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1. Beitrag zur Publikation 

1.1 Eigenanteil an ñDistinct reduction in relative microglial glucose uptake compared 

to astrocytes and neurons upon isolation from the brain environmentò 

Ausarbeitung des Konzeptes der vorliegenden Studie zum direkten Vergleich der in 

vivo und in vitro 18F-FDG-Traceraufnahme gemeinsam mit dem Betreuer Professor 

Brendel, basierend auf zuvor generierten Ergebnissen. Mitarbeit bei der Etablierung 

des zugrundeliegenden neuartigen Ansatzes zur Quantifizierung und R¿ckverfolgung 

der zerebralen Radiotraceraufnahme auf zellulªrer Ebene mit Laura M. Bartos und 

dem Betreuer. Erºrterung und Evaluierung der Versuchsergebnisse sowie 

methodischer Fragestellungen. Planung der Panel- und Gating-Strategie f¿r die 

Durchflusszytometrie sowie Auswertung der Daten. Eigenstªndige Durchf¿hrung, 

Auswertung und statistische Analyse aller Versuche sowie Erstellung der Abbildungen 

f¿r die Publikation. Interpretation der Ergebnisse sowie Verfassen des 

Manuskriptentwurfs unter Supervision des Betreuers.
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2. Einleitung 

Verªnderungen des zellulªren mitochondrialen Energiestoffwechsels im Gehirn sowie 

charakteristische metabolische Muster sind gemeinhin als wichtige Indikatoren 

neurodegenerativer Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer anerkannt. Diese kºnnen 

den klassischen pathologischen Merkmalen, wie der Anwesenheit seniler Plaques und 

neurofibrillªren B¿ndeln, zeitlich weit vorausgehen [1-6]. Hieraus ergibt sich ein stetig 

wachsendes Interesse an der Untersuchung von in der Pathogenese involvierten 

zerebralen Stoffwechselvorgªngen und eine Vielzahl von Methoden, um diese in vivo 

und in vitro nachzuvollziehen und zu quantifizieren.  

Morbus Alzheimer ist gemªÇ der S3-Leitlinie ĂDemenzenñ als primªr 

neurodegenerative zerebrale Krankheit klassifiziert und stellt die hªufigste Form von 

Demenz dar. Im Zuge der chronischen bis progressiven Erkrankung manifestieren sich 

Stºrungen vieler hºherer kortikaler Funktionen, wie beispielsweise Gedªchtnis, 

Orientierung und Urteilsvermºgen. Die zugrundeliegenden Pathomechanismen 

umfassen die Akkumulation extrazellulªrer Amyloid-ɓ-Plaques und abnormaler 

intrazellulªrer Tau-Proteine sowie schwerwiegende Verªnderungen des zerebralen 

Metabolismus [7-11]. Insgesamt liegt der Alzheimer Demenz (AD) demnach eine 

komplexe Pathogenese zugrunde, die der Diagnostik und Therapie verschiedene 

Ansatzmºglichkeiten bietet. 

In der klinischen Routinediagnostik ist die Positronen-Emission-Tomographie (PET) 

fest etabliert [12-14]. Dabei werden Radioliganden (Tracer) eingesetzt, die an 

spezifische Zielmolek¿le (Targets) binden oder im Falle von 18F-Fluoro-2-deoxy-2-D-

glucose (18F-FDG) unspezifisch, in Korrelation mit der metabolischen Aktivitªt, in 

Zellen aufgenommen werden. 18F-FDG wird nach Aufnahme in die Zelle durch die 

Hexokinase Reaktion phosphoryliert. Dies verhindert, dass das Glukosemolek¿l die 

Zelle wieder verlassen kann. Anders als physiologisches Glukose-6-phosphat kann 

das verwendete Deoxyglukose-6-phosphat zudem nicht als Substrat in die Glykolyse 

einflieÇen und akkumuliert daher in der Zelle [15, 16]. Die PET in Kombination mit einer 

Computertomographie (18F-FDG-PET/CT) kann 18F-FDG somit f¿r die Dauer seiner 

Gammaemissionen, rªumlich und zeitlich aufgelºst, exakt lokalisieren. Dieses 

Bildgebungsverfahren erlaubt die Identifizierung von Zellverbªnden mit gesteigerter 

oder reduzierter Glukoseaufnahme und folglich mit verªndertem Metabolismus sowie 

die Zuordnung einer bestimmten Hirnregion. Infolgedessen lassen sich mit dieser 
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diagnostischen Methode Alzheimer und nicht-Alzheimer Demenzen unterscheiden 

[17]. Die Ursache der pathologischen Verªnderungen des PET-Signals auf zellulªrer 

Ebene blieb dabei allerdings lange ungeklªrt, da 18F-FDG unspezifisch von allen Zellen 

aufgenommen werden kann [18].  

Um dieser Problematik im Rahmen prªklinischer Forschung auf den Grund zu gehen, 

haben wir und andere Arbeitsgruppen einen neuartigen Workflow (single cell 

Radiotracing, scRadiotracing) etabliert und weiterentwickelt, welcher die 

Quantifizierung der Traceraufnahme auf zellulªrer Ebene ermºglicht. Die 18F-FDG-

PET/CT und das scRadiotracing mit 18F-FDG teilen sich den bereits beschriebenen 

zellulªren Aufnahmemechanismus des Tracers. Beim scRadiotracing wird nach in vivo 

Applikation die Glukoseaufnahme jedoch mit der Extraktion der Hirnzellen determiniert 

und der Tracer bleibt weiterhin f¿r die Dauer des Versuchs in den Zellen messbar. Als 

Endergebnis des scRadiotracing reflektiert die quantifizierte Radioaktivitªt pro 

Einzelzelle demnach eine Momentaufnahme der zerebralen Glukoseaufnahme in vivo, 

zum Zeitpunkt der Hirnextraktion [19-21]. In zwei unabhªngigen Studien zur 

Untersuchung der zellulªren Tracerzuordnung konnte damit bereits unter Einsatz des 

grundlegenden Versuchsansatzes ein Zusammenhang zwischen Verªnderungen des 

PET-Signals und des Glukosebedarfs wªhrend unterschiedlicher Aktivitªtszustªnde 

von Mikrogliazellen nachgewiesen werden [19, 20]. 

Im Hinblick auf das Verstªndnis pathophysiologischer Mechanismen bei der 

Entstehung und Progression der AD ist die Erforschung des Metabolismus auf 

zellulªrer Ebene in den Fokus ger¿ckt. Dabei konnte bereits nachgewiesen werden, 

dass Gliazellen an der Pathogenese der AD beteiligt sind und maÇgeblich die 

beobachteten PET-Signalverªnderungen beeinflussen. Da dies insbesondere mit 

Abweichungen des mikroglialen Metabolismus einhergeht, ist es naheliegend, 

therapeutische Ansªtze in ebendiesen Stoffwechselmechanismen zu ermitteln [20, 22, 

23]. Allerdings bleibt die Untersuchung des zellulªren Stoffwechsels in vivo 

herausfordernd, weshalb sich die meisten bisherigen Studien auf Zellkulturen und den 

Einsatz extrakorporaler, bioenergetischer in vitro Assays fokussierten. Unter 

hochkontrollierten Bedingungen erlauben einige dieser Verfahren die Quantifizierung 

sensitiver Parameter [24-27]. Jedoch sind gerade Mikrogliazellen dazu in der Lage, in 

Abhªngigkeit von extrazellulªren Signalen in vivo, wie etwa Adenosintriphosphat (ATP) 

bei lokaler Schªdigung von Hirngewebe [28, 29] oder Apolipoproteine als 
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pathologische Rezeptorliganden [30], ihren Aktivitªtszustand dynamisch zu 

modifizieren [31, 32]. Infolgedessen induzierte Prozesse, wie gesteigerte zellulªre 

Motilitªt durch morphologische Verªnderungen [33] und angeregte 

Neurotransmittersynthese [34-36], resultieren in einem erhºhten Glukosebedarf f¿r 

den Energiestoffwechsel. Diese Eigenschaft von Mikrogliazellen ist auÇerhalb des 

nat¿rlichen Hirnmilieus kaum gewªhrleistet. Infolgedessen ist fraglich, ob die 

Ergebnisse reiner in vitro Studien die tatsªchliche biologische Komplexitªt der in vivo 

Situation adªquat widerspiegeln kºnnen. 

Ziel der vorliegenden Dissertationsschrift war es daher, unsere neuartige Methodik des 

scRadiotracing zur prªklinischen in vivo Erforschung des zellulªren 

Energiestoffwechsels von Hirnzellen zu erlªutern und mit ihr die unmittelbare 

Vergleichbarkeit des mikroglialen Energiestoffwechsels in vivo mit in vitro zu 

untersuchen. Die vorliegende Arbeit ist im Kontext der Weiterentwicklung und 

Evaluierung des scRadiotracing zu verorten. Diese Methodik hat sich bereits in 

zahlreichen Studien und Kooperationsprojekten bewªhrt und zeichnet sich durch ein 

breites Spektrum an Einsatzmºglichkeiten aus [21, 37-44]. 

In nachfolgenden Abschnitten wird die der vorliegenden Dissertationsschrift 

zugrundeliegende Originalarbeit inhaltlich zusammengefasst. Der Zusammenhang zu 

multiplen assoziierten Projekten wird dargelegt und vor einer erweiterten 

Literatur¿bersicht in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet. Im Ausblick wird 

¿berdies die gegenwªrtige und zuk¿nftige Relevanz dieser Arbeit diskutiert und liefert 

Perspektiven auf die translationale Signifikanz f¿r die Tiermedizin. Eine 

Publikationsliste aller im Rahmen dieser Disseration entstandenen Verºffentlichungen 

und Kooperationsprojekte, welche die hier vorgestellte Methodik implementiert haben, 

findet sich im Lebenslauf am Ende dieser Arbeit. 
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3. Untersuchung der Vergleichbarkeit der zellulªren in vivo und in vitro 

Glukoseaufnahme mittels scRadiotracing 

 

Kunte, S. T., Gnºrich, J., Beumers, P., Bartos, L. M., Wagner, S., Wind-Mark, K., Holzgreve, 
A., Pºtter, D., Werner, R. A., Ziegler, S., Albert, N. L., Colombo, A., Tahirovic, S., & Brendel, M. 
(2025). Distinct reduction in relative microglial glucose uptake compared to astrocytes and 
neurons upon isolation from the brain environment. Frontiers in cellular neuroscience, 19, 
1572431. https://doi.org/10.3389/fncel.2025.1572431. 

 

Aktuellen Erkenntnissen zufolge gelten molekulare Pathomechanismen, die eine 

Aktivierung von Mikrogliazellen und charakteristische zerebrale 

Stoffwechselsignaturen induzieren, als zentrale Marker zur Fr¿herkennung 

neurodegenerativer Erkrankungen [45, 46]. Die Erfassung dieser metabolischen 

Alterationen in vivo bleibt bis dato jedoch eine Herausforderung, weshalb viele der 

bisherigen Studien auf extrakorporalen Untersuchungen an kultivierten Zellen und dem 

Einsatz bioenergetischer in vitro Assays basieren. Wesentlicher Aspekt in diesem 

Zusammenhang ist die hohe Anpassungsfªhigkeit von Mikroglia, welche einen 

dynamischen ¦bergang zwischen komplexen Aktivitªtszustªnden ermºglicht [47, 48]. 

Dies stellt spezifische Anforderungen an die zellulªre Energiebereitstellung und wirft 

die Frage auf, ob Ergebnisse reiner in vitro-basierter Studien verlªsslich sind. Daher 

wurde in dieser Studie, mit Fokus auf Mikrogliazellen, die Vergleichbarkeit der 

zellulªren in vivo und in vitro 18F-FDG-Traceraufnahme untersucht. 

Der neuartige Ansatz des scRadiotracing ermºglichte dabei die Quantifizierung und 

R¿ckverfolgung des Tracers auf zellulªrer Ebene als Momentaufnahme, normalisiert 

auf die gesamte zerebrale Glukoseaufnahme. F¿r diese Studie wurde das bewªhrte 

Versuchsprotokoll des scRadiotracing [20, 21, 37, 38, 40-43] erweitert. Das Ziel 

bestand darin, einen unmittelbaren Vergleich zu ermºglichen, indem an die Erfassung 

der zellulªren Glukoseaufnahme in vivo, ein in vitro Inkubationsversuch mit denselben 

Zellen angeschlossen wurde. 

Zunªchst wurde Wild-typ Mªusen daf¿r in vivo der Radiotracer 18F-FDG intravenºs 

appliziert. ¦ber Oberflªchenmolek¿le, CD11b f¿r Mikroglia und ACSA-2 f¿r Astrozyten, 

wurden die zerebralen Zellfraktionen mittels Ăimmunomagnetischem cell sortingñ 

(MACS) isoliert ï sowie die daraus resultierende nicht-Mikroglia-nicht-Astrozyten 

Fraktion. In einem unabhªngigen Versuch wurde die Qualitªt der auf diese Weise 

angereicherten Zellfraktionen mittels Durchflusszytometrie (FACS), ¿ber den Grad der 

zellulªren Reinheit validiert, wobei jeweils ein Wert von ¿ber 86% erreicht wurde. 
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Dar¿ber hinaus konnten Neuronen mit einem Anteil von 79% als dominanter Zelltyp in 

der nicht-Mikroglia-nicht-Astrozyten Fraktion nachgewiesen werden. Im Folgenden 

wurde die Traceraufnahme pro Zellfraktion durch Messung der ɔ-Emission bestimmt 

und auf die Einzelzelle, durch Quantifizierung der absoluten Zellzahl mittels FACS, 

normalisiert. Dieses folglich relative System bietet den Vorteil, dass unabhängig von 

unter den Zellfraktionen gleichmäßig oder ungleichmäßig verteilten Zellverlusten, 

während einer selbst zeitintensiven Probenaufbereitung valide Daten generiert werden 

können. Auch wurde während der Versuche permanent kalter Puffer verwendet, um 

die Aktivität der mesophilen Glukose-6-Phosphatase in Hirnzellen [49-54], welche in 

der Lage wäre, Glukose-6-Phosphat in geringen Mengen zu hydrolysieren [55], auf ein 

Minimum zu limitieren. AnschlieÇend wurden dieselben zuvor genannten 

Zellfraktionen einer exzessiven Inkubation in 18F-FDG unterzogen. Nach 

Auswaschung des nicht-zellgebundenen Tracers erfolgte die analoge Quantifizierung 

der Glukoseaufnahme pro Einzelzelle. 

Aufgrund der Tatsache, dass eine vorausgehende Untersuchung unserer 

Arbeitsgruppe eine Dosisabhªngigkeit der zellulªren 18F-FDG-Aufnahme bewies [20], 

war es nicht mºglich, die absolute Traceraufnahme nach in vivo Injektion, mit jener 

nach in vitro Inkubation zu vergleichen. F¿r eine korrekte Interpretation und 

Vergleichbarkeit der Daten war es daher notwendig, die Ergebnisse als Verhªltnisse 

der Zellfraktionen zueinander zu betrachten. Isolierte Mikroglia zeigten dabei im 

Vergleich zu isolierten Astrozyten und nicht-Mikroglia-nicht-Astrozyten die bei Weitem 

hºchste absolute Glukoseaufnahme nach in vivo Injektion. Auch nach der in vitro 

Inkubation wiesen Mikroglia die hºchste absolute Traceraufnahme auf, wobei jedoch 

von in vivo zu in vitro eine deutliche Reduktion des Verhªltnisses zu Astrozyten (von 

50,4-fach auf 5,7-fach) und zu nicht-Mikroglia-nicht-Astrozyten (von 10,6-fach auf 1,7-

fach) zu verzeichnen war. 

Eine mºgliche Beeinflussung der Ergebnisse durch die Injektion des Tracers wurde 

durch analoge in vitro Inkubation ohne vorausgehende in vivo Tracerinjektion 

experimentell ¿berpr¿ft und ausgeschlossen. GleichermaÇen konnte ein verzerrender 

Effekt durch N¿chternheit auf Mikroglia durch analoge Reproduktion der Versuche 

unter Verwendung von glukosefreiem Puffer ausgeschlossen werden. 

AuÇerdem wurde ein Zellkulturversuch durchgef¿hrt, um die relative 

Glukoseaufnahme in vivo (scRadiotracing), mit Zellen aus einem reinen in vitro Milieu 
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zu vergleichen. Im klaren Gegensatz zum scRadiotracing zeigten kultivierte Mikroglia 

im Vergleich zu kultivierten Neuronen und Astrozyten eine nur geringe 18F-FDG-

Aufnahme. Dabei ¿bertraf die gemªÇ Literatur erwartet hohe Glukoseaufnahme von 

Neuronen [56, 57] jene von Astrozyten 8-fach und von Mikroglia 82-fach. 

Bei diesem Zellkulturversuch und beim scRadiotracing, wurde der Verbrauch des f¿r 

den Zellstoffwechsel notwendigen Substrats (Glukose) gemessen. Daneben gibt es 

viele weitere Methoden, die ¿ber verschiedene Parameter, wie die Erfassung der 

Metabolitenproduktion [27, 58-60], des Sauerstoffverbrauchs [24, 25, 61, 62] oder der 

Enzymexpression [63-65] eine Quantifizierung des zellulªren Glukosemetabolismus 

ermºglichen. Hierbei muss jedoch differenziert werden, ob sich die Zellen zum 

Zeitpunkt der Messung noch in ihrem nat¿rlichen Milieu befinden (in vivo), bereits 

extrahiert wurden (ex vivo) oder in der Zellkultur (in vitro) untersucht werden. 

Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren, dass alleinige in vitro Messungen den 

zellulªren in vivo Glukosestoffwechsel nicht akkurat widerspiegeln kºnnen. Relevant 

ist dies insbesondere bei der Grundlagenerforschung neurodegenerativer 

Erkrankungen wie AD mit multifaktorieller  tiologie [66, 67], da derartige Methoden um 

die Nachahmung exakter in vivo Bedingungen limitiert sind [68]. Wie die 

vorausgehende Untersuchung unserer Arbeitsgruppe verdeutlichen konnte, werden 

Mikroglia im Rahmen von Amyloid-Erkrankungen durch diverse pathologische 

Prozesse beeinflusst und weisen daraufhin eine verªnderte Rate ihres 

Glukosestoffwechsels auf [20]. Die neuartige Methodik des scRadiotracing 

komplementiert hingegen die prªklinische zerebrale Bildgebung in vivo um eine 

suffiziente zellulªre Auflºsung. AuÇerdem ermºglicht sie einfache Kombinierbarkeit mit 

anschlieÇenden Untersuchungen des ex vivo Hirngewebes, beispielsweise mit 

Methoden der Transkriptomik und Proteomik. 

Limitiert war unser Versuchsansatz um einige bisher ungeklªrte Determinanten des 

scRadiotracing. Erstens, die wªhrend der mechanischen Homogenisierung des 

Gehirns verlorenen Zellfortsªtze sind nicht quantifizierbar. Daher wird in dieser Studie 

nur die Glukoseaufnahme in Zellkºrpern erfasst, welche zu einer Unterschªtzung des 

Glukosestoffwechsels, insbesondere der Neuronen [16, 69, 70], f¿hren kºnnte. 

Zweitens, 18F-FDG kºnnte wªhrend des Versuchsablaufs aus beschªdigten Zellen 

entweichen und anschlieÇend von intakten Zellen wiederaufgenommen werden. 

Drittens, die Traceraufnahme in Hirnzellen ist abhªngig von der Passage der Blut-Hirn-
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Schranke, welche durch die Dosis-abhªngige interindividuelle Hypotension [71] des 

verwendeten Inhalationsanªsthetikums beeinflusst sein kºnnte. 

Zusammengefasst lªsst sich konstatieren, dass Mikrogliazellen relativ zu den anderen 

untersuchten Hirnzellen, im direkten Vergleich in vivo mit in vitro, eine deutlich 

reduzierte Glukoseaufnahme zeigen. Im Rahmen einer Erforschung des mikroglialen 

Energiestoffwechsels, unter Einsatz reiner in vitro Methode, sollten diese Erkenntnisse 

bei der Interpretation der Daten ber¿cksichtigt werden. Dahingegen erlauben einige 

Methoden in vivo und ex vivo Anwendbarkeit. Unter jenen sticht scRadiotracing durch 

die Ermºglichung der zuvor nicht vorhandenen zellulªren Auflºsung hervor und 

vereinfacht die umfangreiche Untersuchung des in vivo Glukosemetabolismus durch 

Implementierbarkeit in multimodale Studienkonzepte. 
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