N-[3-
(trifluoromethyl)phenyl]pyrrole-3-carboxamide;
Calbiochem), ICl 118,551 hydrochloride ((2R,3S)-1-[(7-
methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy]-3-(propan-2-
ylamino)butan-2-ol;hydrochloride; Tocris Bioscience,
Bristol, United Kingdom), Isoprenaline hydrochloride
(4-[1-hydroxy-2-(propan-2-ylamino)ethyl]lbenzene-1,2-
diol;hydrochloride; Abcam), NBQX (disodium;6-nitro-7-
sulfamoylbenzo[f]quinoxaline-2,3-diolate; Alomone
Labs), NKY80 (2-amino-7-(furan-2-yl)-7,8-dihydro-6H-
guinazolin-5-one; Tocris Bioscience), Prazosin
hydrochloride ([4-(4-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-
2-yl)piperazin-1-yl]-(furan-2-
yl)methanone;hydrochloride; Tocris
Rauwolscine hydrochloride
(1S,15S,18S,19S,20S)-18-hydroxy-
1,3,11,12,14,15,16,17,18,19,20,21-
dodecahydroyohimban-19-carboxylate;hydrochloride;
Tocris Bioscience), R$100329 hydochloride (5-methyl-3-
[3-[4-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)phenyl]piperazin-1-
yllpropyl]-1H-pyrimidine-2,4-dione;hydrochloride;

Bioscience),
(methyl

Tocris  Bioscience), ST 034307  (6-chloro-2-
(trichloromethyl)chromen-4-one; Tocris Bioscience),
tetrodotoxin citrate ((1R,5R,6R,7R,9S,11S,12S,13S,14S)-
3-amino-14-(hydroxymethyl)-8,10-dioxa-2,4-
diazatetracyclo[7.3.1.17,11.01,6]tetradec-3-ene-
5,9,12,13,14-pentol; Hello Bio), Xylazine (N-(2,6-
dimethylphenyl)-5,6-dihydro-4H-1,3-thiazin-2-
amine;hydrochloride; Merck). Stock solutions of drugs
were prepared as stated by the manufacturer. Stocks
solutions were diluted in ACSF and applied via the
perfusion system.

Preparation of acute brain slices

Mice were anesthetized with isoflurane (5% v/v in
oxygen) and decapitated. OBs were quickly dissected in
chilled Ca**-reduced ACSF. 220 um sagittal slices of OBs
(Fig. 1 B, C) were prepared using a vibratome (VT1200S,
Leica, Bensheim, Germany), stored in ACSF at 30 °C for
30 min, and then kept at room temperature until the
start of the experiment. Solutions were steadily gassed
with carbogen (95% O,, 5% CO.).

Confocal Imaging

After transferring slices to the recording chamber,
imaging was performed with a confocal microscope
(eC1, Nikon, Dusseldorf, Germany). Flamindo 2 was
excited at 488 nm and emission detected from 500 to
530 nm. Images of astrocytes located in the glomerular
and external plexiform layers (see Fig. 1C) (Lohr et al.,
2014) were acquired at a rate of one frame every 5 s.
Noradrenergic agonists were applied for 30 s via the
perfusion system, using a peristaltic pump and a pump
speed of 2.35 ml/min. Antagonists were incubated for
10 min before agonists were applied, except inhibitors
of adenylyl cyclases (ACs) which were incubated for
30 min. Similar settings were used to image intracellular
Ca?* using GCaMP6s. For simultaneous imaging of cAMP
and Ca%, Flamindo2 was excited at 488 nm and
jRCaMP1b was excited at 543 nm and emission
collected between 553 and 618 nm. For H* (pH)
measurements, acute slices were incubated with 10 uM
pHrodo Red AM and 100 uM PowerlLoad (both from
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 30 min and the same
optical parameters were used for pHrodo Red imaging
as for jRCaMP1b.
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Immunohistochemistry

Immunohistological staining was performed as
described before (Beiersdorfer et al., 2020). Brains
were fixed in 4 % Roti-Histofix (Roth, Karlsruhe,
Germany) for 1 h and washed three times in PBS (in
mM): 130 NaCl, 7 Na;HPQO,, 3 NaH,PQO,, pH adjusted to
7.4. OBs were sliced into 150 um sagittal slices by a
vibratome (VT1000, Leica, Bensheim, Germany).
Antigen retrieval was performed in TE buffer
(containing in mM: 10 Tris-HCI, 1 EDTA, 0.05 % Tween;
pH adjusted to 9.0) at 95-98 °C for 15-20 min.
Following a cooling period of 35-40 min, slices were
incubated in blocking solution (5 % normal goat serum
(NGS, Cell Signaling Technology) and 0.5 % Triton X-100
in PBS). After blocking, slices were incubated with
primary antibodies for 48 h at room temperature
diluted in primary antibody solution (blocking solution
1:10 in PBS), three times washed in PBS and
subsequently incubated in secondary antibodies
(dilution: 1:1000 in PBS) at 4 °C for 24 h. Afterwards
slices were washed 3 X in PBS, and embedded on
microscope slides (Thermo Fisher Scientific) with
Shandon Immu-Mount (Thermo Fisher Scientific) and
cover-slipped (Carl Roth). Images were captured by
confocal microscope (eC1, Nikon, Disseldorf, Germany)
and processed using Fiji Image) (http://imagej.org) and
GIMP2.0 (https://www.gimp.org). Schematic drawings
were prepared with Biorender (www.biorender.com;
license  numbers GK28ZAAYYM, GP28ZAAVAO,
Z528ZAAMUV).

The following antibodies were used: Rabbit anti-ADCY1
(1:200; 55067-1-AP; Proteintech, Rosemont, lllinois,
USA), rabbit anti-ADCY3  (1:200; 19492-1-AP;
Proteintech), rabbit anti-ADCY8 (1:200; 55065-1-AP;
Proteintech), rabbit anti-GFAP (1:500; Z0334 429-2;
Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Denmark),
chicken anti-GFP  (1:500; NB100-1614; Novus
Biologicals, Centennial, Colorado, USA), rabbit anti-
S100B (1:500; Z0311; Dako). Secondary antibodies:
Goat anti-chicken Alexa 488 (1:1000; Invitrogen), goat
anti-chicken Alexa 555 (1:1000; Invitrogen (part of
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA),
goat anti-rabbit Alexa 488 (1:1000; Invitrogen), goat
anti-rabbit Alexa 555 (1:1000; Invitrogen). Nuclear
stain: DAPI (5 uM; A1001 ; Applichem, Darmstadt,
Germany).

Data analysis and statistics

Imaging data was analyzed by marking cells as regions
of interest (ROIs) in EZ-C1Viewer software (Nikon) and
extracting data to Excel (Microsoft, USA) and Origin Pro
9.1 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). The
intensity of basal fluorescence F was set to 100 % and
relative changes of fluorescence were measured (AF).
Signals with relative changes below 3 % AF did not stand
out significantly against noise and were excluded from
further analysis. In contrast to GCaMP6s and pHrodo
Red, which increase their fluorescence with an
increasing concentration of the respective ion, an
increase in the intracellular cAMP concentration is
reflected by a decrease in Flamindo2 fluorescence
(Odaka et al., 2014) and we depict fluorescence traces
inverted (-AF) to better illustrate actual cAMP changes.
Traces represent one single exemplary cell. All values
are stated as mean values + standard error of the mean.
The number n corresponds to the number of analyzed
cells. Each set of experiments was carried out on brain
slices prepared from at least three animals. A sigmoidal
fit was used to analyze the dose-response relationship
of NE-evoked cAMP transients (Origin Pro 9.1). The
following tests were used for evaluation of statistical
significance: Outliers were identified and dismissed by
Grubbs test. Wilcoxon signed rank test was used for
paired data, Mann-Whitney-U test for independent
data. For comparisons involving more than two groups,
the Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s post hoc
test was applied for independent data, and the
Friedmann ANOVA followed by Wilcoxon signed-rank
post hoc test for paired data. Significant differences
were assumed with error probabilities p < 0.05 (*p <
0.05, ¥*p < 0.01, ***p < 0.001).
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Fig. s1. Effect of pH changes on Flamindo2 fluorescence. (A) Changes in cAMP (black) and H* (red) concentrations induced by
norepinephrine (NE) and NH4Cl. Note that the Flamindo2 trace is inverted (-AF) and Flamindo2 fluorescence decreases upon
acidification by NH4Cl. (B) Quantification of cAMP and H* changes. The results demonstrate pH sensitivity of Flamindo2,
however, application of NE fails to evoke pH shifts, indicating that NE-evoked changes in Flamindo2 fluorescence are not pH-

dependent. Data from 4 mice.
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Fig. s2. Tetrodotoxin (TTX) reduces NE-evoked cAMP responses in OB astrocytes. (A) Bath application of norepinephrine (NE,
10 uM) for 30 s resulted in transient increases in cAMP in the absence (control) and in (B) the presence of 0.5 uM TTX. (C) NE-
evoked increases in cAMP were significantly reduced by TTX. ***p < 0.001, Mann-Whitney U-test; data from 6 mice for control

(NE), 6 mice for TTX (NE + TTX).
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Fig. s3. Amplitudes of cAMP responses evoked by various adrenergic agonists in OB astrocytes. Bath application of
norepinephrine (NE, 10 uM; data from 6 mice), isoprenaline (Iso, 100 uM; data from 3 mice), phenylephrine (PE, 100 uM; data
from 4 mice) and xylazine (Xyl, 80 uM; data from 3 mice) evoked increases in the cAMP concentration.
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Fig. s4. Cyclopiazonic acid and isoprenaline induced cAMP signals in olfactory bulb astrocytes. (A) Depletion of intracellular
Ca?* stores by cyclopiazonic acid is visible by a moderate increase in jRCaMP1a fluorescence (red trace) and accompanied by
an increase in Flamindo2 fluorescence (black trace), indicating a rise in cAMP. Norepinephrine (NE, 10 uM) was applied as a
control to test for vital Ca?* and cAMP signaling. (B) NE evoked both cAMP (black trace) and Ca?* signals (red trace), whereas
isoprenaline (Iso, 100 uM) induced only cAMP signals. (C) Analysis of the Iso-induced cAMP and Ca?* signals, normalized to the
amplitude of the NE-evoked response which was set to 100 %. ***p < 0.001, Mann-Whitney-U test. Rundown control: Data
from 3 mice Flamindo2, 3 mice Flamindo2 + jRCaMP1a; Iso: data from 2 mice Flamindo2 + jRCaMP1a. (D) cAMP signals evoked
by repetitive application of Iso as a rundown experiment. (E) Effect of 20 uM cyclopiazonic acid (CPA) on Iso-evoked cAMP
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signals. (F) In the presence of CPA, Iso-evoked cAMP responses were not significantly altered compared to the corresponding
rundown experiment. n.s. not significant, Mann-Whitney-U test; rundown: data from 3 mice; CPA: data from 3 mice.

A Rundown short (10 min interval) B
200+
*¥%
— n=29 n=29
5 min § 1504
% 28 y
e 2 9 0:3
=) i% 100 Sirets
E e o“::’.'
L] [ ] o g
PE PE S .
o]
1. PE 2. PE
C Rundown long (30 min interval) D -
200+ n= 40 n= 40
5 min /‘é\ 150 *
% o 8 E
2 =k %
i . S O .
0 /30 min/ £ = 10 gt
= e
< e 'Q"’“
© 504 X
- . S .
PE PE
1. PE 2. PE

Fig. s5 Phenylephrine rundown experiments. (A) Phenylephrine (PE)-induced cAMP signals evoked by two PE applications
with intervals of 10 minutes (rundown short). (B) A second application of PE evoked significantly smaller responses compared
to the first application. **p < 0.01, Mann-Whitney-U test, data from 3 mice. (C) PE applications with intervals of 30 minutes
(rundown long). (B) A second application of PE evoked significantly smaller responses compared to the first application. ***p <
0.001, Mann-Whitney-U test; data from 7 mice.
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Fig. s6 Cyclopiazonic acid has no effect on adenylyl cyclase activity. (A) Astrocytic cCAMP signals evoked by repetitive
application of 3 uM forskolin. (B) Forskolin-evoked cAMP transients before and in the presence of 20 uM cyclopiazonic acid
(CPA). (€C) CPA has no significant effect on forskolin-evoked cAMP increases n.s. not significant, Mann-Whitney-U test, data
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Fig. s7 Ca? and cAMP signaling induced by phenylephrine and norepinephrine. (A) Phenylephrine (PE)- and
norepinephrine (NE)-induced Ca* and (B) cAMP signals. (C) Fraction of responding astrocytes. While virtually all astrocytes
responded to NE and PE with Ca?* transients, only 53 % of astrocytes (71 out of 133) responded to PE application with an
increase in cAMP. Data from 3 mice for Ca%*, 3 mice for cAMP.
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Fig. s8 Rundown of three phenylephrine (PE)-induced Ca?* signals. (A) Ca?* signals in olfactory bulb astrocytes evoked by
repetitive PE-applications. (B) Analysis of the Ca?* sighal amplitudes, normalized to the amplitude of the first response.
n.s.=not significant, ***, p < 0.001. Friedmann ANOVA and Wilcoxon signed-rank post hoc test, data from 4 mice.

Table s1. Amplitudes of norepinephrine-induced cAMP signals in astrocytes at concentrations ranging from 1-30 pM (raw
values for dose-response curve in Fig.1J). Data from 3 mice.

Concentration norepinephrine | Mean amplitudes + SEM (% -AF) ' n

1 uM 6.1+0.8 88
3uM 23.7+1.1 88
10 pM 27.4+0.9 88

30 uM 31.0+0.9 88
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Table s2. Amplitudes of phenylephrine-induced cAMP signals in astrocytes at concentrations ranging from 1-300 uM (raw

values for dose-response curve in Fig. 4B). Data from 6 mice.

Concentration phenylephrine
1uM

3 uM

10 uM

30 uM

100 pM

300 uM

Mean amplitudes + SEM (% -AF)

3.7+0.5
6.3+0.3
6.6+0.2
77104
8.3+0.5
8.7+0.7

n
61
84
112
80
57
29
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cyclic AMP (cAMP) is an important second messenger in virtually all animal cell types, including astrocytes. In

Dopamine the brain, it modulates energy metabolism, development and synaptic plasticity. Dopamine receptors are G

il receptor protein-coupled receptors that affect cAMP production by adenylyl cyclases. They are divided into two sub-
strocytes

groups, D1-like receptors linked to G proteins stimulating cAMP production and D2-like receptors linked to Gi/,
proteins inhibiting cAMP production. In the present study, we investigated the effect of dopamine receptor
activation on cAMP dynamics in astrocytes of the mouse olfactory bulb, the brain region with the largest pop-
ulation of dopaminergic neurons. Using the genetically encoded cAMP sensor Flamindo2 we visualized changes
in the cytosolic cCAMP concentration and showed that dopamine application results in a transient increase in
cAMP. This cAMP increase could be mimicked by the D1-like receptor agonist A 68930 and was inhibited by the
D1-like receptor antagonist SCH 23390, whereas D2-like receptor ligands had no effect on the astrocytic cAMP

Olfactory bulb
Cyclic adenosine monophosphate

concentration. Thus, olfactory bulb astrocytes express D1-like receptors that are linked to cAMP production.

1. Introduction

Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) is a ubiquitous second
messenger that is involved in the orchestration of molecular and
biochemical processes throughout the animal kingdom (Gancedo,
2013). In mammals, cAMP is produced from adenosine triphosphate
(ATP) by adenylyl cyclases (ACs), a family of ten. One of the isoforms is
soluble while nine are membrane anchored (Devasani and Yao, 2022).
AC activity is under control of several G protein-coupled receptors, with
G, proteins stimulating, and Gj/, proteins inhibiting ACs (Devasani and
Yao, 2022). Hence, the combination of Gs- and Gj/,-coupled receptors
with particular ACs in a given cell determines cAMP signaling properties
and function. In the nervous system, cAMP signaling is involved in
learning and memory formation as well as neuronal development
(Nguyen and Woo, 2003; Nicol and Gaspar, 2014). In glial cells such as
astrocytes, cCAMP signaling has been shown to regulate gene expression,
glycogenolysis, extracellular K clearance and immune responses to
neuroinflammation (Horvat and Vardjan, 2019; Zhou et al., 2019).

Astrocytes in the olfactory bulb have been studied extensively in
terms of Ca" signaling. Olfactory bulb astrocytes express receptors for
glutamate, GABA, norepinephrine, ATP and adenosine that mediate

Ca>" release from internal stores (Rotermund et al., 2019). In addition,
Ca?* increases upon activation of D1 and D2-like dopamine receptors,
which are canonically linked to AC stimulation and inhibition, respec-
tively (Fischer et al., 2020). Much less is known about cAMP signaling in
olfactory bulb astrocytes, thus we imaged astrocytic cAMP signals in
olfactory bulb brain slices in response to stimulation of dopaminergic
receptors. We found that activation of D1-like receptors increased the
cytosolic cAMP concentration in olfactory bulb astrocytes whereas
stimulation of D2-like receptors, usually coupled to Gj,, proteins, had no
effect on resting cAMP levels nor on cAMP levels elevated due to
application of forskolin, an activator of ACs. Our results show that
dopaminergic signaling in olfactory bulb astrocytes is linked to cAMP
signaling via D1-like receptors.

2. Material and methods
2.1. Animal handling and preparation of brain slices
All experiments were performed as described before (Wendlandt

et al., 2023). Experiments were performed on 6-16 week old C57Bl/6J
wild type mice of both sexes (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,

Abbreviations: AC, adenylyl cyclase; ATP, adenosine triphosphate; cAMP, cyclic adenosine monophosphate; GABA, gamma amino butyric acid.
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USA). Mice were held in the animal facility of the Institute of Cell and
Systems Biology (University of Hamburg). Mice were kept in a 12/12
light/dark cycle and had access to food and water ad libitum. All ex-
periments were performed in accordance with German law, the directive
2010/63/EU and were approved by the local ethics committee and the
Behorde fiir Justiz und Verbraucherschutz, Lebensmittel und Veter-
inarwesen Hamburg (N 010/2021). We used endotoxin-free recombi-
nant adeno-associated viruses AAV>""P*hGFAP-Flamindo?2 to express
the genetically encoded cAMP sensor Flamindo2 in astrocytes. Virus
suspensions (70 pl virus suspension containing 1.0 to 1.2 x 10'! viral
genomes) were diluted with sterile saline and injected i.v. into the
orbital sinus of isoflurane-anesthetized mice. Three to four weeks after
virus injection, mice were anesthetized using isoflurane (5% v/v in ox-
ygen) and decapitated. Brains were quickly dissected and transferred
into chilled Na*/Ca?t-reduced in artificial cerebrospinal fluid (ACSF)
(in mM: NaCl, 83; NaHCOs3, 26.2; NaH,PO4, 1; KCI, 2.5; sucrose, 70;
p-glucose, 20; CaCly, 0.5; MgSOy4, 2.5) that was continuously gassed with
carbogen (95% O2/5% CO»; buffered to pH 7.4 with COy/bicarbonate)
during the entire preparation procedure and 220 pm thick slices of the
bulbs were cut using a vibratome.

2.2. Confocal cAMP imaging and data analysis

Brain slices were placed in ACSF (in mM: NaCl, 120; NaHCOs, 26;
NaH,POy, 1; KCl, 2.5; p-glucose, 2.8; CaCly, 2; MgCly, 1) in an experi-
mental chamber and changes in the intracellular cAMP concentration
were visualized by the genetically encoded cAMP indicator Flamindo2
that was excited at 488 nm. Fluorescence was collected between 500 and

Neurochemistry International 179 (2024) 105828

530 nm using a confocal microscope (eC1, Nikon). Time series of images
were recorded at a frame rate of 1 frame every 5 s. Data were evaluated
with Nikon EZ-C1 Viewer (Nikon), processed using Excel (Microsoft,
USA) and statistical tests were applied with Origin Pro 9.1 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA). Flamindo2-expressing astrocytes in
the glomerular layer were marked by a region of interest (ROI) and the
mean fluorescence intensity within the ROI was measured throughout
the time series. The mean fluorescence intensity (F) was normalized to
the basal fluorescence intensity at rest which was set to 100%, hence
changes in fluorescence intensity are stated as AF in %. Since an increase
in the cAMP concentration in astrocytes is reported as a decrease in
Flamindo2 fluorescence, we inverted the fluorescence traces in the fig-
ures to render perception of the results more intuitively. All data values
are given as mean =+ standard error of the mean (SEM) with n repre-
senting the number of astrocytes analyzed. For each set of experiments,
at least three animals were used. Means were tested for statistical dif-
ferences using the Mann-Whitney-U test. For multiple comparisons the
Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s post hoc test was used.
Statistical differences were indicated with *p < 0.05, **p < 0.01 and
#%p < 0.001.

3. Results
3.1. Dopamine-evoked cAMP responses in olfactory bulb astrocytes
We used Flamindo2-expressing astrocytes in the glomerular layer of

acute olfactory bulb brain slices to study dopaminergic cAMP signaling
(Fig. 1A). As shown before (Wendlandt et al., 2023), Flamindo2 was
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Fig. 1. Dopamine increases the cAMP concentration in olfactory bulb astrocytes. A) Olfactory bulb astrocytes in the glomerular layer expressing the cAMP sensor
Flamindo2. Scale bar: 25 pm. B) Increases in cAMP evoked by dopamine (Dop). C) The cAMP responses evoked by 300 pM and 500 pM dopamine were not
significantly different. D) Repetitive application of dopamine evoked cAMP responses in somata (black trace) and cell processes (light gray trace). E) The cAMP
responses in cell processes (light gray bars) were significantly smaller than those in somata (dark gray bars). **p < 0.01. F) Dopamine-evoked cAMP responses in the
absence and presence of the neurotoxin tetrodotoxin (TTX). G) Suppression of neuronal activity with TTX had no significant effect (n.s.) on dopamine-evoked cAMP
responses when compared to the corresponding (second) application of control experiments in the absence of TTX.



L. von Kalben et al.

exclusively expressed by astrocytes (Suppl. Fig. 1). Bath application of
300 pM and 500 pM dopamine evoked cAMP responses of 10.4+0.6 %
-AF (n = 48) and 12.9+1.1 % -AF (n = 36) (Fig. 1B and C), respectively,
as recorded in somata of astrocytes. The response amplitude between
both concentrations was not significantly different and we used 500 pM
dopamine in all further experiments since this concentration evoked
slightly larger responses compared to 300 pM. In total, 92 % of
Flamindo2-expressing astrocytes responded to bath application of 500
pM dopamine (Suppl. Figs. 2A-C). We applied dopamine repetitively
with an interval of 10 min and analyzed cAMP responses in somata and
cell processes separately (Fig. 1D; see also Suppl. Figs. 2D and E). The
cAMP response in somata evoked by the first application of 500 pM
dopamine (see above) was significantly larger than in cell processes with
an amplitude of 9.9+1.1 % -AF (n = 27) (Fig. 1E). The responses in both
the somata and the cell processes decreased in amplitude from one
dopamine application to the next, however, this decrease was not sig-
nificant. We could not detect any differences in the response onset be-
tween somata and cell processes. To rule out an indirect stimulation of
astrocytes by dopamine-evoked neuronal neurotransmitter release, we
suppressed neuronal activity with tetrodotoxin (TTX, Fig. 1F). Since
responses evoked by dopamine in the presence of TTX were not signif-
icantly different from the corresponding dopamine application in con-
trol experiments (2nd application, Fig. 1G; somata 10.4+1.0 -AF, n = 36
vs 9.0+0.8 % -AF, n = 26; cell processes 7.9+1.0 -AF, n = 27 vs 7.0+1.0
% -AF, n = 14) olfactory bulb astrocytes seem to express dopamine re-
ceptors that are linked to AC activation.

3.2. D1-like dopaminergic receptors mediate cCAMP responses in olfactory
bulb astrocytes

We generated a pharmacological profile of the dopaminergic

A
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responses by analyzing cAMP signals in the somata of the astrocytes.
Since D1-like dopaminergic receptors are known to stimulate ACs, we
tested the effect of the D1-like receptor antagonist SCH 23390 (10 pM)
incubated for 10 min (Fig. 2A). SCH 23390 reduced the dopamine-
evoked cAMP responses by 87+3 % of the control before application
of SCH 23390 (n = 51) (Fig. 2B), indicating that dopamine mainly acts
via D1-like receptors. This was confirmed by the stimulatory effect of A
68930 (50-100 pM), a D1-like receptor agonist (Fig. 2C and Suppl.
Figs. 3A and B). 50 pM of A 68930 induced cAMP signals with an
amplitude of 7.3+0.7 % -AF (n = 12) upon a first application. A second
application produced cAMP signals that were not significantly different,
while responses by a third application were significantly smaller
compared to the first application, suggesting desensitization of the re-
ceptors and/or downstream components of the signaling pathway
(Fig. 2D). Virtually all cells that responded to dopamine also responded
to A 68930 with an increase in cAMP (Suppl. Figs. 3A and B). To test for
D2-like receptors that are linked to inhibition of ACs and hence a
decrease in cAMP, we used the D2-selective agonist quinpirole (1-20
pM). We reasoned that we might see an effect of inhibiting ACs on cAMP
levels only if the ACs were pre-stimulated with 10 uM forskolin. How-
ever, neither at resting cAMP levels nor at elevated cAMP levels was
quinpirole able to reduce the cAMP concentration (Fig. 2E and F). The
results show that dopamine increases the cAMP concentration in olfac-
tory bulb astrocytes by D1-like dopaminergic receptors, but fails to
decrease the cAMP concentration by stimulation of D2-like receptors. It
has been shown that dopamine is able to activate beta-adrenergic re-
ceptors that increase cAMP levels (Lei, 2014) and we tested the
beta-adrenergic antagonist ICI 118.551 on dopamine-evoked cAMP
signals in olfactory bulb astrocytes (Suppl. Fig. 3). 15 pM ICI 118.551
reduced dopaminergic cAMP transients by 28.5+3.7 % (n = 37), indi-
cating that the activation of beta-adrenergic receptors had only a minor
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Fig. 2. D1-like receptors mediate increases in the cAMP concentration. A) Effect of the D1-like dopamine receptor antagonist SCH 23390 (10 pM). B) SCH 23390
greatly reduced dopamine-evoked cAMP responses. ***p < 0.001. C) Repetitive application of the D1-like agonist A 68930. D) Repetitive application of A 68930
evoked cAMP responses with slightly descending amplitude. n.s. not significant, **p < 0.01. E) The D2-like agonist quinpirole failed to reduce the cAMP concen-
tration even when cAMP was elevated by the AC activator forskolin (10 pM) at a concentration of 1 pM and F) 20 pM.
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contribution to the dopamine-evoked cAMP signals we recorded.
4. Discussion

Our results show an increase in cAMP levels evoked by dopamine
receptors with a D1-like pharmacological profile in mouse olfactory bulb
astrocytes. In contrast, we did not find any indication of D2-like re-
ceptors linked to AC inhibition and hence cAMP decrease. The potent
D2-like-specific agonist quinpirole at a concentration of 20 pM which is
several orders of magnitude higher than the ECs values at D2-like re-
ceptors failed to reduce the cAMP concentration in astrocytes even when
the cAMP level was raised by stimulating the ACs with forskolin, ques-
tioning the presence of D2-like receptors in olfactory bulb astrocytes.
This finding is in contrast to our recent report that olfactory bulb as-
trocytes generate increases in cytosolic Ca2t triggered by D2-like re-
ceptor activation in juvenile mice with an age up to three weeks (Fischer
et al., 2020). Mice in the present study were six weeks and older. Hence,
down-regulation of D2-like receptors during adolescent development
might account for the differences in these two studies with respect to the
presence of D2-like receptor-dependent signaling. Alternatively, D2 re-
ceptors might not form Gi-coupled homomers in the olfactory bulb and
exist only as calcium mobilizing D1/D2 heteromers (Chun et al., 2013).
Distinguishing between these possibilities warrants further investiga-
tion. In Fischer et al. (2020) we found that only high concentrations of
300-500 puM of dopamine were able to fully activate dopaminergic Ca®*
signaling (with an ECsq of 76 pM) and we used dopamine in the same
concentration range in the present study. Since neurons expressing
dopamine transporters are found at high density in the mouse olfactory
bulb (Banerjee et al., 2015), efficient dopamine uptake might result in
much lower dopamine concentrations at the receptors in the tissue,
which could explain the high concentrations needed to fully activate
dopamine receptors in our studies. High concentrations of dopamine
might also stimulate beta-adrenergic receptors (Lei, 2014), as verified by
the small but significant inhibiting effect of beta-adrenergic antagonists
on the dopaminergic cAMP signals in our study. We found smaller am-
plitudes of dopamine-evoked, cAMP-dependent fluorescence changes in
astrocyte processes compared to the soma, suggesting that cAMP is more
efficiently generated in the soma due to, e.g., a higher concentration of
dopamine receptors or other components of the AC-cAMP signaling
pathway. However, we cannot exclude that in regions of interest
covering cell processes, a larger number of pixels from structures not
expressing Flamindo2 (that are thus non-fluorescent and do not
contribute to fluorescence changes) are included in the region of inter-
est, leading to an apparently smaller amplitude of changes in the mean
fluorescence signal compared to the soma.

Dopamine plays an important role in information processing in the
olfactory bulb which in mice harbors the largest population of dopa-
minergic neurons in the brain (Cave and Baker, 2009). D2-like receptors
located on synaptic terminals of afferent sensory fibers in the glomeruli
of the olfactory bulb lead to inhibition of voltage-gated Ca" channels
and thereby regulate glutamate release (Ennis et al., 2001). In addition,
D1-like receptors expressed by external tufted cells potentiate Iy, currents
leading to depolarisation and feed-forward excitation of the neuronal
network (Liu et al., 2013). Thereby, dopamine significantly shapes the
input signal into the olfactory bulb. Dopaminergic neurons and fibers
are mostly restricted to the glomerular layer with only few extensions
into the external plexiform layer (Liu et al., 2013) and thus we focussed
on astrocytes in this olfactory bulb subregion. Our results show that not
only olfactory bulb neurons but also astrocytes are prone to dopami-
nergic stimulation and might contribute to dopaminergic modulation of
the neuronal network. Olfactory bulb astrocytes have been shown to
affect both mitral and granule cells by release of glutamate and GABA
(Kozlov et al., 2006). In addition, ATP is released by olfactory bulb as-
trocytes and rapidly degraded to adenosine, which modulates mitral
cells by activating 2-pore domain K™ channels. The adenosine also at-
tenuates dendro-dendritic reciprocal inhibition between mitral and
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granule cells by suppression of presynaptic voltage-gated Ca?" channels
(Rotermund et al., 2019). As we now demonstrate that dopamine not
only increases astrocytic calcium (Fischer et al., 2020) but also cAMP, it
will be interesting to study further whether cAMP modulates release of
ATP, glutamate and GABA from olfactory bulb astrocytes and accounts
for some of the effects of dopamine on synaptic plasticity and neuronal
coding of odor information (Ennis et al., 2001; Liu et al., 2013). In the
hippocampus, cAMP signaling in astrocytes is involved in synaptic
plasticity and memory formation (Oe et al., 2020; Zhou et al., 2021),
demonstrating the important role astrocytic cAMP signaling plays in
neuronal function. In addition, cAMP signaling has been shown to affect
the metabolic state of astrocytes, leading to an increase in glycolysis,
intracellular lactate levels, and support of neurons with lactate
(Theparambil et al., 2024; Vardjan et al., 2018). Hence, dopaminergic
neurons might communicate metabolic demands of active glomeruli to
astrocytes by adressing dopamine-dependent cAMP signaling.
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5. Supplement

Supplementary Fig. 1. Flamindo2 expression in olfactory bulb astrocytes. Flamindo2 was visualized by anti-GFP
antibody staining (left, green channel). Astrocytes were identified by a combination of anti-GFAP/anti-S100B
antibodies (middle, red). For antibody staining, acute brain slices were fixed for 1 h in 4% formaldehyd in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) after an imaging experiment. After blocking unspecific binding sites with
5% normal goat serum in PBS for 1 h, slices were incubated with anti-GFP (1:500; chicken, #132 006, Synaptic
Systems, Gottingen, Germany), anti GFAP (1:500; rabbit, Z0334, Dako, Hamburg, Germany) and anti-S100 (1:500;
rabbit, 20311, Dako) over night. Secondary antibodies (Alexa Fluor 488 goat anti-chicken, #Ab150173, Abcam,
Cambridge, UK; Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit, #A21429, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) were
incubated over night, slices mounted in Shandon Immu-Mount (Life-Technologies) and images recorded using a
confocal microscope (Nikon eC1). All cells expressing Flamindo2 (arrows) were also labeled by GFAP/S100B
antibodies, while some GFAP/S100B-positive cells were Flamindo2-negative (arrowheads), indicating that all
Flamindo2-expressing cells were astrocytes, but not all astrocytes expressed Flamindo2. Scale bar: 50 um.
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Supplementary Fig. 2. Dopamine-evoked increases in the cAMP concentration in olfactory bulb astrocytes. A)
Flamindo2-expressing astrocytes in an acute mouse olfactory brain slice. Regions of interest (1-11) indicate
regions in which fluorescence traces depicted in B) were recorded. Scale bar: 50 um. B) Responses of Flamindo2-
expressing astrocytes to dopamine. All but one cell (ROI 6) responded to bath application of 500 mM dopamine
(30's). C) 92 % of Flamindo2-expressing astrocytes responded to application of dopamine with an increase in the
cAMP concentration. D) Regions of interest covering the cell body (1) and several cell processes (2-5) of an
individual Flamindo2-expressing astrocyte. Scale bar: 10 um. E) Traces of dopamine-evoked fluorescence
changes as recorded in the regions of interest in D).
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Supplementary Fig. 3. Effect of the D1-like receptor-specific agonist A 68930 and the beta-adrenergic
antagonist ICl 118.551 on cAMP signaling in olfactory bulb astrocytes. A) The D1-like agonist A 68930 and
dopamine evoked increases in cAMP in olfactory bulb astrocytes. B) The mean amplitudes of increase in cAMP
were not significantly different between 100 uM A 68930 and 500 uM dopamine. C) Effect of the beta-adrenergic
antagonist ICl 118.551 on dopamine-evoked cAMP transients. D) 15 uM of ICl 118.551 significantly reduced

dopamine-evoked cAMP transients (***p < 0.001).
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Introduction: The cyclic nucleotide cyclic adenosine monophosphate (CAMP) is
a ubiquitous second messenger, which is known to play an important anti-
inflammatory role. Astrocytes in the central nervous system (CNS) can modulate
inflammation but little is known about the significance of cAMP in their function.

Methods: We investigated cAMP dynamics in mouse olfactory bulb astrocytes in
brain slices prepared from healthy and experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) mice.

Results: The purinergic receptor ligands adenosine and adenosine triphosphate
(ATP) both induced transient increases in cAMP in astrocytes expressing the
genetically encoded cAMP sensor Flamindo2. The A, receptor antagonist
ZM241385 inhibited the responses. Similar transient increases in astrocytic
cAMP occurred when olfactory receptor neurons were stimulated electrically,
resulting in ATP release from the stimulated axons that increased cAMP, again via
Ao receptors. Notably, Aop-mediated responses to ATP and adenosine were not
different in EAE mice as compared to healthy mice.

Discussion: Our results indicate that ATP, synaptically released by afferent axons
in the olfactory bulb, is degraded to adenosine that acts on A, receptors in
astrocytes, thereby increasing the cytosolic cCAMP concentration. However, this
pathway is not altered in the olfactory bulb of EAE mice.

KEYWORDS

cyclic adenosine monophosphate, astrocyte, purinergic signaling, adenosine, olfactory
bulb, cAMP imaging, experimental autoimmune encephalomyelitis, neuroinflammation
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1 Introduction

Astrocytes are the most abundant glial cells in the mammalian
central nervous system. They fulfill a variety of functions in
development, homeostasis and physiology of the brain, including
extracellular K* and neurotransmitter clearance, metabolic support
of neurons, neurovascular coupling and synaptic plasticity (1, 2). In
addition to the multifaceted functions of astrocytes in brain
homeostasis and performance, it becomes increasingly clear that
astrocytes play a pivotal role in the initiation and progression of
mental and neurological disorders such as depression, Alzheimer’s
disease, stroke and epilepsy (3-7). In a neuroinflammatory
environment as found in multiple sclerosis (MS), astrogliosis has
been described, leading to astrocyte activation, hypertrophy, release
of cytokines and increased glutamate release (6, 8-12). Reactive
astrogliosis is affected by purinergic signaling and, in turn,
modulates purinergic signaling in other cell types (13). For
example, in reactive astrocytes in mouse models of epilepsy and
stroke, P2Y, receptor-mediated Ca*" signaling is elevated (14, 15)
resulting in increased release of cytokines and chemokines (16, 17).

Most astrocyte functions are triggered or modulated by Ca**
signaling (2, 18). Much less is known about the equally important
and ubiquitous second messenger, cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) (19). cAMP is generated by adenylyl
cyclases, a family of intracellular enzymes which may be
stimulated by one group of G proteins (G; proteins) and inhibited
by another group of G proteins (G; proteins) (20). Hence, the
concentration of cAMP in cells may be controlled by a combination
of G;- and G;j-coupled receptors. Downstream of cAMP production
are cAMP-dependent proteins such as cAMP-dependent protein
kinase A (PKA), exchange protein activated by cAMP (EPAC), and
two types of ion channels, namely cyclic nucleotide-gated (CNG)
and hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) ion
channels (21). In astrocytes, several neurotransmitter receptors
linked either to G, or G; have been described, however, only few
studies visualized cAMP dynamics in this cell type due to the
relatively recent development of suitable single-wavelength
genetically encoded cAMP indicators and the lack of chemical
cAMP indicators (22-24).

In the present study, we aimed to visualize cAMP signals in
astrocytes in the olfactory bulb, one of the brain regions that is first
affected in neurodegenerative disorders (25, 26). We expressed the
genetically encoded cAMP indicator Flamindo2 (27) in astrocytes
and imaged cAMP in acute brain slices of olfactory bulbs from
healthy mice and mice suffering from experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), an animal model for multiple sclerosis
(MS). Our results show that neuronal release of adenosine-
triphosphate (ATP) and degradation to adenosine results in
transient increases of the intracellular cAMP concentration
mediated by A,, adenosine receptors in olfactory bulb astrocytes.
Increases in cAMP were significantly larger in somata compared to
cell processes. No difference between astrocyte cAMP signals in
healthy control mice and mice with EAE could be detected. Our
results indicate that A,, receptors in olfactory bulb astrocytes
trigger cCAMP signals that are not affected by neuroinflammation.
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2 Materials and methods

2.1 Animals

All imaging experiments were performed on 6-16 weeks old
C57Bl/6] wild type mice of both sexes (for EAE see below) (The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Mice were held in the
animal facilities of the Institute of Cell and Systems Biology
(University of Hamburg) and the University Medical Center
Hamburg-Eppendorf (UKE). Mice were kept in a 12/12 light/dark
cycle and had access to food and water ad libitum. All experiments
were performed in accordance with German law, the directive 2010/
63/EU and were approved by the local ethics committee and the
Behorde fiir Justiz und Verbraucherschutz, Lebensmittel und
Veterindarwesen Hamburg.

2.2 Virus injection, Flamindo2 and
GRABATP10 expression

To express the genetically encoded cAMP indicator Flamindo2
specifically in astrocytes, we used endotoxin-free recombinant
adeno-associated viruses AAV>""P**hGFAP-Flamindo2 and
AAVPPPAX L GEAP-Flamindo2 that were prepared at the UKE
vector facility. The plasmid pAAV-hGFAP-Flamindo2 was a gift
provided by Hajime Hirase, pAAV-gfaABCID-GRAB_ATP1.0
Addgene #167579 was a gift from Yulong Li, the capsid plasmid
PhP-AX Addgene #195218 was kindly provided by Vivianna
Gradinaru and Xinhong Chen and the capsid plasmid PhP.eB
Addgene #103005 was a gift from V. Gradinaru (27-30). Virus
suspensions were diluted with sterile saline and injected i.v. into the
orbital sinus of isoflurane-anesthetized mice. Each animal received
a total volume of 70 pl virus suspension containing 1 x 10'" viral
genomes (quantified by qPCR for WPRE sequence).

2.3 Solutions

Experiments were performed in artificial cerebrospinal fluid
(ACSF) that contained (in mM): NaCl, 120; NaHCO3;, 26;
NaH,PO,, 1; KCl, 2.5; D-glucose, 2.8; CaCl,, 2; MgCL,, 1. For
preparation of brain slices, Na'- and Ca**-reduced ACSF was used
(in mM): NaCl, 83; NaHCOs, 26.2; NaH,PO,, 1; KCl, 2.5; CaCl,, 0.5;
MgSO,, 2.5. In Na*- and Ca’*-reduced ACSF, D-glucose was
increased to 20 mM and sucrose was added (70 mM) to
compensate for reduced Na® concentration and maintain
osmolarity. The purinergic ligands ATP and adenosine were
purchased from Merck/Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany), N-
Cyclopentyladenosine (N°-CPA), 2-Chloro-N-cyclopentyl-2’-
methyladenosine (MeCCPA), 4-[2-[(6-Amino-9-b-D-ribofuranosyl-
9H-purin-2-yl)thio]ethyl]benzenesulfonic acid ammonium salt (PSB
0777) from Bio-techne (Wiesbaden, Germany), forskolin and 4-(2-
[7-Amino-2-(2-furyl) [1,2,4]triazolo [2,3-a][1,3,5]triazin-5-ylamino]
ethyl) phenol (ZM241385) from Abcam (Cambridge, UK) and
tetrodotoxin (TTX) from Biozol (Hamburg, Germany). Stock
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solutions were prepared according to the manufacturer’s instructions,
dissolved in ACSF at the final concentrations given in the results
section and applied with the perfusion system.

2.4 Preparation of brain slices

Mice were anesthetized using isoflurane (5% v/v in oxygen) and
decapitated. Brains were quickly dissected and transferred into
chilled Ca*'-reduced ACSF that was continuously gassed with
carbogen (95% 0,/5% CO,; buffered to pH 7.4 with CO,/
bicarbonate) during the entire preparation procedure. Two
hundred micrometer thick slices of the bulbs were cut using a
vibratome (VT1200S, Leica). Slices were stored in ACSF gassed with
carbogen in darkness for 30 min at 30°C and then at room
temperature until starting experiments.

2.5 Confocal cAMP imaging and
electrical stimulation

Changes in the intracellular cAMP concentration were
visualized by the genetically encoded cAMP indicator Flamindo2,
based on the circular permuted fluorescent protein citrine and the
cAMP binding domain of mEPACI (27). Binding of cAMP to the
cAMP binding site decreases the fluorescence intensity of citrine,
hence an increase in cCAMP concentration is reflected by a decrease
in fluorescence intensity. Flamindo2 was excited at 488 nm and
fluorescence was collected between 500 and 530 nm using a
confocal microscope (eCl, Nikon). Time series of images were
recorded at a frame rate of 1 frame every 3-5 seconds. To visualize
increases in the extracellular ATP concentration, we expressed the
EGFP-based fluorescent ATP sensor GRAB,1p;o in astrocytes,
which was excited at 488 nm and emitted light in the range of
500-530 nm (30). Increases in extracellular ATP were evoked by
electrical stimulation of axons of olfactory receptor neurons that
release ATP at their axon terminals. To stimulate these axons and
trigger action potentials, a glass micropipette (GC150TEF-10,
Harvard Apparatus, USA) pulled with a patch-pipette puller
(Flaming/Brown P97, Sutter Instruments, Novato, CA, USA) with
electrical resistance of 1-3 MCQ was inserted into the olfactory nerve
layer of a brain slice and trains of electrical pulses (0.1 ms pulse
width, 2.3 mA amplitude, 20 Hz for 10 s) were applied (Digitimer
DS3, Digitimer Ltd, Hertfordshire, England).

2.6 Immunohistochemistry

Successful infection and astrocyte-specific expression of
Flamindo2 was verified by co-immunolabeling of Flamindo2 and
astrocytic markers. Since Flamindo2 is based on citrine, a yellow-
fluorescent variant of GFP, we used anti-GFP (chicken, #132 006,
Synaptic Systems, Gottingen, Germany) to visualize Flamindo2 and
a combination of anti-GFAP (rabbit, Z0334, Dako, Hamburg,
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Germany) and anti-S100 (rabbit, Z0311, Dako) to visualize
astrocytes, all primary antibodies were used at a concentration of
1:500. Free floating slices (220 um thick) were cut from brains fixed
with 4% formalin using a vibratome (VT1000, Leica, Bensheim,
Germany). Slices were rinsed with PBS (in mM: NaCl, 130;
Na,HPO,, 7; NaH,PO,, 3) and blocked with 10% normal goat
serum (NGS) and 0.5% Triton X-100 in PBS for one hour. Primary
antibodies were incubated in 1.0% NGS and 0.05% Triton X-100 in
PBS at 4°C for 36 hours. Secondary antibodies (Alexa Fluor 488 goat
anti-chicken, #Ab150173, Abcam, Cambridge, UK; Alexa Fluor 555
goat anti-rabbit, #A21429, Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Germany) were incubated in PBS at 4°C overnight. After rinsing in
PBS slices were mounted in Shandon Immu-Mount (Life
Technologies GmbH) and recorded using a confocal microscope
(eC1, Nikon, Diisseldorf, Germany). Since both Flamindo2 and
Alexa Fluor 488 emission was recorded in the same range of
wavelengths (500-530 nm), both signals add up to optimize the
visualization of Flamindo2-expressing cells.

2.7 Experimental autoimmune
encephalomyelitis

Mice were acclimatized two weeks before EAE induction in the
experimental housing facility. EAE induction was performed as
described before (31). Briefly, 13 to 14-week-old female C57Bl/6]
mice were anesthetized with isoflurane (1% to 2% v/v in oxygen).
Immunization was performed by a subcutaneous injection into the
two lateral sides of the lower back area. Injections consisted of 200
pg myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide (MOG35-55,
peptides & elephants GmbH, Hennigsdorf, Germany) in saline
mixed with complete Freund’s adjuvant (CFA, BD Difco)
containing 4 mg/ml heat-killed Mycobacterium tuberculosis (BD
Difco). On the day of immunization and two days later, 250 ng
pertussis toxin (Merck Millipore) in 100 ul PBS was injected
intraperitoneally. Control mice were not treated. Animals were
weighed and scored daily for the presence of neurological signs
from day 7 to the day of preparation. Mice were scored for clinical
signs by the following system: 0: no clinical deficits; 1: tail weakness;
2: hind limb paresis; 3: partial hind limb paralysis; 3.5: full hind limb
paralysis; 4: full hind and forelimb paralysis or plegia. Animals that
reached a score of 4, or scored 3.5 for more than 7 days, or lost >
25% of starting weight were euthanized according to the regulations
of the local Animal Welfare Act. At the peak of the disease, the
mean EAE score was 2.8 £ 1.16.

2.8 Data analysis and statistics

Data were evaluated with Nikon EZ-C1 Viewer (Nikon), processed
using Excel (Microsoft, USA) and statistical tests were applied with
Origin Pro 9.1 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). The
expression of Flamindo2 was highest in astrocytes in the glomerular
layer. We therefore only analyzed astrocytes in the glomerular layer.
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Somata of Flamindo2-expressing astrocytes were marked by a region of
interest (ROI) and the mean fluorescence intensity within the ROI was
measured throughout the time series. In a subset of experiments, cell
processes were analyzed in addition to somata. The mean fluorescence
intensity (F) was normalized to the basal fluorescence intensity at rest
which was set to 100%, hence changes in fluorescence intensity are
stated as AF in %. Since an increase in the cAMP concentration in
astrocytes is reported as a decrease in Flamindo2 fluorescence, we
inverted the fluorescence traces in the figures to render perception of
the results more intuitively.

Fluorescence changes of less than 5% AF were in the range of
noise and were not counted as responses. All data values are given as
mean * standard error of the mean (SEM) with n representing the
number of astrocytes analyzed. For each set of experiments, at least
three animals were used. Means were tested for statistical
differences using the Mann-Whitney-U test. For multiple
comparisons the Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s
post hoc test was used. Statistical differences were indicated with
*p <0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001. Bar graphs and the sigmoidal
fit of the dose-response curve were prepared using OriginPro 9.1.
Bar graphs represent means + SEM. They were overlaid by the
entire population of single data points that were normalized to the
mean of the first application/stimulation.

3 Results

3.1 Adenosine increases the cAMP
concentration in olfactory bulb astrocytes

The olfactory bulb is the most rostral part of the mouse brain
and receives afferent input from olfactory receptor neurons (ORNs)
located in the olfactory epithelium in the nasal cavity (Figure 1A)
(32). Axons of ORNs terminate in the glomerular layer of the
olfactory bulb where they release both ATP and glutamate as
neurotransmitters (33) (Figure 1B). Astrocytes respond to
glutamate and ATP as well as to adenosine derived from ATP
with Ca®* signaling, however, whether glutamate, ATP or its
degradation product adenosine stimulates cAMP signaling in
olfactory bulb astrocytes has not been shown before.

To investigate cAMP signaling and visualize cAMP dynamics in
astrocytes of the olfactory bulb, we used the genetically encoded
cAMP indicator Flamindo2. We expressed Flamindo2 in astrocytes
by injection of AAV carrying the Flamindo2 gene (Figure 1C).
Flamindo2 expression was under control of the gfaABCID
promoter to assure astrocyte-specific expression (34). We verified
specific expression in astrocytes by co-labeling of Flamindo2 and
astrocytes using anti-GFP and combined anti-GFAP/S100B
immunostaining, respectively. Approximately 50% of astrocytes in
the glomerular layer expressed Flamindo2 (Figure 1D).

Purinergic signaling is strongly involved in a plethora of
neurological diseases (35) and we focused on the contribution of
purinoceptors in cAMP signaling in olfactory bulb astrocytes.
Adenosine activates both Ggs-coupled receptors that stimulate

Frontiers in Immunology

10.3389/fimmu.2023.1273837

adenylyl cyclases and hence increase the intracellular cAMP
concentration and G;-coupled receptors that inhibit adenylyl cyclases
and thereby decrease the cAMP concentration (36). We applied
adenosine to acute brain slices and detected a decrease in Flamindo2
fluorescence in glomerular astrocytes, indicative for an increase in
cAMP concentration (Figure 1E). To better reflect the changes in
cAMP concentration, we inverted the Y axis (-AF) (Figure 1F). We
applied different concentrations of adenosine between 3 and 300 uM
and plotted the results in a dose-response chart (Figures 1G, H). The
results show an ECs, value of 12.8 pM, as extrapolated from the
sigmoidal fit, and that at 300 M adenosine the response is close to
saturation. For the following experiments, we used 30 uM adenosine,
which evokes large non-saturating responses. Repetitive application of
adenosine (10 min interval) resulted in cAMP transients with a small
yet significant decrease in amplitude (Figure 2A). The first application
of adenosine evoked a cAMP response with a mean amplitude of 42.5 +
1.6% -AF (n = 238). The amplitude of the responses induced by the
second and third applications decreased to 75.8% (p < 0.001) and
59.6% (p < 0.001) compared to the first application (Figure 2B).
Inhibition of voltage-gated Na* channels with tetrodotoxin (TTX)
and thus suppression of neuronal activity had no effect on the
adenosine-induced cAMP signals, indicating that the responses in
astrocytes did not depend on neuronal neurotransmitter release but
were directly evoked in astrocytes (Figures 2C, D).

3.2 Ao5 adenosine receptors mediate cAMP
signals in astrocytes

Both A, and A, receptors are the main adenosine receptors
expressed in the olfactory bulb and modulating neuronal
performance (31, 37, 38). Olfactory bulb astrocytes express A,x
receptors that mediate an increase in the cytosolic Ca*"
concentration (39). The canonical pathway downstream of Ajx
receptor stimulation is activation of adenylyl cyclase resulting in an
increase in the cCAMP concentration. Therefore, we first tested the
effect of the A,, receptor antagonist ZM241385 on adenosine-
mediated cAMP increases in olfactory bulb astrocytes in acute brain
slices. ZM241385 entirely blocked adenosine-evoked cAMP
transients in the majority of astrocytes, indicating that A,,
receptors are the main drivers of adenosine-induced cAMP
signals (Figures 3A, E). This was confirmed by the agonistic effect
of PSB0777, a highly specific A,, receptor agonist (40) (Figures 3B,
E). The PSB0777-evoked increase in cAMP was blocked by
ZM241385. It is interesting that in some astrocytes the inhibition
by ZM241385 was incomplete, which might be due to local
concentration gradients and being outcompeted by the agonist, or
might indicate that some astrocytes express an additional adenylyl
cyclase-activating adenosine receptor such as A,p (Figure 3E).
Another widely expressed adenosine receptor found in astrocytes
is the A, receptor, that is linked to G; and hence triggers a decrease
in cAMP concentration by inhibiting adenylyl cyclases (41). The A,
receptor agonist N°-CPA, however, neither decreased the cAMP
concentration in olfactory bulb astrocytes at resting conditions nor
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FIGURE 1
Adenosine increases cCAMP in olfactory bulb astrocytes. (A) Location of olfactory bulb (OB) relative to the nose and olfactory epithelium (OE). (B) Organization

of the OB. Input axons from olfactory receptor neurons (ORN) in the olfactory epithelium form synapses onto neurites of the mitral cells (MC) in the
glomerular layer. AC, astrocytes. (C) Recombinant adeno associated viral vectors rAAVZ PP BgfaABCID-Flamindo2 or rAAVZ/P"PAgfaABC1D-Flamindo2 were
used to transduce OB astrocytes with the cAMP indicator Flamindo?2 following i.v. injection. (D) Antibody staining verified that Flamindo2 (anti-GFP, left panel)
was expressed in astrocytes (anti-GFAP/anti-S100B, middle panel). The right panel depicts merged images of Flamindo2 (green) and astrocyte (red) channels.
Note absence of green-only astrocytes. Scale bar 50 puM. (E) Image series of Flamindo2 fluorescence immediately before (0:00 min:s), during (1:30 min:s)
and at later time points after 30 s bath application of 30 uM adenosine (Ado). Scale bar 100 uM. (F) Sample traces from muiltiple ROIls from astrocytes as in
(E). Note that the Y scale is inverted as decreased Flamindo?2 fluorescence indicates increasing cAMP. (G) Flamindo?2 fluorescence with increasing
concentrations of adenosine (n = 46-234). (H) Concentration-response relationship of cAMP (Flamindo?2 fluorescence change) vs. adenosine concentration.
Data values were fitted using a function for a sigmoidal curve. (A) created using Biorender.

after increasing the cAMP concentration by the adenylyl cyclase = MeCCPA also failed to induce a decrease in cAMP concentration
activator forskolin (Figures 3C, F). Since N®-CPA possesses only  (Figure 3D). Thus, in the majority of astrocytes adenosine elicits
weak adenosine receptor subtype selectivity, we additionally applied =~ cAMP responses by stimulating A, receptors, while A; receptors
the highly selective and effective A; receptor agonist MeCCPA (42).  are not involved.
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Adenosine directly increases astrocytic cAMP. (A) Repetitive applications of 30 uM adenosine repeatedly increased astrocytic CAMP (n = 238)
(B) Quantification of experiments as in (A) indicates a small but significant decrease in the successive responses to adenosine. ***p < 0.001,
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s multiple comparisons. (C) Adenosine-induced cAMP responses in astrocytes in the absence and presence of
tetrodotoxin (TTX) to inhibit neuronal spiking (n = 31). (D) Quantification of experiments as in (C). n.s., not significant, Mann-Whitney-U test

3.3 Adenosine derived from synaptically
released ATP drives cAMP signaling
in astrocytes

The main source of extracellular adenosine in the CNS is
synaptically released ATP that is degraded by ectonucleotidases,
although alternative release mechanisms have also been proposed
(43-45). The olfactory bulb receives input from axons of ORNs
that are synaptically connected to mitral and tufted cells as well as
to some interneurons (32). In the developing olfactory bulb, we
have shown that release of ATP from ORN axons and subsequent
degradation to adenosine leads to A, 4 receptor activation and Ca*
" signaling in astrocytes of the glomerular layer (39). Therefore,
we were interested in whether adenosine could be generated from
ATP released from ORN axons and stimulate cAMP signaling in
astrocytes in adult mice. We first tested the effect of bath-applied
ATP on cAMP in astrocytes of acute brain slices of the olfactory
bulb. Application of 30 uM ATP resulted in an increase in
intracellular cAMP in astrocytes of the glomerular layer
(Figure 4A). The mean amplitude of the ATP-evoked cAMP rise
was 23.5 + 1.2% -AF (n = 81), which decreased slightly upon
repetitive ATP application. The second and third application of
ATP resulted in cAMP signals with 79% and 73% (n = 57),
respectively, when compared to the first application. The ATP-
induced cAMP transients were entirely inhibited by ZM241385 (n
= 23), indicating that ATP-evoked cAMP signals were mediated
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by adenosine acting on A,, adenosine receptors (Figure 4B). We
used the genetically encoded extracellular ATP sensor
GRAB47p1, introduced into astrocytes by AAV injection, to
visualize changes in extracellular ATP (30). We electrically
stimulated ORN axons in the nerve layer of the olfactory bulb
and could detect an increase in extracellular ATP in the
glomerular layer (Figure 4C). We calibrated the GRAB4rp10
signal by applying ATP at different concentrations via the
perfusion system. When compared to the calibration values, the
peak of ATP increases evoked by electrical stimulation of axons
amounted to values between 3 and 10 uM (Figure 4D). On
average, the extracellular ATP concentration reached 3.6 pM
during axon stimulation (10 slices from 4 animals). We next
assessed whether ATP released from ORN axons is able to increase
cAMP in astrocytes of the glomerular layer. Electrical stimulation
of ORN axons resulted in an increase in astrocytic cAMP of 25.2 +
1.6% -AF (n = 76) (Figure 4E). The cAMP response evoked by a
second stimulation was significantly smaller and amounted to 43.3
+ 1.8% compared to the first application (n = 76; p < 0.001). When
the second stimulation was applied in the presence of ZM241385,
no cAMP transients could be measured in the majority of
astrocytes (82 out of 89 cells) (Figure 4F), while in 7 cells
ZM241385 had no effect. In summary, our results show that
adenosine produced from bath-applied and synaptically released
ATP results in ZM241385-sensitive increases of intracellular
cAMP in olfactory bulb astrocytes (Figure 4G).
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FIGURE 3

A, adenosine receptors increase astrocytic cAMP (A) The adenosine A receptor antagonist ZM241385 inhibits adenosine-induced cAMP increases
in astrocytes (n = 88). (B) Increases in astrocytic cAMP in response to the specific A5 receptor agonist PSB0777 are inhibited by ZM241385 (n = 27).
(C, D) The adenosine A, receptor agonists N®-CPA (n = 16) and MeCCPA (n = 9) did not affect astrocytic cCAMP either alone, or after stimulation of
adenylyl cyclases by forskolin. (E) Quantification of the effect of ZM241385 (ZM) on cAMP responses evoked by adenosine (Ado) and PSB0O777 (PSB)
***p < 0.001, Mann-Whitney-U test. (F) Quantification of experiments as in (C, D). N®-CPA and MeCCPA had no effect on the cAMP concentration.

For, forskolin.

3.4 Adenosine-evoked cAMP transients
are not altered in experimental
autoimmune encephalomyelitis

The role of A,, receptors in astrocytes in neurodegenerative
diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease is well described
(46-48). Less is known about astrocytic A,, receptors in
neuroinflammation and we used EAE mice as a model to study
purinergic signaling in neuroinflammation. Purinergic signaling in
astrocytes is able to mediate both pro- and anti-inflammatory
responses and we were interested in whether purinergic cAMP
signaling in astrocytes is altered in olfactory bulb astrocytes in the
acute phase of EAE. We applied adenosine, the A,,-specific agonist
PSB0777 and ATP and compared cAMP responses in astrocytes in
acute slices of healthy control mice with those of mice suffering from
EAE at the peak of the disease, i.e. day 14 to 16 post immunization. To
gain additional information of the cAMP responses, we analyzed cAMP
signals in somata and cell processes of olfactory bulb astrocytes
separately (Figure 5A). The amplitude of cAMP rises in somata was
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significantly larger compared to the cell processes using either
adenosine or ATP (Supplementary Table 1; Figures 5B, C). Similar
results were found in brain slices from animals with EAE (Figures 5D,
E; Supplementary Table 1). We compared the amplitudes of the cAMP
responses between healthy mice and mice with EAE but did not detect
any significant differences, regardless whether we tested the different
agonists or whether either values from somata or cell processes were
compared (Figure 5F). Hence, at least in olfactory bulb astrocytes, EAE
appears not to have a major impact on purinergic cAMP signaling,

4 Discussion

In the present study, we investigated the contribution of
purinergic signaling to cAMP dynamics in olfactory bulb
astrocytes. Our results show that ATP released from afferent axons
is degraded to adenosine that stimulates A,, adenosine receptors in
astrocytes of the glomerular layer. A,, receptor activation results in
an increase in intracellular cAMP. This cAMP response was not
altered in amplitude in mice suffering from EAE.
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FIGURE 4

Synaptically released ATP increases astrocytic cCAMP via adenosine A receptors. (A) Flamindo2-indicated astrocytic cCAMP responses to bath application
of ATP (n = 76). (B) The adenosine A,x receptor antagonist ZM241385 inhibits cAMP responses to exogenous ATP (n = 23). (C) Expression of the
extracellular ATP sensor GRABatp10 (GRABATp) in olfactory bulb astrocytes and position of electrode used to stimulate neurons. NL, nerve layer; GL,
glomerular layer; EPL, external plexiform layer. Scale bar 50 pM. The right panel highlights the GRABatp1.0 response to electrical stimulation of ORN
axons in the NL (20 Hz for 10 s) (n = 10 slices from 4 animals). (D) Exemplary responses of GRABtp to stimulation of ORN axons and dose-response
relationship. Note that neuronal stimulation increases GRABatp fluorescence corresponding to more than 10 pM ATP. (E) Flamindo?2 fluorescence
changes demonstrate increased astrocytic CAMP in response to repeated neuronal stimulation. (F) ZM241385 inhibits stimulation-induced increases in
astrocytic cAMP (n = 89). (G) Quantification of experiments as in B, E and F normalized to the first responses to neuronal stimulation. Both responses by
bath application of ATP and by neuronal stimulation were inhibited by ZM241385 (ZM). ***p < 0.001, Mann-Whitney-U test.

4.1 Olfactory bulb astrocytes express
A, receptors linked to adenylyl
cyclase stimulation

Bath application of adenosine reliably evoked cAMP transients
in olfactory astrocytes that were not affected when neuronal activity
was blocked using TTX, indicating that adenosine directly
stimulated astrocytes. Adenosine-induced cAMP increases were
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entirely blocked by ZM241385, an A,,-preferring adenosine
receptor antagonist (49), in the majority of astrocytes. However,
at the concentration used (1 uM), ZM241385 could also inhibit
other subtypes of adenosine receptors. Therefore, we applied the
selective A, agonist PSB0777 to verify the presence of A,x
receptors in olfactory bulb astrocytes (40). PSB0777 also evoked
increases in cAMP, indicating the presence of A,, in olfactory bulb
astrocytes. In addition, in some astrocytes, ZM241385 reduced
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Aoa-mediated increases in astrocytic cCAMP are unaffected in EAE. (A) Astrocytes expressing the cAMP indicator Flamindo2 with example soma
(white) and process (green) regions of interest indicated. Scale bar 50 M. (B) Exemplary responses to adenosine (Ado) (soma: n = 97; processes:

n = 95), the specific Aya receptor agonist PSB0777 (soma: n = 15; processes: n = 27), and (C) ATP (soma: n = 61; processes: n = 75) in control mice
and (D, E) experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) mice (Ado, soma: n = 221; processes: n = 258; PSB0777, soma: n = 88; processes: n =
125; ATP, soma: n = 173; processes: n = 189). (F) Quantification of experiments as in B-E. Mean + SEM and individual peak responses are shown. n.s.,

not significant, Kruskal-Wallis followed by Dunn’s multiple comparisons

adenosine-evoked cAMP responses only partially, which could
suggest the contribution of another adenosine receptor such as
the A,p receptor. However, this is unlikely as cAMP responses
evoked by the A,,-selective antagonist PSB0777 were also only
partially reduced by ZM241385 in some cells favoring an
incomplete inhibition of the A,, receptor. A, receptors are linked
to inhibition of adenylyl cyclase and hence lead to a reduction of the
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cAMP concentration, thereby counteracting A, receptors. In our
study, we applied two A, receptor agonists, N°-CPA and MeCCPA,
that did not decrease the cAMP concentration. Even when the
resting cAMP concentration was artificially increased by the
adenylyl cyclase activator forskolin, stimulation of A; receptors
had no effect on the cAMP concentration, indicating that

glomerular astrocytes do not express A; receptors linked to
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adenylyl cyclase inhibition. We cannot exclude the contribution of
Aj receptors to adenosinergic cAMP dynamics in the astrocytes (50,
51), but the strong effect of ZM241385 on adenosine-evoked cAMP
signals suggests that A,, receptors are the main players in
purinergic cCAMP signaling in these cells. We found an ECs, value
of 12.8 uM of the adenosinergic cAMP response, which is about
twentyfold higher than published ECsy values of A, receptor
activation. However, adenosine is rapidly degraded to inosine by
extracellular adenosine deaminase or taken up by adenosine
transporters (52), hence the adenosine concentration reaching
astrocytic A, receptors may be much lower than the adenosine
concentration in the perfusion saline. In summary, our results
indicate that glomerular astrocytes express A,, receptors that
stimulate adenylyl cyclase and increase the cAMP concentration.
Astrocytes in the olfactory bulb have been shown to affect neuronal
performance and mediate neurovascular coupling in the olfactory
bulb, mostly triggered by Ca*' signaling (53-58). Which role
astrocytic cAMP signaling plays in the olfactory bulb neuronal
network still needs to be shown.

4.2 Synaptic release of ATP in the
glomerular layer leads to A,a receptor
activation and cAMP signaling in astrocytes

In the developing mouse olfactory bulb, it has been shown that
axons of ORNs release ATP that triggers Ca** signaling in two types
of glial cells, namely astrocytes and olfactory ensheathing cells, by
activation of P2Y, receptors (39, 59, 60). In addition, in the
glomerular layer ATP is degraded to adenosine that stimulates
Ca®" signals in developing astrocytes via A,, receptors (39). We
now studied the effect of ATP release on astrocytes in olfactory
bulbs of adult mice. Using the fluorescent ATP sensor GRAB zp we
were able to visualize extracellular ATP and to prove that also in
adult mice, ORNSs release ATP at their terminals in the glomerular
layer. The peak of the extracellular ATP increase was approximately
10 uM which was in the range of the concentrations of ATP and
adenosine used in the present study for bath application. Responses
in cAMP evoked by both bath-applied ATP and synaptically
released ATP were entirely blocked by ZM241385 in the majority
of astrocytes, indicating that synaptically released ATP is degraded
to adenosine that stimulates A, receptors, while other adenosine
receptors or P2Y receptors play only a minor role in purinergic
cAMP signaling in olfactory bulb astrocytes.

4.3 A,p-mediated cAMP signaling in
olfactory bulb astrocytes is not
affected in EAE

In neuroinflammation, astrocytes undergo a severe morphological
transformation, hallmarked by proliferation, growth of cell processes
and up-regulation of the expression of intermediate filaments such as
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin (6, 61-63). In
addition, in a neuroinflammatory and neurodegenerative
environment, purinergic Ca*>" signaling can be enhanced (15, 64, 65).
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We checked whether also purinergic cAMP signaling might be affected
by neuroinflammation in the olfactory bulb. We studied
neuroinflammation in EAE, a model for MS, since it has been
shown that astrocytes are involved in pathogenesis and progression
of the disease in the spinal cord and brain of both MS and EAE (8, 10).
For example, inhibition of A,, receptors in EAE ameliorated
neurological and behavioral deficits in diseased mice (66, 67). We
did not find any differences between A,,-mediated cAMP signals in
olfactory bulb astrocytes of healthy mice compared to mice suffering
from EAE, indicating that adenosinergic cCAMP signaling in astrocytes
is not up- or down-regulated in EAE in this brain region. A,4 receptors
on other cell types or pathways downstream of cAMP in olfactory bulb
astrocytes are therefore more likely contributing to disease severity in
EAE. We can also not exclude an involvement of astrocytic Ajs-
dependent cAMP signaling in other brain regions or in the spinal cord
in EAE. Furthermore, other components of the purinergic transmitter
system could be affected by EAE and differences in the amount of
extracellular adenosine and in the expression levels of ATP-degrading
enzymes could also account for an impact on purinergic signaling in
EAE but have not been addressed in the present study (68). Several
studies have shown an important role of A, receptors in EAE. Of note,
A, 4 receptors can have both beneficial and exacerbating effects on the
severity of EAE. A, stimulation inhibits lymphocyte proliferation and
release of proinflammatory cytokines that promote MS progression,
while inhibition of A, 4 in EAE mice attenuated the progression of EAE
and A,,-deficient mice developed a more severe acute phase of EAE
(66, 67, 69, 70). In other neurological diseases and disease models, an
up-regulation of A,, in astrocytes and contribution of A,, to the
disease progression has been demonstrated (46-48). In a mouse model
of Alzheimer’s disease (AD), up-regulation of A,, receptors in
hippocampal astrocytes was shown which can lead to dysregulation
of gene expression and connexin43-dependent gliotransmitter release
in astrocytes (71-73). In addition, in an animal model of chronic
cerebral hypoperfusion inducing neuroinflammation, activation of
astrocytic A, receptors reduced the pro-inflammatory signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3)/Chitinase 3-like-
1 (YKL-40) pathway, resulting in decreased release of pro-
inflammatory cytokines (74). These examples imply that A,
receptors in astrocytes play an important role in neurodegeneration
and neuroinflammation, however, the role of astrocytic A,, receptors
in MS and EAE needs still to be elucidated. Our results indicate that
A, 4 receptors in olfactory bulb astrocytes significantly contribute to
cAMP dynamics but do not provide evidence for dysregulation of A,
receptor expression and function in EAE.
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5. Supplement

Supplementary Table 1. Differences in amplitude of cAMP transients evoked by adenosine, PSBO777 and ATP
between somata and cell processes in control mice and EAE mice, as tested with Mann-Whitney-U test. All mean

+ SEM values in % -AF.

Soma Processes
Control Mean SEM N= Mean SEM N= p=
Ado 40.1 1.47 97 27.1 1.36 95 3.714E-9
PSB 20.6 2.08 15 11.7 1.04 27 2.635E-4
ATP 27.1 1.41 61 17.9 0.98 75 8.354E-7
EAE
Ado 40.3 1.01 221 32.5 0.83 258 1.386E-8
PSB 18.6 0.77 88 14.2 0.52 125 2.294E-7
ATP 25.8 0.65 173 19.0 0.61 189 4.690E-14
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beleuchtet die Rolle von cAMP-Signalen in Astrozyten der GL des OB
der Maus. Die GL stellt den Ort der ersten Verarbeitungsebene dar, in der spezifische
olfaktorische Informationen, die von den ORNs stammen, verschaltet und moduliert werden.
In dieser Arbeit wurde untersucht, wie verschiedene neuromodulatorische Systeme — das
noradrenerge (Kapitel 2), das dopaminerge (Kapitel 3) sowie das adenosinerge System
(Kapitel 4) — zur intrazellularen cAMP-Dynamik in Astrozyten beitragen und lber welche

Rezeptoren diese neuromodulatorischen Systeme reguliert werden.

Zur Visualisierung intrazellularen cAMPs im Zytoplasma wurde in dieser Arbeit der genetisch
kodierte cAMP Indikator Flamindo2 von Odaka et al. (2014) verwendet. Er basiert auf dem
gelben Fluorophor Citrin, der mit der cAMP Bindungsdoméane von mEPAC1 (engl. membrane-
bound exchange protein directly activated by cAMP 1) fusioniert ist. Flamindo2 weist ein
Extinktionsmaximum von 504 nm und ein Emissionsmaximum von 523 nm auf. Die
Fluoreszenz nimmt bei zunehmender cAMP-Konzentration ab (Odaka et al., 2014). In unseren
Experimenten wurde Flamindo2 unter dem Astrozyten-spezifischen gfaABC1D-Promoter
exprimiert (Lee et al., 2008) und anschlieRend in Adeno-assoziierten Viren (AAV) kapsidiert.
Dieser Promoter reguliert die Transkription des Gens, das fir die verkiirzte Version des
astrozytenspezifischen sauren Gliafaserproteins (GFAP, engl. glial fibrillary acidic protein)-
kodiert. Wir konnten mittels immunhistochemischer Farbungen eine Transduktionsrate von
ca. 50 % aller Astrozyten der GL und EPL feststellen, wobei keine Transduktion nicht-
astrozytarer Zelltypen beobachtet wurde. Dies stimmt lberein mit den Beobachtungen von
Lee et al. (2008), dass der 681bp lange gfABC1D-Promoter eine starke und
astrozytenspezifische Expression von Transgenen in Astrozyten des OB bei Mausen

ermoglicht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die verschiedenen Neuromodulatoren (ber unterschiedliche
Rezeptoren und Signalkaskaden direkte und teils indirekte Effekte auf die Aktivitat der ACs
und somit der cAMP-Produktion in den Astrozyten ausiiben. Diese Diskussion betrachtet im
Folgenden insbesondere die verschiedenen Rezeptoren, liber die diese Signalwege vermittelt

werden und die potenziellen Interaktionen dieser. Zudem werden die moglichen
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physiologischen Bedeutungen fir die Funktion des OB sowie Mechanismen, die eine

kontextabhangige Modulation der cAMP-Signale in Astrozyten ermdéglichen kénnten, erértert.

5.1 Noradrenerge cAMP-Signale werden Uber ai-, ar- und [-Rezeptoren
vermittelt

In Kapitel 2 konnte gezeigt werden, dass die Badapplikation von NE cAMP-Signale in den
Astrozyten der GL des OB induzierte. Die pharmakologische Inhibition von ai-, ax- und -
Rezeptoren reduzierte das NE-induzierte cAMP-Signal hochst signifikant. Dies deutet auf eine
Signaltransduktion Uber alle adrenergen Rezeptoren hin (Abbildung 4). Darliber hinaus zeigte
die Badapplikation der Agonisten fir jeweils die ai-, a>- oder B-Rezeptoren ebenfalls
astrozytare cAMP-Signale. Es ist bekannt, dass adrenerge ai-Rezeptoren Gg/11, a2-Rezeptoren
Gi-gekoppelt und B-Rezeptoren Gs-gekoppelt sind (Neves et al., 2002). Wahrend die
Aktivierung von Gg1 Uber den PLC/IP3-Weg zur Erhohung der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration fuhrt, wirkt eine Aktivierung von Gs stimulierend bzw. G; inhibierend auf die
membranstdandigen ACs und somit auf die intrazellulare cAMP-Produktion (Abbracchio et al.,
2009; Berridge, 2016). Bei der Applikation von NE war also ein NE-induziertes cAMP-Signal
Uber die B-Rezeptoren zu erwarten, wohingegen die Gber a-Rezeptoren vermittelten Signale

zusatzlich auftraten, obwohl dies nicht im Einklang mit den bisherigen Erwartungen stand.

NE zeigt unterschiedliche Bindungsaffinitaten zu den adrenergen Rezeptortypen: am starksten
an ax-Rezeptoren, schwacher an ai-Rezeptoren und am schwachsten an B-Rezeptoren (Ramos
& Arnsten, 2007). In unseren Experimenten war die Amplitude der Antworten beim [-
Rezeptor-Agonisten Isoprenalin am groBten und mit dem ai-Rezeptor-Agonisten
Phenylephrin (PE) am kleinsten. Weiterhin differierte die Anzahl der reagierenden Astrozyten
stark: Wahrend 99 % der Zellen, die auf die Applikation von NE mit cAMP-Signalen reagiert
hatten, auch auf die Applikation des B-Rezeptor-Agonisten Isoprenalin reagierten, waren es
fir den ai-Rezeptor-Agonisten PE nur noch 73 % und fur den a»-Rezeptor-Agonisten Xylazin

lediglich 50 % der Zellen.

In spateren Experimenten (siehe 5.2) konnten wir feststellen, dass die Aktivierung der a-
Rezeptoren die Erhdhung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration induzierte, welches dann
CaZ*-sensitive AC Isoformen aktivierte. Es bleibt somit unklar, ob die beobachteten

Differenzen auf einer unterschiedlichen Rezeptorexpression der adrenergen Rezeptoren in
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Astrozyten beruhen oder auf eine unterschiedliche Expression der AC-Isoformen

zuriickzufiihren sind.

Wahrend die cAMP-Erh6hung (iber B-Rezeptoren zu erwarten war, war der Anstieg der cAMP-
Konzentration, ausgeldst durch die Aktivierung der a-Rezeptoren, zunachst unerwartet.
Insbesondere die Gi-gekoppelten az-Rezeptoren hatten nach bisherigem Kenntnisstand eher
zu einer Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration durch Hemmung der ACs fiihren
sollen (Neves et al., 2002). So wurde beispielsweise im Kortex die Hemmung der ACs nach
Aktivierung der a»-Rezeptoren gezeigt (Rosenberg et al., 2023). Die Signalwege nach der
Rezeptoraktivierung scheinen also regional unterschiedlich organisiert zu sein und darlber

hinaus von den Aktivitatsniveaus der ACs in der jeweiligen Zelle abzuhangen (siehe 5.6).

In Zellkultur wurde bereits friih gezeigt, dass die Aktivierung von a»-Rezeptoren neben der
Inhibierung der ACs auch den PLC/IPs-Signalweg aktiviert (Cotecchia et al., 1990). Dies wurde
flr Astrozyten der GL im murinen OB ebenfalls nachgewiesen (Fischer et al., 2021). Im
Gegensatz zu den a-Rezeptoren sind die ai-Rezeptoren dafiir bekannt, klassischerweise den
PLC/IP3-Signalweg zu aktivieren (Neves et al., 2002). Dieser Signalweg wurde fir Astrozyten in
der GL im OB der Maus ebenfalls bereits nachgewiesen (Fischer et al., 2021). Da experimentell
Uber die Aktivierung von ai-Rezeptoren cAMP-Signale induziert werden konnten, wurde
zunichst untersucht, welche Rolle Ca%* bei der Induktion der cAMP-Sighale an diesem
Rezeptor spielt. Die Kombination von AAV-gfaABC1D-RCaMP und AAV-gfaABC1D-Flamindo2
zeigte, dass NE-induzierte Ca?- und cAMP-Signale zeitgleich auftraten (Kapitel 2,
Abbildung 3 C—G). Durch Blockade der SERCA mittels Cyclopiazonsaure (engl. cyclopiazonic
acid, CPA) wurden die NE-induzierten cAMP-Signale um ca. 35 % reduziert. Da auch die
Kombination von CPA mit einer Ca?*-freien ACSF weiterhin zu cAMP-Signalen fiihrte, ist davon
auszugehen, dass diese lber B-Rezeptoren ausgeldst wurden. Die genauere Untersuchung der
cAMP-Induktion (iber ai-Rezeptoren zeigte, dass diese abhidngig von Ca?* aus internen
Speichern tiber den PLC/IP3-Weg induziert wurden (Kapitel 2, Abbildung 4 C-G). Die Blockade
der IP3-Rezeptoren sowie die Kombination von CPA und Ca%*-freier ACSF fiihrten dazu, dass
kein cAMP-Signal mehr mittels ai-Rezeptor Agonist PE induziert werden konnte. Wir konnten
also experimentell zeigen, dass tiber die Aktivierung der a1-Rezeptoren tber den PLC/IP3-Weg
sowohl Ca?* intrazelluldr freigesetzt wird als auch cAMP-Signale induziert werden. Es wére
sinnvoll dieselben Experimente fiir die o»-Rezeptoren mit dem Agonisten Xylazin zu
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wiederholen, um zu demonstrieren, dass auch hier die positiven cAMP-Signale mittels Ca?*

induziert werden, das zuvor tber den PLC/IP3-Weg freigesetzt wurde.

Kontréar zu unseren Ergebnissen wurde in Myozyten des Rattenherzes von Gallego et al. (2005)
eine Kopplung der ai-Rezeptoren an Gs-Proteine gezeigt. In der Literatur finden sich weitere
experimentelle Studien mit verschiedenen Ergebnissen zur Aktivierung von ai-Rezeptoren: In
vivo wurde von Oe et al. (2020) in Mausen gezeigt, dass kortikale Astrozyten auf Aktivierung
des ai-Rezeptors lediglich mit Ca?*, nicht aber mit cAMP-Signalen reagierten. AuBerhalb des
ZNS in glatten Muskelzellen des murinen Uterus konnten Chen et al. (2018) PE-induzierte
cAMP-Signale nachweisen. Je nach weiterer intrazellularer Signalkaskade und dem
Vorhandensein von Ca%*-sensitiven ACs (siehe 5.2) kann PE Giber den a;i-Rezeptor also lediglich

Ca?*- oder zusatzlich auch cAMP-Signale induzieren.

Ca2+

cAMP

Ca?+

Abbildung 4: Schematische Abbilddng der intrazellulédren Signalkaskaden nach Aktivierung der astrozytéiren
adrenergen ai-, a>- und B-Rezeptoren sowie dopaminerger Di- und adenosinerger A:a-Rezeptoren in der
Glomerularschicht des olfaktorischen Bulbus

Adrenerge B-Rezeptoren, adenosinerge Aza- und dopaminerge Di-Rezeptoren aktivieren iiber Gas-gekoppelte
Signalwege die Adenylatzyklasen (ACs) und férdern dadurch Bildung von cAMP. Die Gag-gekoppelten ai- und a:z-
Rezeptoren aktivieren die Phospholipase C, welches zur Bildung von Inositol-1,4,5-trisphophat (IP3) und zur
Freisetzung von Ca* aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) fiihrt. Die resultierende Erhéhung der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration kann die Ca?*-sensitiven AC-Isoformen aktivieren und so zu einer Erhéhung der
intrazelluldren cAMP-Konzentration fiihren. Die az-Rezeptoren sind zudem auch Gai-gekoppelt und kénnen die
Aktivitdt der ACs hemmen — in unseren Experimenten jedoch nur nach vorheriger Aktivierung der ACs durch
Forskolin und nicht aus dem astrozytdren AC-Ruhezustand heraus.
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5.2 Rolle der Ca’*-sensitiven Adenylatzyklasen AC1 und AC3 in der cAMP-
Signalvermittlung

Der Nachweis, dass die Uber ai-Rezeptoren induzierten cAMP-Signale vom intrazellular
freigesetzten Ca?* abhingen, das tUber den PLC/IPs -Weg freigesetzt wurde, initiierte eine
genauere Untersuchung der AC-Subtypen in den Astrozyten der GL im OB. Insgesamt
existieren finf membranstindige AC-Isoformen (1, 3, 5, 6 und 8) sowie die AC10, die Giber Ca?*
moduliert werden kénnen (Devasani & Yao, 2022). Da die AC-Isoformen 5 und 6 von Ca?*
inhibiert werden (Devasani & Yao, 2022), wir aber eine steigende cAMP-Konzentration
nachgewiesen haben, konzentrierten sich die weiteren Experimente auf die AC-Isoformen, die

von Ca?* aktiviert werden (1, 3, 8, 10) (Devasani & Yao, 2022).

Die AC10-Isoform liegt im Zytoplasma oder den Mitochondrien der Zelle vor und wird von
Bicarbonat-lonen und Ca?* stimuliert. Sie reagiert weiterhin unsensitiv auf die Regulation tber
G-Protein gekoppelte Rezeptoren sowie Forskolin (Tresguerres et al., 2011). Lange Zeit wurde
davon ausgegangen, dass die AC10 Uberwiegend in Hoden und Leber exprimiert wird
(Tresguerres et al., 2011). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass sie auch in Astrozyten
exprimiert wird und ihre Aktivierung die Glykolyse anregt und zur vermehrten Ausschittung
von Lactat fuhrt, welches den umliegenden Neuronen als Energiequelle dient (Choi et al.,
2012). Die AC10 bendtigt sehr hohe Ca?*-Konzentrationen zur Aktivierung mit einem ECso von
rund 750 uM Ca?* in Kombination mit Bicarbonat (Litvin et al., 2003). Diese Konzentration ist
deutlich hoéher als jene, die in lebenden Zellen gefunden werden kann (Bagur & Hajnoczky,
2017). Lediglich in Mikrodomanen sind Ca?*-Konzentrationen dieser GréRenordnung mdglich
(Litvin et al., 2003). In weiteren Versuchen schlossen wir daher aus, dass die cAMP-Signale
Uber die AC10 entstanden sein konnten und konzentrierten uns auf die membranstandigen

Ca?*-sensitiven ACs.

Die Ca®*-aktivierbaren, membranstindigen ACs 1, 3 und 8 besitzen eine unterschiedliche
Sensitivitdt Ca%* gegeniiber: Die AC1 ist fiinffach sensitiver gegeniiber Ca?*-lonen als die AC3
und die AC8 (Devasani & Yao, 2022). Expressionsdaten fiir die einzelnen AC-Isoformen lagen
leider nicht zelltypspezifisch fiir den OB vor. In der GL des OB wurde in einer Studie von Nicol
et al. (2005) liber alle Entwicklungsstufen hinweg eine starke bis moderate Expression der AC1
nachgewiesen. In AC3-Knockout Mdusen wurde ein um mehr als 50 % vermindertes Volumen

des OB nachgewiesen (Luo et al., 2015). Dies unterstreicht noch einmal die Wichtigkeit dieser
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AC-lsoform fuir den OB. In situ Hybridisierungsdaten zeigen fiir die AC8 eine starke Expression

im OB, jedoch nicht in den Randbereichen der GL und ONL (Muglia et al., 1999).

In unseren Experimenten wiesen wir die Ca’*-abhangige Aktivierung der AC1 und AC3 in
Astrozyten der GL im OB nach. Dies geschah zum einen mit den Blockern ST 034307 fir die
AC1 sowie NKY80 fir die AC3. Die gewdhlte Konzentration des NKY80 von 500 uM (ECso fur
AC3 =132 uM (Onda et al., 2001)) blockiert allerdings neben der AC3 ebenfalls auch die AC1
zu ca. 70 % (Brand et al., 2013; Onda et al., 2001). Es existiert aktuell kein Blocker, der
spezifisch nur die AC3 blockiert. Der Einsatz des AC1-Blockers ST 034307 blockierte das PE-
induzierte cAMP-Signal in 69 % der Astrozyten und der AC3- (und teils AC1-) Blocker NKY80 in
59 % der Astrozyten. Zellen, die nicht blockiert waren, zeigten unter dem Einsatz der
jeweiligen Blocker dabei Amplituden, die sich statistisch nicht signifikant zu denen ohne
Blockereinsatz unterschieden. Die Kombination der beiden Blocker schlieBlich fuhrte dazu,
dass kein PE-induziertes cAMP-Signal mehr nachweisbar war. Da NKY80 teilweise auch die AC1
blockierte, ist davon auszugehen, dass die jeweiligen Astrozyten das cAMP-Signal entweder
Uber die Aktivierung der AC1 oder der AC3 induzierten. Das Vorhandensein der AC1 und AC3
wurde durch immunhistochemische Farbungen bestatigt. Eine Blockade von lediglich der AC1

durch die Kombination beider Blocker ist daher unwahrscheinlich.

Flr die AC8 existiert ebenfalls wie fur die AC3 bisher kein spezifischer Blocker. Kontrar zu
unseren Ergebnissen wurde in einer Studie mit AC8 KO-Mausen aufgezeigt, dass in der
Membranfraktion aus einem Zellhomogenat des OB keine AC-Aktivitat durch Stimulation mit
Ca?* ausgeldst werden konnte (Schaefer et al., 2000). Es wird jedoch vermutet, dass die
Konzentration von freigesetztem Ca?* aus dem ER fiir die Aktivierung der AC8 nicht
ausreichend wire und diese Isoform nur tber den SOCE und dadurch entstehenden Ca?*-
Mikrodomdnen mit hoherer Konzentration aktiviert werden kann (Chen et al., 2022; Martin
et al., 2009). In einer friiheren Studie von Fischer et al. (2021) wurde gezeigt, dass NE Ca?*-
Signale liber die Aktivierung der a-Rezeptoren vermittelt und dass in der spaten Phase dieser
Ca%*-Antwort der SOCE beteiligt ist. Dennoch bleibt unklar, ob der tiber SOCE vermittelte Ca?*-
Anstieg in den Astrozyten der GL im OB ausreicht, um die AC8 unter physiologischen
Bedingungen zu aktivieren und ob diese Isoform in den Astrozyten der GL Uberhaupt
exprimiert wird. Es sind lediglich Zelltyp-unspezifische Expressionsdaten vorhanden, die eine
starke Expression der AC8 im OB nachweisen (Muglia et al., 1999). Da die Blockade der AC1
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und AC3 ausreichte, um das cAMP-Signal, das liber a1-Rezeptoren in den Astrozyten induziert
wurde, komplett zu blockieren, kann hier immerhin die Aktivierung der AC8, aber nicht dessen

Vorhandensein ausgeschlossen werden.

Um das Vorhandensein der AC1 und AC3 und die Abwesenheit der AC8 in den Astrozyten der
GL des OB zu bekraftigen, fihrten wir immunhistochemische Farbungen von Sagittalschnitten
des OB mit Anti-AC1, Anti-AC3 und Anti-AC8 durch (Kapitel 2, Abbildung 6 A—F). Wahrend Ko-
Farbungen von Astrozyten und Anti-AC1 sowie Anti-AC3 erkennbar waren, so war dies bei
Anti-AC8 nicht der Fall, sodass erneut bestatigt wurde, dass die PE-induzierten cAMP-Signale

durch die Aktivierung der AC1 und AC3 mittels Ca%*in den Astrozyten entstanden sein miissen.

Ca?*-abhingige ACs bieten ein groRes Potenzial synaptische Ubertragung zu modulieren. Die
beiden sekundiren Botenstoffe Ca?* und cAMP regulieren verschiedenste zelluldre Grund-
funktionen wie Gentranskription und Wachstum, aber auch synaptische Plastizitat und
Gliotransmission bei Astrozyten (Sobolczyk & Boczek, 2022). Es stellt sich nun die Frage nach
der Funktion eines Crosstalks der beiden sekunddren Botenstoffe. Durch die unterschiedliche
Affinitat der adrenergen Rezeptoren zu NE (a2-Rezeptoren > ai-Rezeptoren > B-Rezeptoren
(Ramos & Arnsten, 2007)) fuhrt eine Freisetzung einer mittleren NE-Konzentration Uber a-
Rezeptoren Ublicherweise zu einem schnellen, aber kurz anhaltenden Ca?*-Signal, wahrend
hohere NE-Konzentrationen Uiber die Aktivierung der B-Rezeptoren zu langanhaltenden
cAMP-Signalen fuhren. Durch den Crosstalk von Ca?* und cAMP kénnten in diesem Fall schon
geringere Konzentrationen von NE, das durch den LC ausgeschiittet wird, zu langanhaltenden
cAMP-Signalen fihren. Die Amplituden dieser cAMP-Signale fallen jedoch geringer aus als jene

bei gleicher NE-Konzentration Uber B-Rezeptoren induzierten cAMP-Signale (vgl. 5.1).

5.3 Indirekte Modulation der cAMP-Signalgebung durch aia- und aip-Rezeptoren

Die ai-Rezeptoren werden in folgende Subtypen untergliedert: aia-, ais-und aip (Bylund et al.,
1994; Hieble et al., 1995). Die Expression der ai-Rezeptor-Subtypen im OB der Ratte wurde
auf mRNA-Ebene untersucht, wobei eine starke Expression fiir aia- und aip-Rezeptoren,
jedoch nur eine moderate fiir die a1g-Rezeptoren festgestellt wurde (Day et al., 1997). Obwohl

alle drei Rezeptorsubtypen Gg/11-gekoppelt sind, kdnnen sie jeweils mit unterschiedlichen
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Proteinen interagieren und somit verschiedene Signalkaskaden aktivieren (Nalepa et al.,

2013).

Zimnik et al. (2013) konnten in ihren Experimenten bereits zeigen, dass die aia-Rezeptoren im
OB eine wichtige Rolle spielen. Die Aktivierung der aia-Rezeptoren von GCs fihrt zur
Verstarkung der inhibierenden Wirkung der dendrodendritischen Synapsen zwischen GCs und
MCs. Fir Astrozyten des Hippocampus konnten Lefton et al. (2025) zeigen, dass es durch
Aktivierung von aia-Rezeptoren zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration kam,
dem eine Ausschittung von ATP folgte. Welche Rolle die Subtypen der ai-Rezeptoren an den

Astrozyten der GL im OB spielen, war bisher nicht untersucht.

In unseren Experimenten blockierte der aia-Antagonist RS100329 die mittels ai-Rezeptor-
Agonisten PE-induzierten Ca%*-Signale in 88 % der Astrozyten und die PE-induzierten cAMP-
Signale in 75 % der Astrozyten. In den Ubrigen Zellen unterschieden sich die Amplituden der
Signale nicht signifikant zum Rundown. Der Einsatz des aip-Antagonisten BMY7378 blockierte
die PE-induzierten Ca%*-Signale in 14 % der Zellen und reduzierte sie in den ubrigen Zellen
signifikant. Die PE-induzierten cAMP-Signale blockierte der aip-Antagonist in 70 % der Zellen
und reduzierte das induzierte cAMP-Signal in den Ubrigen Zellen wiederum nicht signifikant.
Die Kombination der beiden Blocker fiir a1a- und aip-Rezeptoren schlieBlich fihrte dazu, dass
PE weder Ca%*- noch cAMP-Signale induzierte. Um die Spezifitdt der Subtypen-Antagonisten
sicherzustellen, wurden fir beide Blocker wie bei Zacharia et al. (2013) jeweils

Konzentrationen von 1 uM verwendet.

Es ist auffillig, dass die Ca?*-Signale auf den ersten Blick scheinbar entweder (ber aia-
Rezeptoren oder Uber aip-Rezeptoren induziert werden. Da die Blockade der aip-Rezeptoren
jedoch in den Astrozyten, die weiterhin ein Ca2*-Signal haben, auch zu einer signifikanten
Amplitudenreduktion des PE-induzierten Ca?*-Signals flihrte, ist eine Koexpression der beiden

Rezeptorsubtypen in den allermeisten Astrozyten in der GL des OB am wahrscheinlichsten.
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Die cAMP-Signale hingegen werden durch die Blockade eines der beiden Rezeptorsubtypen in
etwa gleich vielen Astrozyten komplett blockiert. Eine mogliche Erklarung hierfir konnte sein,
dass die meisten Astrozyten beide Rezeptorsubtypen exprimieren. Wahrend die Aktivierung
der aua-Rezeptoren zu starken Ca?*-Signalen fihrt, scheint die Aktivierung der aip-Rezeptoren
zu der intrazelluldren Ca?*-Freisetzung lediglich etwas zu addieren. Schlussendlich werden
durch das intrazellular freigesetzte Ca?* die Ca®*-sensitiven ACs, AC1 und AC3 aktiviert

(Abbildung 5).

cAMP

2+
ER Ca

Abbildung 5: Schematische Darstellung der intrazelluléiren Signalkaskaden nach Aktivierung der astrozytdren
az4- und aip -Rezeptoren in der Glomerularschicht des olfaktorischen Bulbus

Die Aktivierung der astrozytiren Gog-gekoppelten aia- und aip-Rezeptoren aktiviert die Phospholipase C, welches
zur Bildung von Inositol-1,4,5-trisphophat (IP3) und zur Freisetzung von Ca?* aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) in den Intrazellulérraum fiihrt. Dieses freigesetzte Ca®** aktiviert dann die Ca?*-sensitiven
Adenylatzyklase (AC)-Isoformen AC1 und AC3, welches die Produktion von cAMP induziert.

Die unterschiedliche Sensitivitdt der AC-Isoformen gegeniiber CaZ* kénnte eine Erklarung fur
den groBen Anteil an Zellen bieten, in denen die cAMP-Signale durch einen der beiden Blocker
blockiert wurden. Die AC1 ist funffach sensitiver gegentiber der Aktivierung durch Ca?* als die
AC8 oder die AC3 (Devasani & Yao, 2022). Es ist denkbar, dass die gleichzeitige Aktivierung
von aia- und aip-Rezeptoren zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca%* -Konzentration fihrt,
die einen gewissen Schwellenwert (iberschreitet, der fiir die Aktivierung der weniger Ca?*-
sensitiven AC3 erforderlich ist. In Astrozyten, die die Ca%*-sensitivere AC1 gemeinsam mit den
a1a-Rezeptoren exprimieren, geniigt bereits die Aktivierung dieses Rezeptorsubtyps, um ein

cAMP-Signal zu generieren. Wird dagegen die weniger Ca%*-sensitive AC3 in den jeweiligen
79



Astrozyten exprimiert, scheint die Aktivierung von a1a- und aip-Rezeptoren notwendig zu sein,
um den Ca?*-Schwellenwert fiir die Aktivierung der AC3 zu erreichen und eine cAMP-Antwort

hervorzurufen.

5.4 Dopaminerge cAMP-Signale werden Uberwiegend Uber die Familie der Di-
Rezeptoren vermittelt

Der OB wird stark von der dopaminergen Neuronengruppe Al16 innerviert (Hokfelt et al.,
1984). In der GL und der EPL des OB befinden sich TH-positive Interneurone (Fischer et al.,
2020). Die TH katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Synthese von L-Dopa
aus L-Tyrosin und somit der gesamten Katecholaminsynthese (Nagatsu et al., 1964). Im
nachsten Schritt wird dann aus L-Dopa Dopamin synthetisiert (Blaschko, 1942). Das
Expressionslevel der TH ist dabei stark aktivitdtsabhangig. Cigola et al. (1998) wiesen nach,
dass eine Forskolin-induzierte cCAMP-Erhéhung in primdren Zellkulturen zu einer 1,5 bis 1,6-

fachen Zunahme TH-positiver Neurone fiihrte.

In der GL wurde immunhistochemisch nachgewiesen, dass die Dendriten der TH-positiven
Neurone sich in rdumlicher Ndhe zu Astrozyten befinden (Fischer et al., 2020). Zu den TH-
positiven Interneuronen zdhlen die PGCs und die sACs, die neben GABA auch Dopamin
ausschitten (Nagayama et al.,, 2014). Wahrend PGCs zu einem Glomerulus projizieren,
projizieren die sACs zu funf bis sechs benachbarten Glomeruli (Nagayama et al., 2014). Eine
weitere Dopamin-Quelle fiir den OB kdnnten die Afferenzen des LC sein. Fiir Neurone des LC,
die den Hippocampus innervieren, wurde gezeigt, dass diese neben NE auch Dopamin

ausschitten und somit nicht nur rein noradrenerg sind (Kempadoo et al., 2016).

Es wurde weiterhin bereits gezeigt, dass Astrozyten in der GL des juvenilen murinen OB sowohl
die dopaminergen Di- als auch D>-Rezeptoren exprimieren und ihre Aktivierung zu Ca?* -
Signalen fuhrt (Fischer et al., 2020). Mittels pharmakologischer Inhibition von Di- und D»-
Rezeptoren konnten wir zeigen, dass Dopamin Uber Di-Rezeptoren cAMP-Signale in
Astrozyten des OB ausldste (Abbildung 4). Uber die Aktivierung der D,-Rezeptoren jedoch war
weder eine cAMP-Erniedrigung noch Erhohung ersichtlich (Kapitel 3, Abbildung 2 A—F). Dabei
ist bekannt, dass Di-Rezeptoren Gs-gekoppelt und Do-Rezeptoren Gi-gekoppelt sind (Beaulieu

& Gainetdinov, 2011; Missale et al., 1998). Im folgenden Abschnitt wird auf die Gs-gekoppelten
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Di-Rezeptoren naher eingegangen. Alle im Rahmen dieser Studie untersuchten Gi-
gekoppelten Rezeptoren (a-, D;- und Ai-Rezeptoren) werden gesammelt in Kapitel 5.6

aufgegriffen.

Obwohl mittels Agonisten-Einsatz lediglich Gber Di-Rezeptoren induzierte cAMP-Signale
nachgewiesen werden konnten, fiihrte der Einsatz des D1-Rezeptor Antagonisten SCH 23390
nicht in allen Astrozyten zu einer kompletten Blockade des Dopamin-induzierten Signals. In
29 % der Zellen verblieb ein cAMP-Signal. Spatere Experimente mit dem [-Rezeptor-
Antagonisten IClI 118,551 zeigten eine Reduktion der Amplitude der dopaminergen cAMP-
Signale um ca. ein Drittel der Amplitudenhéhe der Kontrolle (Kapitel 3,
Ergdnzungsabbildung 3). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Dopamin und NE, die sich
lediglich um eine Hydroxy-Gruppe unterscheiden, konnte bereits gezeigt werden, dass
Dopamin auch adrenerge Rezeptoren aktivieren kann (Lei, 2014). Fir zuklinftige Experimente
empfiehlt es sich, den Di-Rezeptor Antagonisten SCH 23390 mit dem [-Rezeptor-
Antagonisten ICI 118,551 zu kombinieren, um die komplette Blockade des Dopamin-
induzierten Signals tGber Di- und B-Rezeptoren gesichert nachzuweisen. Vor dem Hintergrund
unserer experimentellen Ergebnisse, die eine cAMP-Signalvermittlung tber a-Rezeptoren
belegen (Kapitel 2), ist nicht auszuschlieRen, dass auch Dopamin eine Aktivierung von a-

Rezeptoren bewirkt hat.

Eine selektive Blockade der Freisetzung der Neurotransmitter GABA und Dopamin durch
Lyons-Warren et al. (2023) ergab, dass der Verlust von GABA oder Dopamin die
Spontanaktivitdit von MCs erhohen. Sie zeigten, dass die Kotransmission von GABA und
Dopamin bendtigt werden, um die Aktivitdt der MCs so zu regulieren, dass die
Geruchserkennung und -unterscheidung optimal verlauft, indem weniger Glomeruli aktiviert
werden (Lyons-Warren et al., 2023). Im prafrontalen Kortex konnte durch Petrelli et al. (2020)
gezeigt werden, dass Astrozyten die Dopamin-Homoostase beeinflussen kénnen. Sie besitzen
zwar keine TH und kénnen Dopamin daher nicht synthetisieren, kdnnen es dafiir aber lGber
den OCT3 und den fir die dort lokalisierten Astrozyten nachgewiesenen VMAT2
transportieren und liber die MAO-B abbauen (Petrelli et al., 2020). Astrozyten in der GL
konnen also Uber die Regulation der extrazelluldren Dopamin-Konzentration Einfluss auf den

Grad der Hemmung der MCs und somit der Geruchserkennung und -differenzierung nehmen.
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5.5 Adenosinerge cAMP-Signale werden Uber Aa-Rezeptoren vermittelt und
unterscheiden sich nicht im EAE-Modell

Im OB kann ATP aus verschiedenen Quellen stammen. Die elektrische Stimulation der ORNs
flhrt zur Freisetzung von ATP und Glutamat (Thyssen et al., 2010). Astrozyten setzen Uber
Connexin 43-Hemikanale ebenfalls ATP als Antwort auf spontane MC-Aktivitat frei (Roux et
al., 2015). Ektonukleotidasen fiihren dann extrazellular zum Abbau des ATPs zu Adenosin. Bei
den Adenosinrezeptoren werden die Gijo-gekoppelten Ai- und Asz-Rezeptoren sowie die Gs-
gekoppelten Aza- und Azs-Rezeptoren unterschieden (Abbracchio et al., 2009). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass Astrozyten sowohl auf die Applikation von ATP, als auch von Adenosin

Uber den Aa-Rezeptor mit cAMP-Signalen reagierten (Abbildung 4).

Es ist bereits bekannt, dass die Stimulation von ORNs zur Kotransmission von Glutamat und
ATP flhrt (Thyssen et al., 2010). Durch eine elektrische Stimulation der Axone in der ONL des
OB initiierten wir eine synaptische Freisetzung von ATP. Dass es sich bei dem freigesetzten
Neurotransmitter um ATP handelte, wiesen wir mittels GRABate1.0 auf den Astrozyten nach.
Die elektrische Stimulation |6ste ebenfalls astrozytdare cAMP-Signale liber A,a-Rezeptoren aus.
Adenosinerge Axa und Azs-Rezeptoren sind Gs-gekoppelt (Abbracchio et al., 2009). Unter den
bislang bekannten P2Y-Rezeptoren gibt es keine bekannten Gs-gekoppelten Rezeptoren.
P2Y1,2,4,6,11 Sind Gg/11-gekoppelt und P2Y1;,13,14 Gijo-gekoppelt (Abbracchio et al., 2009). Es war
daher zu erwarten, dass positive cAMP-Signale durch Gs-gekoppelte Adenosinrezeptoren wie
Aza- oder Azs-Rezeptoren vermittelt werden, nachdem Adenosin appliziert wurde bzw. das
ATP extrazellular mittels Ektonukleotidasen zu Adenosin abgebaut worden ist. Unsere
Experimente zeigten, dass die Adenosin-induzierten cAMP-Signale mit dem Aza-Rezeptor
spezifischen Antagonisten ZM 241385 (Poucher et al., 1995) in den meisten Zellen komplett
blockiert wurden und nur in wenigen Zellen ein hochst signifikant kleineres Signal auftrat. Dies
zeigte sich ebenfalls bei den Stimulations-Experimenten. Der mdgliche Einfluss von Azg-
Rezeptoren auf das Adenosin-induzierte cAMP-Signal kann daher nicht ausgeschlossen
werden. In weiteren Experimenten ware es interessant gewesen, den Abbau von ATP durch
Ektonukleotidase-Hemmer wie beispielsweise ARL 67156, der die Hydrolyse von ATP
verhindert, zu umgehen (Levesque et al., 2007). Dies konnte den endgiltigen Beweis liefern,
dass zwar ATP freigesetzt wird, aber nur das Adenosin, das durch Ektonukleotidase-Aktivitat

daraus entsteht, ein cAMP-Signal in den Astrozyten auslost.
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Die adenosinergen Aza-Rezeptoren werden von geringeren Adenosin-Konzentrationen (im
nanomolaren Bereich) aktiviert, wahrend A,s-Rezeptoren hohere Adenosin-Konzentrationen
(im mikromolaren Bereich) fiir ihre Aktivierung benotigen (De Filippo et al., 2020). Die von uns
verwendeten Konzentrationen von 30uM Adenosin bzw. 30uM ATP besaRen
Konzentrationen, die beide Rezeptorsubtypen aktivieren sollten. Extrazelluldres Adenosin
wird entweder in umliegende Zellen per Transporter aufgenommen und dort zu AMP
phosphoryliert oder mittels Adenosin-Deaminase zu Inosin abgebaut (Garcia-Gil et al., 2021).
Die Adenosinkonzentration an den Rezeptoren wird also deutlich geringer als die per
Badperfusion applizierte gewesen sein. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sie ausreichend
ware, um sowohl Axa- als auch Azs-Rezeptoren zu aktivieren. Die Anwendung des Aza-Rezeptor
Agonisten PSB0777 bestatigte das Vorhandensein jener Rezeptoren. Das durch PSB0777
induzierte cAMP-Signal liel8 sich ebenfalls durch den Einsatz des spezifischen Antagonisten
blockieren. In-situ-Hybridisierungsdaten zeigen eine starke Expression von Aa-Rezeptoren in
allen Schichten des OB (Rotermund et al., 2018). Fiir die Expression der Azg-Rezeptoren im OB

liegen aktuell leider keine Studien vor.

ATP und Adenosin stellen wichtige endogene Signalmolekiile bei Immunantworten und in
entzindlichen Prozessen dar (Bours et al., 2006). lhre Rezeptoren werden ebenfalls auf den
verschiedenen Immunzellen exprimiert (Bours et al.,, 2006). Das Tiermodell der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelits (EAE) ist ein etabliertes Modell zur
Untersuchung der multiplen Sklerose (MS). MS ist eine entzindlich-demyelinisierende
Erkrankung beim Menschen (Constantinescu et al., 2011). EAE ist gekennzeichnet durch
Inflammation, Demyelinisierung, Axonverlust und Gliose, ausgel6st durch den Eintritt

reaktiver T-Lymphozyten in das ZNS (Constantinescu et al., 2011).

In einer Studie von Stekic et al. (2024) in Ratten konnte nachgewiesen werden, dass es zu einer
Hochregulierung der Expression der Ai-Rezeptoren in MCs und TCs im OB im EAE-Modell kam.
Zudem kam es zu einer Uberexpression vom ATP-abbauenden Enzym CD73 sowie Azg-, As- und
P2X4-Rezeptoren in den Mikroglia-Zellen des OB (Stekic et al., 2024). Diese Uberexpression
CD73 wirde im Umkehrschluss zu einer sehr hohen extrazellularen Adenosin-Konzentration
durch den schnellen ATP-Abbau fuhren. Weiterhin konnten in Verhaltenstests eine
Verschlechterung der olfaktorischen Wahrnehmung sowie dngstliches Verhalten der an EAE-
erkrankten Versuchstiere gezeigt werden (Stekic et al., 2024). Schubert et al. (2025) zeigten
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ebenfalls olfaktorische Defizite der an EAE-erkrankten Mduse und zwar bereits in frihen
Krankheitsstadien. Weiterhin zeigten sie in ihrer Studie die Degeneration von sACs sowie MCs
und TCs im Zuge der EAE-Erkrankung. Bei MCs konnten sie zudem mittels Zelltranskriptom-
Sequenzierung eine Hochregulierung bestimmter K*-Kandle wunter EAE-Bedingungen
nachweisen und diese veranderte K*-Leitfahigkeit experimentell bestatigen (Schubert et al.,

2025).

Wir untersuchten, ob es eine Veranderung der cAMP-Signale, die iber die A,a-Rezeptoren in
der GL im OB ausgelost wurden, im EAE-Modell gab. Die induzierten cAMP-Signale
unterschieden sich zwischen gesunden und an EAE leidenden Tieren nicht. Obwohl wir
experimentell keine Anderung an den Signalamplituden feststellen konnten, wire es jedoch
moglich, dass im EAE-Modell weitere Veranderungen der adenosinergen Signallibertragung
stattgefunden haben, die von unseren Experimenten nicht detektiert wurden. Zum einen
wurden nur Astrozyten untersucht, zum anderen konnten wir experimentell Uber die
Aktivierung der Ai-Rezeptoren keine intrazellulire Anderung der cAMP-Konzentration und
somit der AC-Aktivitat nachweisen. Eine mogliche Hochregulation der Ai-Rezeptoren in den
Astrozyten wie sie von Stekic et al. (2024) im EAE Modell in MCs und TCs nachgewiesen wurde,

konnten wir somit nicht zeigen.

Im nachsten Kapitel wird insbesondere auf alle in dieser Arbeit untersuchten Gi-gekoppelten

Rezeptoren wie die A1-Rezeptoren eingegangen.

5.6 Kontextabhangige Hemmung der Adenylatzyklasen-Aktivitat

Unsere Experimente zeigten, dass ausgehend vom Ruhezustand der astrozytaren AC-Aktivitat
weder nach der Aktivierung der Gijo-gekoppelten Ai- (Kapitel 4, Abbildung 3 C), D2- (Kapitel 3,
Abbildung 2 E & F) noch az-Rezeptoren (Kapitel 2, Abbildung 2 H) eine Hemmung der AC-
Aktivitat und somit ein Absinken der cAMP-Konzentration beobachtet werden konnte. Die
einzelnen Applikationen der beiden verschiedenen Aj;-Rezeptor Agonisten N®-CPA und
MeCCPA und die des D;-Rezeptor Agonisten Quinpirol in zwei verschiedenen Konzentrationen
(1 uM und 20 uM) konnten weder im Ruhezustand der Astrozyten eine cAMP-Verdanderung

ausloésen, noch nach Aktivierung der ACs mit Forskolin. Fiir die Aktivierung der ACs wurde
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Forskolin per Badapplikation appliziert, bis eine stetiges cAMP-Signal erreicht wurde.
Daraufhin wurde der jeweilige Agonist gemeinsam mit Forskolin appliziert. Der a-Rezeptor-
Agonist Xylazin hingegen flihrte im astrozytaren Ruhezustand zu einer Zunahme der
intrazellularen cAMP-Konzentration und nach einer Aktivierung der ACs mit Forskolin zu einer
Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration durch Hemmung der ACs (Kapitel 2,

Abbildung 2 H—K).

Es ist bekannt, dass alle membranstandigen ACs lber G stimuliert werden kdnnen, jedoch nur
die ACs 1, 3, 5 6, und 8 lber G; inhibiert werden. Weiterhin kann Forskolin alle
membranstandigen ACs bis auf die AC 9 aktivieren (Chen et al., 2022). Da die untersuchten
Astrozyten in allen drei Einzelstudien in derselben Messregion im murinen OB lagen, ist jedoch
von einer dhnlichen konstitutionellen AC-Zusammensetzung auszugehen. In weiteren
Experimenten konnte in denselben Astrozyten untersucht werden wie diese auf die
Applikation von Agonisten fir die Gi-gekoppelten Rezeptoren ohne und mit Forskolin-Einsatz
reagieren, um sicher zu gehen, dass dieselben Astrozyten mit denselben ACs unterschiedlich

auf die Aktivierung der verschiedenen Gi-gekoppelten Rezeptorwege reagieren.

Es ware jedoch von grolRer Bedeutung, die Expression von D,- und Ai-Rezeptoren in den
Astrozyten der GL des adulten, murinen OB nachzuweisen. In den Experimenten von Fischer
et al. (2020) wurden Ca?*-Signale, die (iber D,-Rezeptoren vermittelt wurden, nachgewiesen.
In dieser Studie wurden jedoch juvenile Mause bis P21 verwendet, wahrend in unseren hier
behandelten drei Studien akute Hirnschnitte von adulten Mausen ab dem Alter von friihestens
neun Wochen Verwendung fanden. Mdglicherweise kdnnten die dopaminergen D»-
Rezeptoren im Laufe der Entwicklung herunterreguliert werden. Dies wurde durch Rani and
Kanungo (2006) fiir 20 Wochen alte Mause im Vergleich zu 15 bzw. 45 Tage alten Mausen fir

den zerebralen Kortex und die Kleinhirnrinde gezeigt.

Weiterhin ist durch eine Studie von Chun et al. (2013) bereits bekannt, dass
Dopaminrezeptoren auch D1-D;-Heterooligomer bilden, deren Aktivierung tber den PLC/IP3-
Weg intrazelluldre Ca®* -Signale auslést. Dies wiirde ebenfalls erkldren, warum keine AC-
hemmende Aktivitat nach der Aktivierung von D;-Rezeptoren gezeigt werden konnte, wenn
diese als Heterooligomere vorlagen und somit nicht Gi,-gekoppelt waren. Obwohl Gber die

Aktivierung der D,-Rezeptoren nachweislich intrazellulires Ca?* Uber den PLC/IP3-Weg
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freigesetzt wird (Fischer et al., 2020) und wir fiir die adrenergen ai-Rezeptoren aufzeigen
konnten, dass das intrazellulér freigesetzte Ca%* die Ca?*-sensitiven AC-Isoformen aktiviert und
dadurch cAMP-Signale auslost, konnten wir auch keine Stimulation der ACs Uber die
Aktivierung der D,-Rezeptoren erwirken. Dies kdnnte bekraftigen, dass keine D,-Rezeptoren
vorhanden waren oder aber bedeuten, dass in den Astrozyten, die D,-Rezeptoren
exprimieren, keine Ca?*-sensitiven ACs oder nur die weniger Ca%*-sensitive AC3 exprimiert

wird.

Durch Rotermund et al. (2018) ist mittels in situ Hybridisierung nachgewiesen, dass Ai-
Rezeptoren in der GL des OB in Mausen exprimiert werden. Insgesamt ist die Expression in der
GL aber deutlich schwacher als die der Axa-Rezeptoren. Zudem gibt es keinen Zelltyp-
spezifischen Nachweis fir die Expression der Aj-Rezeptoren in Astrozyten in der GL
(Rotermund et al., 2018). Expressionsdaten von Adoral, das fir die Ai;-Rezeptoren kodiert,
zeigen, dass Astrozyten im Kortex Ai-Rezeptoren exprimieren (Hackett, 2018). Astrozyten des
OB waren allerdings nicht Untersuchungsbestandteil dieser Studie, sodass hierzu keine Daten
vorliegen. Astrozyten konnen ebenfalls die Gi-gekoppelten As-Rezeptoren exprimieren
(Abbracchio et al., 1998). Eine mogliche Expression von As-Rezeptoren in den Astrozyten der
GL und der dadurch vermittelten Hemmung der ACs wurde von uns nicht experimentell

geprift.

Der ay-Rezeptor-Agonist Xylazin zeigte ein interessantes experimentelles Verhalten: Die
Applikation im astrozytdaren Ruhezustand fiihrte zu einer Aktivierung der ACs und einem
positivem cAMP-Signal, wahrend die ACs nach vorheriger Aktivierung mittels Forskolin
gehemmt wurden. Fischer et al. (2021) konnte bereits zeigen, dass in den Astrozyten der GL
Uber den PLC/IP3-Weg vermittelte Ca®*-Signale auch Uber az-Rezeptoren induziert werden
konnten. Wie in den Ergebnissen in Kapitel 2 bereits fiir ai-Rezeptoren gezeigt, kann die
erhéhte interne Ca?*-Konzentration Ca?*-sensitive AC-Isoformen aktivieren und somit zu
einem positiven cAMP-Signal fihren. Nach Aktivierung der ACs via Forskolin beobachteten wir
eine Reduktion der cAMP-Konzentration und somit eine Hemmung der AC-Aktivitat nach der
Applikation von Xylazin. Dies deutet darauf hin, dass die Gber den a;-Rezeptor induzierte Gi-
vermittelte Hemmung der ACs ein aktiviertes Ausgangniveau erfordert, um detektierbar zu
sein. Ubereinstimmend mit unserer Beobachtung konnten Cotecchia et al. (1990) in Zellkultur
ebenfalls eine Hemmung der AC-Aktivitat Gber ay-Rezeptoren nach Aktivierung der ACs mit
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Forskolin zeigen. Pirnat et al. (2021) berichteten, dass die cAMP-Konzentration in kultivierten
Astrozyten aus verschiedenen Kulturen im Gegensatz zur Ca%*-Konzentration relativ konstant
ist und im Ruhezustand ungefahr 0,6 uM betragt. Eine Stimulation mit 100 uM NE fuhrte dabei
in allen untersuchten Astrozytenkulturen zu einem vergleichbaren Amplitudenanstieg (Pirnat
et al., 2021). Dagegen stellten Vardjan et al. (2016) zuvor fest, dass Astrozyten aus primarer
Zellkultur aus dem Kortex eine cAMP-Basalkonzentration von 4 uM mit einer Spanne von 1-
10 uM aufwiesen. Odaka et al. (2014) zeigten in ihrer Charakterisierung des Flamindo2-
Sensors, dass schon geringe cAMP-Konzentrationen von ca. 0,3 uM ausgehend von einem
niedrigen cAMP-Basallevel mit einem Signalverlust von ca. 10 % visualisiert werden kdnnen.
Der Sensor ist also in der Lage bereits eine Reduktion geringer cAMP-Konzentrationen

abzubilden.

Unsere Ergebnisse zeigen insgesamt, dass die Gi-gekoppelten Rezeptoren in der GL des OB
kontextabhangig auf die AC-Aktivitdit und somit die cAMP-Konzentration einwirken.
Insbesondere die duale Wirkung der a,-Rezeptor Aktivierung zeigt deutlich, dass die cAMP-
Antwort vom AC-Aktivierungszustand und der intrazellularen Konzentration sowie der

zelluldren Ausstattung an AC-Isoformen abhangig ist.

5.7 Mogliche Auswirkungen der cAMP-Modulation auf die Funktion des
olfaktorischen Bulbus

Mithilfe unserer Experimente konnte gezeigt werden, dass NE, Dopamin und Adenosin die
cAMP-Konzentration in Astrozyten der GL im OB durch Aktivierung der ACs erhéhen kénnen.
Dabei werden die ACs Uber die Aktivierung der Gs-Proteine liber B-Rezeptoren sowie D1- und
Ayp-Rezeptoren direkt und Uber ai- und az-Rezeptoren indirekt Uber das intrazellular

freigesetzte Ca%* stimuliert.

Astrozyten spielen eine aktive Rolle bei der Prozessierung von Gerlichen. Sie modulieren
sowohl die Detektion als auch die Diskriminierung verschiedener Gerliche abhangig von ihrer
intrazelluldren Ca?*-Konzentration (Ung et al., 2020). Weiterhin fungieren sie als wichtige
Effektoren in neuromodulatorischen Netzwerken. Im murinen Hippocampus induziert NE
durch die Aktivierung astrozytirer aia-Rezeptoren eine intrazelluldre CaZ*-Erhdhung, die

wiederum zur ATP-Freisetzung durch die Astrozyten flhrt, welches extrazellular zu Adenosin
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metabolisiert wird und dann an prasynaptischen Ai-Rezeptoren bindet und die
Neurotransmitterfreisetzung behindert (Lefton et al., 2025). Dieser Mechanismus ist sowohl
im murinen Hippocampus nachgewiesen worden (Lefton et al.,, 2025) als auch in
Zebrafischlarven (Chen et al., 2025), wo das Adenosin allerdings an Azs-Rezeptoren bindet und
das Schwimmverhalten der Larven beeinflusst. Im prafrontalen Kortex zeigten Pittolo et al.
(2022) die Aktivierung von Astrozyten mittels Dopamin (iber ai-Rezeptoren. Die hierdurch
gezeigte intrazelluldre Ca®*-Freisetzung fuihrte ebenfalls zur Ausschittung von ATP (Pittolo et

al., 2022).

Bei den oben beschriebenen Mechanismen ist Ca?* als wichtiger Botenstoff an der
Gliotransmitterfreisetzung beteiligt. Welche Rolle nun die Erhéhung der cAMP-Konzentration
im OB spielen konnte, ist aktueller Gegenstand der Forschung. Die Rolle von cAMP als
Botenstoff in Astrozyten des Hippocampus kann synaptische Plastizitat induzieren und damit
das Gedachtnis modulieren (Zhou et al., 2021). Bei synaptischer Plastizitat handelt es sich um
eine aktivitatsabhangige Veranderung der Starke einer neuronalen Verbindung (Magee &
Grienberger, 2020). Zhou et al. (2021) wiesen in vivo nach, dass Astrozyten, deren cAMP-
Produktion mittels optogenetischer Techniken angeregt wurde, das Gedachtnis modulierten.
Dabei forderte der cAMP-Anstieg vor der Gedachtnisbildung die Lernleistung, jener wahrend

der Gedachtnisbildung beeintrachtigte jedoch die Gedachtnisretention (Zhou et al., 2021).

Bisher wurden [B-Rezeptoren als die wichtigsten Rezeptoren fiir die Regulation der
intrazellularen cAMP-Konzentrationen in Astrozyten angesehen (Zhou et al., 2019). Durch
unsere Experimente wurde nun gezeigt, dass liber a-Rezeptoren ebenfalls cAMP-Signale
ausgeldst werden kénnen. Die Amplituden dieser Signale fielen zwar geringer aus als die tGber
B-Rezeptoren induzierten cAMP-Signale, dafiir besitzen az- und ai1-Rezeptoren eine groRere
Sensitivitat gegenliber NE und werden daher schon bei geringeren Konzentrationen aktiviert
(Ramos & Arnsten, 2007). Der OB wird stark von Projektionen des LC innerviert, die sich bis in
die GL erstrecken (Eckmeier & Shea, 2014; Fischer et al., 2021; McLean et al., 1989; Shipley et
al., 1985). Fur den prafrontalen Kortex wurde bereits gezeigt, dass die Stimulation der
Neurone des LC nicht nur zur Ausschiittung von NE, sondern ebenfalls zur Ausschittung von
Dopamin fihrten (Devoto et al., 2005). Weiterhin wird Dopamin auch von den dopaminergen
Neuronen der Gruppe A16 im OB freigesetzt (Bjorklund & Dunnett, 2007). Die sACs und eine
Subpopulation von etwa 20 % der PGCs in der GL schiitten nicht nur GABA sondern auch
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Dopamin aus (Halasz et al., 1981; Maher & Westbrook, 2008; Vaaga et al., 2017). Das hier
freigesetzte Dopamin ware ebenfalls in der Lage, die dopaminergen und adrenergen

Rezeptoren der umliegenden Astrozyten zu aktivieren (Lei, 2014).

Wenn nun die Katecholamine NE und Dopamin gleichzeitig in der GL im OB ausgeschiittet
wirden, so aktivieren sie sowohl dopaminerge als auch adrenerge Rezeptoren (Lei, 2014). Die
Aktivierung der drei adrenergen sowie der dopaminergen Di-Rezeptoren ruft einen starken
Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration in den Astrozyten hervor. Dabei ist es
experimentell herausfordernd, die Signalkaskade der cAMP-Signale, die Uber die Aktivierung
der ai1-Rezeptoren erfolgt, zu untersuchen. Diesen geht immer ein Anstieg der intrazellularen
Ca%*-Konzentration voraus. Obwohl bisher nicht genauer untersucht, wird dies bei der
Aktivierung der ay-Rezeptoren wahrscheinlich ebenfalls der Fall sein. Im Folgenden werden

mogliche Auswirkungen des intrazellularen cAMP-Anstiegs betrachtet.

Guttenplan et al. (2025) wiesen in Drosophila melanogaster als Reaktion auf NE in Astrozyten
das so genannte ,,Gating” nach: Als Reaktion auf das NE-Homologon Tyramin, reagierten die
Astrozyten nachfolgend auch auf die weiteren Neurotransmitter Dopamin, Glutamat und
Acetylcholin, auf die sie zuvor keine Reaktion zeigten. Dieser Mechanismus ist an die AC-
hemmende G;-Signalkaskade liber a,-Rezeptoren gekoppelt und in der Tierwelt konserviert.
Er wurde von ihnen ebenfalls in kultivierten Astrozyten von Ratten nachgewiesen (Guttenplan
et al., 2025). Durch diesen Mechanismus konnten die Astrozyten der GL als Folge auf die
Aktivierung der az-Rezeptoren durch NE auch auf die Applikation von Dopamin mit starkeren
cAMP-Signalen reagieren. Eine starkere Reaktion auf Glutamat und Acetylcholin wiirde zu
einer erhéhten Ca?*-Konzentration fihren, die je nach zelluldrer AC-lsoformausstattung
voraussichtlich zu einem intrazellularen Anstieg der cAMP-Konzentration fuhrt (Takata et al.,
2011; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Der starke Anstieg intrazellularen cAMPs ist mit
verschiedenen potenziellen Effekten verbunden: Zum einen auf die Genexpression (Paco et
al., 2016; Schlag et al., 1998), zum anderen auf die neurovaskulare Kopplung (Vittani et al.,
2025) oder Uber eine extrazellulare Ausschittung des cAMPs mit moglicherweise Wirkung auf

umliegende Zellen (Rosenberg & Dichter, 1989; Sayner et al., 2019).

Bereits 1998 wurde durch Schlag et al. (1998) in kultivierten Astrozyten nachgewiesen, dass

cAMP-Analoga zu einer héheren Expressionsrate der Glutamat-Transporter GLT-1, GLAST,
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EAAC1 und EAAT4 fuhrte. In kultivierten Astrozyten wurde von Paco et al. (2016)
nachgewiesen, dass die cAMP-induzierte Genregulation die Reifung von Astrozyten fordert.
Sie untersuchten die Regulation einzelner Gene und stellten fest, dass ca. ein Viertel der
hochregulierten Gene fiir den Zellmetabolismus und ca. ein weiteres Viertel flr die Expression
verschiedener Transporter kodieren. Dabei handelt es sich insbesondere um Transporter fiir
Neurotransmitter wie Glutamat, Glycin und Katecholamine (Paco et al., 2016). Eine héhere
Expressionsrate von Transportern in Astrozyten der GL im OB kdénnte dazu flihren, dass das
von den ORNs ausgeschiittete Glutamat schneller aus dem synaptischen Spalt aufgenommen
werden kann. Dies wiirde die Dauer der postsynaptischen Aktivierung von MCs und TCs

zeitlich begrenzen.

Die Aufnahme von Glutamat durch Astrozyten hat weiterhin Einfluss auf die neurovaskulare
Kopplung und fiihrt unabhingig von Ca?* zur Vasodilatation wie von Petzold et al. (2008) in
vivo in Kapillaren der GL von Mausen gezeigt. Astrozyten reagieren unter anderem auf
neuronale Aktivitdt, indem sie vasodilatatorische Substanzen freisetzen, die den lokalen
Blutfluss erhéhen (Lia et al., 2023). Kirzlich zeigten Vittani et al. (2025), dass eine Erhéhung
der cAMP-Konzentration in Astrozyten unabhingig von der intrazelluldren Ca%*-Konzentration
eine Vasodilatation der Blutkapillaren ausl6st. In dieser in vivo Studie in Mausen wurde
mithilfe optogenetischer Techniken die gezielte cAMP-Produktion in Astrozyten mit einer
AAV-vermittelten bPAC-Expression durch Licht stimuliert. Arteriolen wurden mit Alb-
mScarlett markiert und die Veranderungen der Arteriolendurchmesser nach bPAC-Stimulation
guantifiziert (Vittani et al., 2025). Die Erhdhung des lokalen Blutflusses sorgt fiir eine bessere
Energieversorgung der Neurone (iber das ANLS der Astrozyten und ebenfalls der Astrozyten
selbst (Magistretti & Pellerin, 1996; Mason, 2017). Insgesamt steht dadurch mehr ATP fir
Prozesse wie den astrozytaren Glutamat-Glutamin-Zyklus sowie die Aufnahme von
extrazelluldarem K* durch die Astrozyten zur Verfiigung, was den Neuronen ermoéglicht, langer
hochfrequent zu feuern (Hertz, 1965; Hertz & Zielke, 2004; Walz, 2000). Durch all diese

Prozesse konnte sich die Signalibertragung von ORNs und MCs sowie TCs deutlich verbessern.

Der starke Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration in den Astrozyten kdnnte auch zum
Ausschitten von cAMP in den Extrazelluldarraum flihren, wie es bereits von Rosenberg and
Dichter (1989) in kultivierten kortikalen Astrozyten von Ratten gezeigt wurde. Im peripheren
Nervensystem wurde die Freisetzung von cAMP in extrazelluldren Vesikeln von Endothelzellen
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der Lungengefille beschrieben (Sayner et al., 2019). Durch extrazelluldre Phosphodiesterasen
wird das cAMP dann zunachst zu AMP und dann zu Adenosin abgebaut (Rosenberg & Dichter,
1989). Das extrazelluldre cAMP konnte die adenosinergen Ai-Rezeptoren der MCs aktivieren.
Dies wirde zu einer Hyperpolarisation der MCs durch die Aktivierung von Hintergrund-K*-
Kandlen aus der Familie der Zwei-Porendomanen-Kaliumkandle (K2P-Kandle) fiihren
(Rotermund et al., 2018). Die Hyperpolarisation miindet schlussendlich in einem besseren
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, indem die neuronale Spontanaktivitdt herabgesetzt wird,
wahrend die induzierte neuronale Aktivierung gleichbleibend ist (Rotermund et al., 2018). Die
moglicherweise von cAMP induzierten Prozesse sind in der Abbildung 6 schematisch

zusammengefasst.

Perspektivisch ware es interessant, in vivo den LC zu stimulieren und sich die Auswirkungen
der Stimulation in der GL anzuschauen. Hierbei sind insbesondere die Wirkungsweisen des
freigesetzten NEs und Dopamins sowie ihre Wirkung auf Astrozyten und Neurone in den

Glomeruli von Interesse.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die beiden sekundéren Botenstoffe Ca?* und cAMP
miteinander agieren und dass die Aktivierung von Gg-gekoppelten Rezeptoren ebenfalls
cAMP-Signale auslésen kann. Damit wird die Grundlage geschaffen, den Crosstalk zwischen

den beiden Signalwegen in zukiinftigen Studien vertieft zu untersuchen.
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Adenosin

Abbildung 6: Schematische Darstellung méglicher Auswirkungen der Aktivierung katech;;larhinerger und
adenosinerger Rezeptoren in Astrozyten der Glomerularschicht des olfaktorischen Bulbus

Die Aktivierung der Gs-gekoppelten adrenergen (griin) B-, dopaminergen (blau) Di- und adenosinergen (rot) Aza-
Rezeptoren in Astrozyten fiihrt zur Aktivierung der Adenylatzyklasen (ACs) und somit zu einem intrazelluldren
cAMP-Anstieg. Die Aktivierung von az-Rezeptoren bedingt das so genannte ,Gating” wodurch die anderen
Rezeptoren sensitiver gegeniiber ihrer Aktivierung werden. Zudem fiihrt die Aktivierung der adrenergen ai- und a2-
Rezeptoren iiber den intrazelluldren Ca?*-Einstrom zu einer Aktivierung Ca?*-sensitiver ACs und trégt somit zum
intrazelluldren cAMP-Anstieg bei. Dieses kénnte direkt eine Vasodilatation bedingen oder indirekt (iber die
Aufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt zwischen olfaktorischen Rezeptorneuronen (ORNs) und
Mitral- und Tufted-Zellen (MCs und TCs). Durch hohe intrazelluldre astrozytdre cAMP-Level wird die Expression von
Glutamattransportern verstérkt und somit auch die Glutamataufnahme aus dem synaptischen Spalt. Weiterhin
kann das cAMP vesikulér ausgeschiittet und dort durch Ektonukleotidasen zu Adenosin abgebaut werden. Dieses
kénnte dann iiber Ai-Rezeptoren an MCs und TCs wirken und durch einen verstdrkten K*-Einstrom das Signal-zu-
Rausch-Verhdltnis verbessern.
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