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Dissertation 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 GABAerge Synapsen

Synapsen sind spezialisierte Zellkontakte, die der Ubertragung von Signalen, in der
Regel Anderungen des Membranpotentials, dienen. Man unterscheidet elektrische
von chemischen Synapsen. Bei elektrischen Synapsen betrigt der Abstand zwischen
den interagierenden Zellen nur wenige Nanometer. Dieser Spalt wird von Protein-
komplexen iiberbriickt, den sogenannten Connexonen. Diese bilden zwei Hemikanile,
ein Hemikanal auf jeder Zellseite. Dabei formen 6 Connexin Untereinheiten ein
Connexon, welches eine zentrale Pore besitzt (Wei et al., 2004). Connexone bil-
den eine Verbindung zwischen zwei Zellen, die den direkten Austausch von Ionen
(K", Ca?"), Second Messengern (cAMP, cGMP, IP3) und Metaboliten wie Glucose
(Mese et al., 2007) ermdoglicht.

Die héufigsten Synapsen im Zentralnervensystem (ZNS) von Sdugern sind chemische
Synapsen. Hierbei gibt es keine direkte cytoplasmatische Verbindung, die Signal-
iibertragung von Zelle zu Zelle erfolgt iiber Botenstoffe, die Neurotransmitter, sowie
entsprechende postsynaptische Rezeptoren. Das Signal (Anderung des Membranpo-
tentials) wird hierbei postsynaptisch durch die Rezeptorfunktion neu generiert. Der
Abstand zwischen pré- und postsynaptischer Zelle betragt bei chemischen Synapsen
20-40 nm. Man unterscheidet die chemischen Synapsen an der Art des verwendeten
Neurotransmitters, sowie weiterhin an der Beschaffenheit des postsynaptischen Re-
zeptors. Die GABAergen Synapsen setzen y-Amino-Buttersidure (GABA) als Trans-
mitter frei. GABA wird im Neuron durch zwei Isoformen der Glutamat Decarboxyla-
se (GAD) synthetisiert. Die Isoformen GAD65 und GAD67 werden auf zwei unter-
schiedlichen Genen (Erlander et al., 1991), beim Menschen auf den Chromosomen
2¢31 und 10p11.23 kodiert (Bu et al., 1992). Die Enzyme katalysieren die Decar-
boxylierung von Glutamat zu GABA und CO,. Das hierbei nitige Glutamat kann ei-
nerseits aus a-Ketoglutarat aus dem Citratcyklus bereitgestellt werden, andererseits
aus Glutamin iiber die Phosphat-aktivierte Glutaminase. Neurone nehmen Glutamin
aus Astrozyten auf, welches seinerseits in den Astrozyten aus GABA gewonnen wird:
GABA wird im Mitochondrium iiber die GABA Transaminase in Glutamat und
Succinat-Semialdehyd umgesetzt. Glutamat wird im Astrozyten iiber die Glutamin-
Synthase in Glutamin umgewandelt und so in das Neuron transportiert, (Soghomoni-
an and Martin, 1998). GABA wird présynaptisch in intrazelluldren Vesikeln gespei-
chert. Ein Teil der gespeicherten Transmittervesikel dockt an die Membran der akti-
ven Zone an. Die aktive Zone kann als Teil der Synapse beschrieben werden, an dem

vesikuldre Exozytose stattfindet sowie eine hohe Dichte von spannungsgesteuerten
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Kalziumkanilen vorliegt. Am Andockvorgang sind beispielsweise die Proteine Synta-
xin (ein SNARE Protein), UNC-13 (Hammarlund et al., 2007), Munc18-1 (Gulyas-
Kovacs et al., 2007), sowie Rab3a (Coleman et al., 2007) beteiligt. Der néchste
Schritt in der Bereitstellung schnell freisetzbarer Vesikel besteht im sogenannten
Priming. Bei dem Vorgang des Priming formiert sich der SNARE (soluble NSF at-
tachment protein receptor; NSF, N-ethylmaleimide-sensitive factor) Kernkomplex
zwischen angedocktem Vesikel und prasynaptischer Membran. Der SNARE Kern-
komplex besteht aus den Proteinen Syntaxin, Synaptobrevin und SNAP-25 (Sutton
et al., 1998). Erst nach dem Priming sind die Transmittervesikel freisetzungskompe-
tent. Die Transmitter enthaltenden Vesikel lassen sich in unterschiedliche Gruppen
einteilen: Zunéchst den readily releasable pool, die Gesamtmenge der freisetzungs-
kompetenten Vesikel, welche bei Hochfrequenzstimulation exozytiert wird und in
etwa der Anzahl an gedockten Vesikeln entspricht. Weiterhin der recycling pool,
der bei linger andauernder Stimulation aus dem readily releasable pool sowie einem
reserve pool gebildet wird. Weiterhin wird von einem resting pool ausgegangen,
welchem die relativ grofie Anzahl an elektronenmikroskopisch sichtbaren prasyn-
aptischen Transmittervesikeln entspricht, die nicht primér an Exozytosevorgingen
beteiligt sind. Bei der Ankunft eines Aktionspotentials an der Prasynapse 6ffnen sich
spannungsgesteuerte Ca " Kanile und es kommt zu einem lokal begrenzten Anstieg
der Ca?" Konzentration, den sogenannten Ca*" Mikrodoménen. Die Ca®" Ionen
interagieren mit Ca®" Sensoren am SNARE Komplex, darunter Synaptotagmin 1
und 2. Dies fiihrt zu einer Fusion der Transmittervesikelmembran mit der anlie-
genden prasynaptischen Zellmembran und dadurch zu einer schnellen Exozytose des
Transmitters. Die Ca?" gesteuerte Exozytose findet nicht deterministisch statt, son-
dern nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit, der Freisetzungswahrscheinlichkeit
(Pr). Selbst ohne Aktionspotential und fehlendem Ca " Einstrom besitzen freiset-
zungskompetente Transmittervesikel eine geringe Wahrscheinlichkeit zur Exozytose.
Bei der grofsen Anzahl an Synapsen in Kultur kommt dieses stochastische Ereignis
durchaus vor. Der so ausgeschiittete Transmitter bindet reguldr an postsynapti-
sche Rezeptoren und fithrt dort zu einem postsynaptischen Miniaturstrom (mPSC).
Die Grofe eines postsynaptischen Miniaturstroms entspricht der Rezeptoraktivie-
rung durch ein Transmitterquantum. Bei der reguldren Exozytose nach Ankunft
eines Aktionspotentials, werden entsprechend mehr Transmitterquanten ausgeschiit-
tet, die Aktivierung postsynaptischer Rezeptoren fiihrt zu einem postsynaptischen
Strom (PSC) der ein Vielfaches grofer ist als ein mPSC. Die GABAergen Synapsen

gehoren zu den Gray IT Synapsen und zeigen einen spezialisierten Aufbau (s. Abb.

1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung einer GABAergen Synapse. Erlduterungen
siehe Text.

1.1.1 Die GABA Rezeptorfamilie

Die Rezeptoren, die GABA als Transmittersubstanz binden, werden in drei verschie-
dene Gruppen eingeteilt: GABA 4, GABA g und GABA Rezeptoren. Der GABA 4
Rezeptor ist ionotrop, die Leitfahigkeit fiir CI Ionen wird durch Binden von GA-
BA an diesem Rezeptor erhoht. Er kommt hauptséchlich postsynaptisch vor und
wird dort iiber das Zytoskelett bindende Protein Gephyrin verankert. Es existieren
zahlreiche andere GABA 4 Rezeptor assoziierte Proteine (GABARAP), die regula-
torische Funktionen ausiiben.

Der GABA g Rezeptor ist ein metabotroper Rezeptor, der zur Signaliibermittlung
ein heterotrimeres G-Protein besitzt. Der GABA g Rezeptor kommt prasynaptisch
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und postsynaptisch vor und fiihrt zu einem Anstieg der Kaliumleitfihigkeit und einer
Reduktion der Kalziumleitfahigkeit. GABA o~ Rezeptoren sind ionotrop und vermit-
telt ebenfalls eine Leitfihigkeitsinderung der C1~ Ionen bei Bindung von GABA.
GABA 4 Rezeptoren bestehen aus fiinf Untereinheiten, welche sich um eine zentrale
Pore arrangieren. Jede Untereinheit besitzt vier Transmembrandoménen sowie eine
zytosolische Schleife. Es existiert eine grofe Heterogenitit in der Untereinheitenkom-
position. Bislang wurden 19 verschiedene GABA 4 Rezeptor Untereinheiten identifi-
ziert, sie werden in die Hauptgruppen «, 3, 7, 0, € sowie o eingeteilt (Nutt, 2006). Die
haufigste Komposition besteht aus zwei a1, zwei 52 sowie einer 72 Untereinheit. Die
Zusammensetzung der Untereinheiten hat Auswirkungen auf das Bindungsverhalten
von Pharmaka, aber auch auf kinetische Parameter der GABAergen synaptischen
Ubertragung. Beispielsweise wird die sedative, amnestische und antikonvulsive Wir-
kung von Benzodiazepinen iiber die im Cerebrum und Cerebellum vorhandene a1l
Untereinheit, die Ethanol Sensitivitit jedoch {iber die a4 Untereinheit bevorzugt
im Thalamus, Striatum und Gyrus dentatus vermittelt (Michels and Moss, 2007).
Die Untereinheitenkomposition hat weiterhin regulatorische Funktion, beispielswei-
se bindet das GABA 4 Rezeptor assoziierte Protein (GABARAP) selektiv an die 1,
~2S und 2L Untereinheiten (Chen and Olsen, 2007).

1.1.2 Elektrophysiologische Eigenschaften

Das physiologische Cl Tonenverhiltnis betrigt in der Regel intrazellulir 4 mM zu ex-
trazellular 120 mM. Dies entspricht einem Verhéltnis von 30:1. Das Gleichgewichts-
potential errechnet sich aus der Nernst Gleichung und betrigt ~-90 mV. Bei ei-
nem Membranpotential von -60 mV ergéibe sich eine elektrochemische Triebkraft fiir
Cl Ionen von +30 mV. Es resultiert also eine Triebkraft fiir C1 Ionen in den Intrazel-
luldrraum, deshalb fiihrt die Bindung von GABA an einen GABA 4 Rezeptor physio-
logisch zu einem hyperpolarisierenden Auswartssstrom. Die Cl Ionenverteilung ist
in der friithen embryonalen Entwicklung noch nicht ausgebildet, da die zur Bildung
des Gradienten notwendigen Cl ™ Transporter KCC-1, 2 und 3 erst spéter exprimiert
werden (Cherubini et al., 1991; Rivera et al., 1999). Dadurch fiihrt an diesem Punkt
der Entwicklung die Offnung von Cl Kaniilen zu einer Depolarisation. Analog da-
zu kann im Experiment eine beliebige extra- und intrazelluldre Cl ~ Konzentration
gewahlt werden. Beispielsweise bei 110,5 mM intrazellular und 141 mM extrazellu-
lar betragt das Gleichgewichtspotential -6,45 mV und bei einem Membranpotential
von -60 mV wiirde eine elektrochemische Triebkraft von -53,55 mV resultieren, die
bei Offnung von Cl Kanilen zu einem depolarisierenden Ausstrom von Cl ™ -Tonen

fiihrt. GABA 4 Rezeptoren besitzen Bindungsstellen fiir Neurosteroide, Benzodia-
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zepine und Barbiturate. Bicucullinmethchlorid und Gabazine blockieren selektiv
GABA 4 Rezeptoren (Michels and Moss, 2007).

1.2 Das GABAerge System

Im zerebralen Kortex der Sdugetiere synthetisieren etwa 20 % der Neurone GA-
BA und bilden das sogenannte kortikale GABAerge System, welches inhibitorische
Signale vermittelt. GABAerge Zellen bilden lokale Schaltkreise, sie projizieren grofs-
tenteils innerhalb einer kortikalen Sdule. GABAergen Neuronen werden Funktionen
im Bereich der Erregbarkeit, der Integration von Information, der Generation von
zeitlicher Synchronitdt und oszillierender Aktivitdt glutamaterger Systeme sowie
in Entwicklungsprozessen und erfahrungsabhéngiger Abstufung lokaler Schaltkreise
zugewiesen (McInnes and Michaud, 2007). In den lokalen Schaltkreisen projizieren
GABAerge Interneurone sowohl auf Projektionsneurone, auf exzitatorische Inter-
neurone sowie auf andere inhibitorische Interneurone, wobei die von GABAergen
Interneuronen gebildeten axo-axonischen Synapsen auf Projektionsneurone eine Be-
sonderheit im zerebralen Kortex darstellen (Somogyi et al., 1998). Das histologische
Korrelat des GABAergen Systems besteht zum grofiten Teil aus Neuronen ohne
Dornfortsétze, eine morphologisch, biochemisch und elektrophysiologisch heteroge-
ne Gruppe. Die Neurone ohne Dornfortsitze werden von den kortikalen Neuronen
mit Dornfortsidtzen unterschieden. Als Dornfortsitze bezeichnet man auf Dendriten
lokalisierte Fortsitze von 1 pm Durchmesser (Jones and Powell, 1969). Neurone,
welche diese Dornfortsétze enthalten, besitzen entweder einen Apikaldendrit und
werden als Pyramidenzellen bezeichnet, oder sie besitzen keinen Apikaldendrit und
werden als bedornte Sternzellen bezeichnet. Zellen ohne Dornfortsitze sind zum
Beispiel Korbzellen im Zerebellum oder Hippokampus, sowie kortikale Martinotti-
zellen, Kandelaberzellen, Double-bouquet Zellen, Bitufted Zellen und Neurogliafor-
me Zellen. Es handelt sich bei kortikalen GABAergen Neuronen fast ausschlieklich
um glatte Interneurone (Ribak, 1978). Diese vermitteln ihre synaptischen Kontakte
an ausgewéhlte subzellulire Lokalisationen ihrer Zielzelle (Somogyi et al., 1998). Bei
Untersuchungen des visuellen Kortex der Katze konnten Somogyi und Cowey zeigen,
dass GABAerge Synapsen, welche von Double Bouquet Zellen auf Pyramidenzellen
projizieren, subzelluldr am distalen Dendriten lokalisiert sind (Somogyi and Cowey,
1981). Diese spezifische subzelluldre Organisation GABAerger Synapsen findet sich
bei weiteren inhibitorischen Interneuronen: Kandelaberzellen projizieren mit ihren
GABAergen Synapsen auf den Axonhiigel von Pyramidenzellen (Somogyi, 1977),
Korbzellen vermitteln ihre synaptischen Kontakte vorwiegend am Soma und dem

proximalen Teil der Dendriten (Martin and Somogyi, 1983), Martinotti Zellen so-
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wie Bitufted Zellen, Neurogliaforme Zellen und Double bouqet Zellen vermitteln
ihre inhibitorischen Synapsen auf den Dendritenbaum (Markram, 2004). Aus dieser
subzelluldren Organisation der GABAergen synaptischen Kontakte resultiert die F&-
higkeit der GABAergen Interneurone, bestimmte neuroinformatische Parameter zu
beeinflussen: beispielsweise unterdriicken Kandelaberzellen durch ihre inhibitorische
synaptische Verbindung mit dem Axonhiigel der nachgeschalteten Pyramidenzelle
die Generation von Aktionspotentialen und hemmen somit die Weiterleitung der
vom Dendriten eingehenden Signale (Huang et al., 2007; Zhu et al., 2004). Korb-
zellen konnen weiterhin die Signalstirke der rdumlich und zeitlich summierten, vom
Dendriten kommenden, Eingangssignale modifizieren, indem sie ihre inhibitorischen
Synapsen vorwiegend am proximalen Dendriten sowie am Soma ausbilden (Huang
et al., 2007; Miles et al., 1996). Diejenigen Subtypen inhibitorischer Interneurone,
welche ihre Synapsen vorwiegend an den distalen Dendriten ausbilden, darunter
Martinotti Zellen, Bipolare sowie Bitufted und Double Bouquet Zellen, modifizieren
den dendritischen Input und damit verbundene Zellfunktionen. Zur Ausbildung der
sogenannten Langzeitpotentierung, einer aktivititsabhingigen Anderung der synap-
tischen Ubertragungsstirke, ist eine durch Aktivierung ionotroper AMPA Rezepto-
ren hervorgerufene oder durch retrograde Fortleitung von Aktionspotentialen ver-
mittelte Depolarisation der Postsynapse nétig. Durch die Depolarisation wird der
Magnesiumblock der NMDA Rezeptoren aufgehoben und die NMDA Rezeptoren
werden durch Glutamat aktiviert (Raymond, 2007). Durch die NMDA Rezeptoren
werden nun Prozesse in Gang gesetzt, die zur Langzeitpotentierung fiihren. Eine
GABA vermittelte Hyperpolarisation der Membran kann diese Zellfunktion beein-
flussen (Huang et al., 2007). Die verschiedenen Typen kortikaler GABAerger Inter-
neurone unterscheiden sich weiterhin in ihrer kortikalen Topographie: die meisten
genannten Interneurone sind in den kortikalen Schichten II bis VI vorhanden, jedoch
mit unterschiedlicher Verteilung. Der Anteil der Martinotti Zellen steigt von Schicht
I1/I11 bis Schicht VI auf annéhernd 50% an (Markram, 2004), wohingegen beispiels-
weise in Schicht TT/TIT 50% der Interneurone Korbzellen entsprechen, kontinuierlich
abnehmend bis Schicht VI. Neben den genannten morphologischen und topographi-
schen Unterschieden verdeutlicht auch die unterschiedliche Expression der Kalzium
bindenden Proteine Calbindin, Parvalbumin und Calretinin sowie der Neuropeptide
Neuropeptid Y, Vasoactives Intestinales Peptid, Somatostatin sowie Cholecystokinin
die Heterogenitét der kortikalen Interneurone (DeFelipe, 1993; Markram, 2004).
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1.2.1 Entwicklung des GABAergen Systems

Bei Nagern entwickeln sich kortikale GABAerge Interneurone im Subpallium und
wandern in ihren spiteren Funktionsort, das Pallium, ein. Es existieren grundsétzlich
drei grofe Ursprungsgebiete: Die Mediale ganglionische Eminenz (MGE), die Cau-
dale ganglionische Eminenz (CGE) und die Laterale ganglionische Eminenz (LGE).
Die MGE entwickelt sich spiter zum Globus pallidus, die LGE zum Striatum.

Ein histologischer Nachweis der MGE ist ab dem embryonalen Stadium E10.5 md&g-
lich (Sussel et al., 1999). Die Bildung von GABAergen Interneuronen in der MGE ist
abhéingig von der korrekten Exprimierung des Transskriptionsfaktors Nkx2.1 (Ma-
rin et al., 2000). Ein Knockout dieses Transskriptionsfaktors fiithrte zu einer Fehl-
bildung der MGE sowie zu einer signifikanten Reduktion kortikaler Interneurone.
Interneurone, die das GABA synthetisierende Enzym GADG67 exprimieren, waren
an E18.5 im Vergleich zum Wildtyp um 40% reduziert (Sussel et al., 1999). Marin
et al. (2000) konnten anhand von Interneuron-spezifischen Markern zeigen, das im
NKx2.1 knockout Calretinin, Somatostatin, Neuropeptid-Y sowie NO-Synthase po-
sitive Interneurone praktisch nichtmehr vorhanden waren. Xu et al. (2004) konnten
zeigen, dass Parvalbumin und Somatostatin exprimierende kortikale Interneurone
ihren Ursprung in der MGE haben, sowie dass Calretinin exprimierende kortikale
Interneurone nicht auf eine korrekte MGE Funktion angewiesen sind. NKx2.1 ist ab
E11 in der MGE stark exprimiert (Sussel et al., 1999). Zwischen E11.5 und E14.5
wandern GABA synthetisierende Interneuron-Vorlduferzellen tangential durch die
LGE in den zerebralen Kortex aus (Anderson et al., 2001)

Der Beitrag der LGE zu den spéter im Kortex vorhandenen Interneuronen wird
jedoch in der Literatur als geringfiigiger eingestuft (Wonders and Anderson, 2006).
Die CGE ist ein weiterer wichtiger Ursprungsort fiir Calretinin positive kortikale
Interneurone (Nery et al., 2002).

Ein an humanen embryonalen Hirnschnitten von Letinic et al. (2002) durchgefiihrtes
Experiment wies den Ursprungsort fiir humane kortikale Interneurone als subventri-

kuldre Zone des dorsalen Vorderhirnes, sowie die ganglionischen Eminenzen aus.

1.3 Zelladhasionsmolekiile

Zelladhésionsmolekiile (CAM) sind membrangebundene Glykoproteine, welche zwi-
schen zwei aneinanderliegenden Zellen eine nicht kovalente Verbindung vermitteln.

Die méglichen Bindungspartner zwischen den Zellen kénnen vom gleichen Typ (ho-
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mophil) oder unterschiedlich (heterophil) sein. CAM werden in sémtlichen Geweben
von Eumetazoa exprimiert und stellen eine heterogene Gruppe mit einer Vielzahl
von Molekiilen dar. Die unterschiedlichen Expressionsmuster von CAM wahrend der
Entwicklung eines Organismus ist die Vorraussetzung fiir die Schaffung von unter-
schiedlich definierten Zellaggregaten und die Bildung von Geweben und Organen.
CAM werden auf Zellen unterschiedlich in apikalen und basalen Anteilen verteilt und
schaffen so die Vorraussetzung fiir die Polaritit von Geweben. CAM spielen nicht
nur bei der Entwicklung unterschiedlicher Organe und Gewebe eine Rolle sondern
auch in der reguldren Zellfunktion fertig entwickelter Organismen. Beispielsweise
wird durch die rein mechanisch definierten Eigenschaften der Zelladhésion die orga-
nische Integritdt aufrechterhalten. CAM finden sich beispielsweise in Epithelien, bei
der Extravasion von Leukozyten und der Adhésion von T-Zellen an ihre Zielzellen
oder auch in neuronalen Geweben. Die dem Organismus typischen Mechanismen
der Zelladhésion werden von Pathogenen wie Viren oder Bakterien fiir die Passage
der Gewebebarrieren genutzt. Eine Auswahl von in neuronalem Gewebe vorkom-
menden CAM umfasst Mitglieder der Immunglobulin Gruppe (Nectin, SynCAM,
N-CAM, L1), das Neurexin-Neuroligin System sowie ephrin/Eph und die Familie
der Cadherine.

1.3.1 Cadherine

Cadherin Dimer

Plasmamembran’

p120ctn

3-Catenin
a-Catenin

.

a-Catenin

SERINEEINET Actin

Abbildung 2: Schematische Abbildung eines in die Zellmembran integrierten Cad-
herin Homodimers. Modifiziert aus Niessen, (2007).
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Cadherine werden in klassische Cadherine, Protocadherine und atypische Cad-
herine unterteilt. Klassische Cadherine bilden zwischen zwei Zellen homophile, Kal-
zium abhédngige Verbindungen aus und bestehen aus einer extrazelluldren, einer
intrazelluldren und einer einzelnen Transmembrandoméne. Die extrazellulire Do-
méne besteht aus fiinf einzelnen EC (extrazelluliren Cadherin) Doménen. Diese
besitzen untereinander eine Strukturhomologie von 50 - 60%. Die EC Doménen
werden vom N-Terminalen zum C-Terminalen Ende von 1 - 5 durchnummeriert. An
den vier Verbindungsstellen der EC Doménen liegen Kalziumbindungsstellen, an die
jeweils 3 Kalziumionen gebunden werden kénnen. Eine Kalziumkonzentration von
>0,5 mM fiihrt zu einer ausreichenden Séttigung der Bindungsstellen sowie zu ei-
ner funktionstiichtigen zur Adhésion fahigen Proteinkonformation. Von den fiinf EC
Doménen mediiert die EC1 Domine am N-Terminalen Ende die Subtypselektivi-
tit der Cadherin-Cadherin Interaktion. Es wird von einem Modell ausgegangen, bei
dem ein von der EC1 Doméne ausgehender W2 Arm eines Cadherin Molekiils, in
einer passende Seitentasche in einem anderen Cadherinmolekiil in der EC1 Doméne,
tiber Salz- und Wasserstoffbriickenbindungen gehalten wird (Shapiro et al., 2007).
Die Intrazellulare Doméne von klassischen Cadherinen bindet an p120-catenin und
[-catenin, a-catenin bindet an [-catenin und vermittelt iiber die Bindung an Aktin
die Verankerung von Cadherinen an das Cytoskelett (Niessen, 2007). Die klassi-
schen Cadherine werden gemeinsam mit [-catenin an die Zelloberfliche gebracht
(Bryant and Stow, 2004). S-catenin ist ein integraler Bestandteil des WNT Signal-
weges. Die klassischen Cadherine lassen sich in Subgruppen einteilen, welche in ihrer
Struktur Ahnlichkeiten aufweisen, jedoch in unterschiedlichen Geweben exprimiert
werden. Beispiele fiir diese Subgruppen sind N-Cadherin (neuronales Cadherin), E-
Cadherin (epitheliales Cadherin), VE-Cadherin (vaskulir-endotheliales Cadherin),
P-Cadherin (plazentares Cadherin) oder R-Cadherin (Retinales Cadherin), sémtlich
benannt nach dem Gewebe, in dem sie vorwiegend exprimiert werden. Jedoch ist
diese vorwiegende Expression nicht als starre Regel zu interpretieren, es existieren
durchaus gemischte Expressionsmuster, welche entwicklungsabhingig sein konnen.
Die klassischen Cadherin Subtypen gehen vorwiegend untereinander homophile Bin-
dungen ein, wobei Hinweise auf Kreuzreaktivitdt mit entsprechend verdnderten Bin-
dungsaffinititen existieren (Leckband and Prakasam, 2006). Cadherin vermittelte
Zelladhésionen werden in neuronalem Gewebe beobachten. Dort bilden sie an den
aktiven Zonen von Synapsen die sogenannten Puncta Adherentia. Den klassischen
Cadherinen werden in neuronalem Gewebe Rollen bei der Morphogenese, der Bil-
dung der grauen Substanz, der Migration von neuronalen Zellen, dem Auswachsen

und der Zielfindung von Axonen sowie der Synaptogenese und synaptischen Plasti-
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zitiat zugewiesen (Shapiro et al., 2007).

1.3.2 E-Cadherin

E-Cadherin, Synonym die Bezeichnungen Cadherin-1 (Cdh-1) und Uvomorulin, das
epitheliale Cadherin, ist an der Entwicklung sémtlicher epithelialer Gewebe beteiligt
und wird in allen epithelialen Geweben des adulten Organismus exprimiert. Es spielt
dort eine wichtige Rolle bei der Ausbildung und Aufrechterhaltung der epithelialen
apiko-basalen Polaritéit. In der Literatur existieren wenige Hinweise auf die Expres-
sion von E-Cadherin im Kortex von Sdugern. In der CA3 Region im Hippocampus
adulter Méuse konnte E-Cadherin an Dendriten von Pyramidenzellen immunhisto-
chemisch nachgewiesen werden, in einer Immunogoldfiarbung war E-Cadherin dort an
Puncta Adherentia axo-dendritischer Synapsen nachweisbar (Fannon and Colman,
1996). In der CA1 Region des Hippocampus wurde Immunhistochemisch E-Cadherin
nachgewiesen und kolokalisierte dort teilweise mit Synapsin I (Tang et al., 1998).
Die E-Cadherin Expression im Ektoderm sistiert in dem Teil, der die Neuralplatte
bildet, jedoch gibt es spéter in neuronalem Gewebe (Mesencephalon, Diencepha-
lon) ein Neuauftreten von E-Cadherin (Shimamura and Takeichi, 1992; Matsunami
and Takeichi, 1995). Das GENSAT Projekt (http://www.gensat.org) der Rockefeller
Universitét zeigt eine Expression von E-Cadherin fiir Neurone im Cerebralen Cortex,
Piriformen Cortex, Entorhinalen Cotex, Hippocampus, Amygdala und Cerebellum
in adulten Méusen (GENSAT, 2008). Die Funktion von E-Cadherin in neuronalem
Gewebe ist bislang wenig untersucht worden. Beispielsweise konnte durch Blockade
der E-Cadherin Adhésion durch Antikérper an hippocampalen Neuronen der CA1l
Region eine Reduktion der Langzeitpotentierungseffekte nach Hoch- oder Niederfre-

quenzstimulation der Schafferkollateralen gezeigt werden (Tang et al., 1998).

1.3.3 Klassische Cadherine in der Synaptogenese

Wihrend der Synaptogenese werden die korrekten Verbindungen angelegt, die im
reifen Gehirn funktionelle Schaltkreise innerhalb aber auch zwischen einzelnen Re-
gionen bilden. Die Cadherine bilden eine Gruppe von Molekiilen, von der vermu-
tet wird, das sie zur Bildung dieser spezialisierten Schaltkreise beitragen. Es wird
vermutet, dass die Beschrankung von einzelnen Cadherin Subtypen auf bestimmte
Faserbiindel, Schaltkreise oder sogar Synapsen eine Art Zelladhésionsschema bildet.
Bereits beim ersten Schritt der Entwicklung des Zentralnervensystems, der Neu-
rulation, beginnt eine Beschrinkung auf Cadherinsubtypen. Bei der Neurulation
findet ein Wechsel von E-Cadherin zu N-Cadherin statt (Shimamura and Takeichi,

1992; Matsunami and Takeichi, 1995). Die Zellen der frithen Neuralleiste weisen ein
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weiteres Cadherin auf, Cadherin-6B (Nakagawa and Takeichi, 1995). Wéhrend der
weiteren Entwicklung des murinen ZNS wird Cadherin-6 im Rautenhirn exprimiert
(Inoue et al., 1997a). Die Area pretectalis sowie der dorsale Thalamus weisen eben-
falls ein bestimmtes Cadherin Expressionsmuster auf (Redies et al., 2000). Wéhrend
der Bildung der grauen Substanz findet eine Sortierung von Neuronen in der Mantel-
schicht aufgrund unterschiedlicher Cadherin Expression statt, bestimmte Kerngebie-
te weisen ebenfalls charakteristische Cadherin Muster auf (Korematsu et al., 1997;
Yoon et al., 2000). Unterschiedliche Cadherin Expression ist ebenfalls innerhalb von
funktionellen Regionen im Kortex von Méusen nachweisbar (Redies et al., 1993a).
Das Muster der Cadherin Expression ist sogar auf bestimmte Faserverbindungen
ausweitbar: beispielsweise werden im Tektum des Huhns vier verschiedene Cadhe-
rine, N-Cadherin, R-Cadherin, Cadherin-6B und Cadherin-7, in unterschiedlichen
Projektionsneuronen exprimiert, die wiederum nach Cadherinexpression sortierte
Faserverbindungen zu Regionen ausbilden, die ihr exprimiertes Cadherin enthalten
(Redies et al., 1993b, Woehrn et al., 1999). Selbst auf synaptischer Ebene ist eine
funktionelle Differenzierung aufgrund des Cadherin Expressionsmusters erkennbar:
N-Cadherin und E-Cadherin als Puncta Adherentia an hippocampalen Neuronen in
der CA3 Region von Mausen (Fannon and Colman, 1996), N- und R-Cadherin an
Synapsen im optischen Tectum des Huhns (Miskevich et al., 1998) sowie Cadherin-7
und R-Cadherin an Synapsen im sich entwickelnden Cerebellum des Huhns (Arndt
et al., 1998). Bei der Synaptogenese miissen die Axone weite Strecken durch un-
terschiedliche Umgebungen zuriicklegen um ihr Ziel mit subzelluldrer Genauigkeit
zu erreichen. Es wird in der Literatur von einem mehrstufigen Modell ausgegangen:
vom Ziel sezernierte Faktoren fithren zunichst zu einer chemotaktischen Attraktion
des Axons in die Nédhe der Zielzelle, darunter Netrine, Semaphorine und ephrinA
(Bagri et al., 2002; Pascual et al., 2004; Tessier-Lavigne, 1995). Es wird vermutet,
dass Zelladhisionsmolekiile nun zu einer Sortierung der wachsenden Axone sowie zu
einer zielspezifischen Adhésion und Ausbildung einer frithen Synapse fiithren. Diese
frithe Zelladhésion muss dann zu einer funktionalen Synapse ausreifen, daran sind
an glutamatergen Synapsen beispielsweise Faktoren wie Narp und Ephrin beteiligt
(Dalva et al., 2000).

1.4 Ziele der Arbeit

Das Zustandekommen der komplexen Organisation der kortikalen Schaltkreise ist
bis heute noch nicht vollstindig verstanden. Die subzellulire Genauigkeit, mit der
verschiedene Neurone ihr Ziel erreichen, ein erstaunliches Phanomen. Es wird vermu-

tet, dass Zelladhisionsmolekiile einen Code darstellen, anhand dessen die korrekte
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Verschaltung erfolgen kann. Eine Stérung der korrekten Funktion GABAerger Sys-
teme wird beispielweise bei Epilepsie, Angststorungen oder Schizophrenie vermutet
(Wong et al.; 2003).

Zelladhésionsmolekiile sind in den weiteren Organen an der Entwicklung einer funk-
tionalen Integritit sowie Gewebepolaritit beteiligt und werden entwicklungsspezi-
fisch exprimiert. Fiir einige Zelladhé&sionsmolekiile konnte bereits eine Funktion bei
der Synaptogenese aufgezeigt werden (Paradis et al., 2007; Ango et al., 2005; Inoue et
al., 1997b; Togashi et al., 2002). Die Ausbildung exzitatorischer und inhibitorischer
Synapsen stellt bei der Synaptogenese einen Vorgang dar, der iiber die Funktion
der Verschaltungen entscheidend ist. Hinweise, dass N-Cadherin an glutamatergen
Synapsen exprimiert wird, jedoch ein oder mehrere weitere Cadherine an GABAer-
gen Synapsen (Benson and Tanaka, 1998), lieken die Hypothese entstehen, dass
E-Cadherin eine solche Funktion als zur GABAergen Synaptogenese notwendiges
Zelladhésionsmolekiil haben kénnte. Ein Knockout des E-Cadherin Gens in Neuro-
nen wiirde es ermoglichen, diese Hypothese zu untersuchen. Aufgrund der friihen
embryonalen Lethalitdt von E-Cadherin Knockout-M&ausen, wurde der konditionale
Knockout von E-Cadherin als in-vitro Versuch an primér kultivierten kortikalen Neu-
ronen als Alternative gewidhlt. Ziel der Arbeit war es, zu analysieren, ob E-Cadherin
an GABAergen Synapsen in Kultur kortikaler Neurone eine Rolle bei der Ausbil-
dung und Reifung der synaptischen Funktion besitzt. Hierfiir wurde in einem ersten
Ansatz der konditionale Knockout von E-Cadherin in drei Reifungsgraden und drei
unterschiedlichen Expressionszeitrdumen durchgefiihrt und jeweils die Eigenschaften
von GABAergen, postsynaptischen Miniaturstromen iiber Patch-Clamp Experimen-
te untersucht. Dies lieferte Hinweise iiber Verdnderungen pri- und postsynaptischer
Parameter. Um einen mdglichen Effekt besser bestimmten pra- oder postsynapti-
schen Eigenschaften zuordnen zu konnen, wurde ein zweiter Ansatz durchgefiihrt,
bei der E-Cadherin exprimierende und defiziente Neurone extrazelluldr stimuliert
wurden. Hierbei wurden evozierte postsynaptische Stréme iiber Patch-Clamp Expe-

rimente registriert und analysiert.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Losungen fiir elektrophysiologische Messungen

2.1.1 Extrazelluldrel6sung

NaCL 130 mM J.T. Baker; Cat. No. 0278

KCl1 5> mM Sigma-Aldrich; Cat. No. 31248

CaCL, 2 mM Sigma-Aldrich; Cat. No. 12074

MgCL, 1 mM J.T. Baker; Cat. No. 0163

HEPES 20 mM AppliChem GmbH; Cat. No. 7365-45-9

pH = 7,3 eingestellt mit NaOH

Osmolaritat 300 mosmol

2.1.2 Intrazelluldrelosung

KCl 110 mM Sigma-Aldrich; Cat. No. 31248

CaCL, 0,25 mM Sigma-Aldrich; Cat. No. 12074

EGTA 10 mM Serva; Cat. No. 11290

HEPES 20 mM AppliChem GmbH; Cat. No. 7365-45-9

pH=7,3 eingestellt mit KOH

Osmolaritat 290 mosmol

2.1.3 Stimulationselektrolyt

Extrazelluldrelosung
NaCl 1M

Im Verhéltnis 1 : 1 gemischt

13
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2.2 Losungen zur Zellkultur von Neuronen

2.2.1 Neurobasalmedium

Neurobasal Medi-

um
B27
Glutamax

Penicillin

Streptomycin

500 ml

2%

1 mM

100 U/ml
100 pg/ml

2.2.2 BME Basalmedium

BME Medium
FBS (hintzeinakti-

viert)

Glucose 40%

Insulin-

Transferrin-

Selenium-A

Penicillin

Streptomycin
[L-Glutamin

2.2.3 Polyornithin in Boratpuffer

Boratpuffer:
Boric Acid

NaOH

500 ml
10%

20 mM

6,5 nM

100 U/ml
100 pg/ml
2 mM

0,15 M

Gibco; Cat.

Gibco; Cat.
Gibco; Cat.
Gibco; Cat.
Gibco; Cat.

Gibco; Cat.
Gibco; Cat.

J.'T. Baker;

Gibco; Cat.

Gibco; Cat.
Gibco; Cat.
Gibco; Cat.

No.

No.

No.
No.

No.

No.
No.
No.

21103-049

17504-044
35050-038
15140-122
15140-122

. 21370-028
. 10500-064

. No. 0114
. 5130-044

15140-122
15140-122
25030-024

Sigma; Cat. No. 083K0055
Aldrich; Cat. No. 22,146-5

Auf pH 8,35 mit NaOH puffern, 40mg Poly-L-Ornithin in 40 ml des so hergestellten

Boratpuffers 16sen

2.2.4 Weitere zur Zellkultur notwendige Chemikalien

Trypsin

Poly-L-Ornithin
PBS Dulbecco’s Phosphatbuffered Saline

Cytosin-S-D-Arabinofuranosid-
hydrochlorid (ARA-C)

Gibco; Cat. No. 25050-014
Sigma-Aldrich; Cat. No. P-3655
Gibco; Cat. No. 14040-091
Sigma-Aldrich; Cat. No. C-6645

14
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2.3 Neurotoxine

Tetrodotoxin 1 nM Tocris; Cat. No. 1078
DNQX 20 M Tocris; Cat. No. 0189
Gabazine 7,5 ntM Tocris; Cat. No. 1262
QX314 10 mM Tocris ; Cat. No. 2313

2.4 Konditionaler Knockout mit dem Cre-Lox System

Der Vorteil der Cre-Lox Methode besteht darin, Knockouts von Genen durchfiih-
ren zu konnen, welche im Gesamtorganismus lethal wiren. Beispielsweise fiihrt der
Knockout von E-Cadherin im Gesamtorganismus zum Absterben der Embryonen
zum Zeitpunkt der Implantation, was durch die fehlerhafte Anlage des Trophekto-
derms bedingt ist (Larue et al., 1994). Es handelt sich beim Cre-Lox System um einen
konditionalen Knockout, d.h. das Ausschalten des Gens ist an bestimmte Bedingun-
gen gekniipft, die der Experimentator zum geeigneten Zeitpunkt setzen kann. Hier-
bei entspricht die Genexpression bei fehlenden Knockoutbedingungen dem Wildttyp.
Beim Cre-Lox System miissen zwei Bedingungen gegeben sein: Zum einen wird ein
gentechnisch verdnderter Organismus (GVO) benétigt, der in dem auszuschaltenden
Gen modifiziert sein muss. Hierzu werden in intronische Sequenzen eines Gens spe-
zielle, 34 bp lange Erkennungssequenzen eingefiigt, die sogenannten loxP (locus of
X-over of P1) Stellen. GVO'’s, die loxP Stellen in einem bestimmten Gen besitzen,
werden als gefloxt - flankiert von loxP Stellen - fiir das jeweilige Gen bezeichnet. Da
beim Cre-Lox System keine Gensequenzen als Ganzes herausgetrennt werden kon-
nen, werden vom Zielgen bestimmte kritische Exonsequenzen herausgetrennt. Diese
Exone miissen von 2 loxP Stellen gleicher Strangorientierung flankiert werden. Das
Einbringen der loxP Stellen erfolgt iiber Transfektion eines loxP Ubertrigervektors
in R1 embryonale Stammzellen sowie folgender Selektion und Sequenzanalyse. Die
Anwesenheit der loxP Stellen in den intronischen Sequenzen ldsst eine weitestge-
hend normale Exprimierung des Zielgens zu. Die zweite Bedingung, die fiir den
Knockout gegeben sein muss, ist das Vorhandensein der Cre-Rekombinase (Cre).
Cre ist eine Rekombinase aus der Familie der Tyrosin Rekombinasen und erkennt
loxP Stellen als Rekombinationssignal. Bei Vorhandensein von zwei loxP Stellen glei-
cher Strangorientierung wird die Sequenz zwischen den loxP Stellen aus dem Genom
herausgetrennt und zu einem Ringférmigen DNS-Konstrukt, welches eine der beiden
loxP Stellen enthélt, kovalent zusammengefiigt. Haben die beiden loxP Stellen eine
gegensitzliche Strangorientierung erfolgt lediglich eine Inversion des betreffenden
Genabschnittes. Bei dem konditionalen Knockout macht man sich die Exzision der

exonischen Sequenzen zwischen zwei gleichartig orientierten loxP Stellen zunutze.

15



Dissertation 2 Materialien und Methoden

Die Anwesenheit der Cre-Rekombinase ist hier die vom Experimentator zu setzende
Bedingung: Cre kann einerseits iiber Transfektion eines Plasmides in Zellkulturen
exprimiert werden und dort zum Knockout fiithren. Andererseits besteht die M&g-
lichkeit, gefloxte Tiere mit transgenen Cre-Miusen zu kreuzen. Diese exprimieren
die Cre-Rekombinase unter einem gewebespezifischen Promotor. Bei den Abkémm-
lingen ist nun Gewebesperzifisch ein Knockout vorhanden. Bei der Transfektion von
Zellkulturen gefloxter Tiere mit der Cre-Rekombinase entsteht bedingt durch gerin-
ge Transfektionsraten eine heterogene Kultur, bei der gleichartige Zellen mit und

ohne Knockout nebeneinander vorhanden sind.

2.4.1 Die Cre-Rekombinase

Die Cre-Rekombinase findet sich im Bakteriophagen P1 und wird dort bei der Zy-
klisierung der Virion-DNS sowie dem lysogenen Zyklus benotigt (Sternberg et al.,
1986). Es handelt sich bei der Cre-Rekombinase um ein 38-kDa Protein aus 343
Aminosduren. Das Protein besitzt eine Kern-Lokalisierungs-Sequenz (NLS), gelangt
also nicht durch Diffusion, sondern durch aktiven, energieabhéngigen Prozess in den
Zellkern (Le et al., 1999a). Im Zellkern lokalisert erkennt Cre die beiden gleichartig
orientierten loxP Stellen auf Chromosomen gentechnisch modifizerter, eukaryotischer
Zellen und fiihrt dort zu einer exzisiven Rekombination. Hierfiir binden an jede loxP
Stelle 2 Cre Molekiile und bilden dort je einen Cre-DNS Komplex. Die Cre-DNS
Komplexe beider loxP Stellen lagern sich einander an und bilden ein Cre-DNS Di-
mer, an dem 4 Cre Molekiile beteiligt sind (Ghosh et al., 2007). Das Anlagern der
Cre-Rekombinase an die DNS ist nicht Abhéngig von divalenten Kationen, jedoch
vom pH Wert und erfolgt mit einer hohen Affinitdt (Ghosh et al., 2007). Die Re-
kombination erfolgt fiir die DNS Doppelstringe getrennt unter Ausbildung einer
intermedidren Holliday-junction. Im katalytischen Zentrum der Rekombinase befin-
det sich ein nucleophiles Tyrosinmolekiil. Fiir die Rekombination werden kovalente
DNS-Cre-Protein-Phosphotyrosin Bindungen als Ubergangsstadium ausgebildet und
es findet ein Strangaustausch statt (Grindley et al., 2006). Die Rekombinationsef-
fektivitat von gefloxten, mit cre transfizierten Zellen, wird in der Literatur

mit 80-100 % angegeben (Sauer, 1998).

2.4.2 GVO - Ecad flox

Als Grundlage der Arbeit diente ein gentechnisch veréinderter Mausestamm. Es han-
delt sich um den homozygoten Ecad flox Stamm. Dieser wurde uns freundlicherweise
aus dem Max-Planck Institut fiir Immunbiologie in Freiburg, Abteilung molekulare

Embryologie, von Prof. R. Kemler zur Verfiigung gestellt. Bei dem dort hergestellten
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GVO sind die loxP Stellen in intronische Sequenzen des E-Cadherin Gens eingefiigt
worden (Boussadia et al., 2002). Die loxP Stellen befinden sich vor Exon 6 und
hinter Exon 10 (s.Abb 3). Dieser Genotyp wird als Ecad flox bezeichnet. Die Cre-
Rekombinase vermittelte Exzision des betreffenden Genabschnitts fiithrt zu einem
Genotyp bei dem die Exone 6 bis 10 fehlen. Der dadurch resultierende Genotyp
wird als Ecad flox-del bezeichnet. Da die vorliegenden Tiere homozygot fiir das Al-
lel Ecad flox geziichtet sind, resultiert ein homozygoter Ecad flox-del Genotyp in
mit der Cre-Rekombinase transfizierten Zellen. Es handelt sich dabei um ein Nul-
lallel mit Nachweisbarkeit einer fehlenden E-Cadherin Expression (Boussadia et al.,
2002). Der Ecad flox Stamm trégt die Tierversuchsanstalt Nummer 1162.

Ecad flox

4 5 6 7 8 9 10 ¥ 1 12 13 14

Ecad flox-del

4 5 1 12 13 14

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Ecad flox und Ecad flox-del Allels. Exone
4 bis 14 sind durch graue Zylinder représentiert, die loxP Stellen vor Exon 6 und
nach Exon 10 sind durch graue Pyramiden reprisentiert.

2.5 Herstellung von Kulturen kortikaler Neurone auf Poly-
L-Ornithin beschichteten Kulturschalen

2.5.1 Poly-L-Ornithin beschichtete Schalen

Zum Beschichten der 35x10mm Falcon Zellkulturschalen wurden 150 nl Poly-L-
Ornithin in Boratpuffer mittig auf der Schale appliziert. Die so behandelten Zellkul-
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turschalen lagerten 24 Stunden bei Raumtemperatur. Zum endgiiltigen Fertigstellen
war ein Spiilvorgang notig: Dieser erfolgte mit autoklaviertem, destillierten Wasser.
Nach Hinzugabe von 2 ml Wasser wurde die Spiilfliissigkeit abgesaugt. Dieser Vor-
gang ist insgesamt dreimal wiederholt worden. Die gewaschenen Zellkulturschalen

trockneten nun 24-48 h bei Raumtemperatur.

2.5.2 Priparation der Miausefoten

Eine trichtige Maus (Mus musculus), Stamm Ecad flox, wurde im embryonalen
Entwicklungsstadium E17 pripariert. Diese Maus war mit einem Ecad flox Stamm
Miénnchen verpaart worden. Die Totung des trichtigen Tieres erfolgte durch CO ,-
Begasung. Den Richtlinien entsprechend wurde das tote Tier dekapitiert. Es erfolgte
die Offnung der Bauchhohle durch scharfe Priparation mit der Schere. Es wurden
die Foten entfernt - etwa 4 bis 10 pro triachtigem Tier - und in eine auf Eis stehende
grofse Zellkulturschale {iberfiihrt. Die folgende Praparation der Féten erfolgte zur
Vermeidung von Kontaminationen unter einer Sterilbank.

Mit Schere und Pinzette wurde der Fotus vorsichtig, ohne ihn zu verletzen, aus dem
Uterussack herausgeschilt, die Nabelschnur durchtrennt. Nach Uberfiihrung in ei-
ne sterile 35x10mm Falcon Zellkulturschale wurde der Fotus dekapitiert. Mit zwei
Pinzetten wurde von okzipital her die Haut von median nach lateral auseinander-
gezogen, der Schadelknorpel freigelegt. Beginnend am Foramen magnum wurde der
Schadelknorpel ebenfalls mit zwei Pinzetten von median nach lateral auseinander-
gezogen und das Gehirn freigelegt. Zuletzt wurde mit einer Pinzette in die Orbitae
eingestochen, der Schédel so fixiert und die gelésten Knorpelschalen abgezogen. Mit
einem Mikroloffel erfolgt die Entfernung des Gehirns aus dem Schidel und die an-
schliefende Uberfiithrung in eine mit PBS Losung gefiillte 35x10mm Zellkulturschale.
Die PBS Loésung war zur Reduzierung von hypoxischen Zellschidden eisgekiihlt.
Das so gewonnene Gehirn wurde unter einem Binokular Lupenmikroskop (Zeiss)
weiterprapariert. Zunédchst wurde keilformig das Kleinhirn sowie der anhidngende
Hirnstamm und Reste der Medulla oblongata von den Grofhirnhemisphéren durch
Skalpellschnitt getrennt. Folgend wurden die Grofshirnhemisphéiren durch Skalpell-
schnitt in der Medianlinie (Durchtrennung des Corpus callosum) separiert. Mit zwei
Pinzetten wurden die Hirnhdute, ohne den Kortex zu beschddigen, abgezogen. Letzt-
endlich wurde der Kortexmantel mit einem Skalpell von den iibrigen Hirnanteilen
abgeschalt und in pipettendurchgéingige Blocke geschnitten. Die so gewonnenen Kor-
texblocke wurden zusammen mit 1 ml PBS aus der Priaparationsschale herauspipet-
tiert und in ein Eppendorfreaktionsgefifs verbracht. Zum Losen des Zellverbands

wurden folgend 200 pl Trypsin hinzugegeben und anschliefend 5 Minuten bei 37°C
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und 5 % CO, inkubiert.

Zum Beenden der proteolytischen Trypsinwirkung wurde der Uberstand abgenom-
men und die Kortexblocke mit 1 ml BME gewaschen. Das BME Medium war zur
Reduktion von hypothermischem Stress auf 37°C angewirmt. Der Uberstand an
BME wurde abgenommen und es wurden 200 ul PBS hinzugegeben. Es erfolgte nun
die mechanische Dissoziation der Zellverbinde. Dazu wurde die Lésung einige weni-
ge Male mit einer 1 ml Pipette und anschliefsend mit einer 200 pl Pipette auf- und
abpipettiert, bis keine Festkorper in der Losung festzustellen waren und die Losung
gleichméfig getriibt erschien.

Die so gewonnene kortikale Zellsuspension wurde nun auf ein Volumen von 4 ml mit
BME aufgefiillt. Von dieser Losung wurden auf die vorbereiteten Poly-L-Ornithin
Zellkulturschalen je 200 pl iibertragen. Dies entspricht einer Zellzahl von 5x10°.
Nach einer Stunde Inkubation bei 5% CO, und 37°C erfolgte die Zugabe von je 2
ml Neurobasalmedium.

Am fiinften Kulturtag wurde je 10 pl Cytosin-3 -D-Arabinofuranosidhydrochlorid
(ARA-C) hinzugegeben, um eine iiberschiefsende Proliferation von Gliazellen zu ver-
meiden. Die auf diese Art angelegten priméaren kortikalen Neuronenkulturen konnten
etwa 14-20 Tage bearbeitet werden, wobei ab Zellkulturtag (Day in vitro, DIV) 7 alle
2-3 Tage ein Medienwechsel stattfand, bei dem jeweils 1 ml Kulturmedium gegen 1

ml frisches Neurobasalmedium ausgetauscht wurde.

2.6 Transfektion
2.6.1 Transfektionschemikalie

Als Transfektionschemikalie diente Lipofectamine 2000, Invitrogen Cat. No. 11668-
027. Es handelt sich um ein Reagenz, das kationische Lipidvesikel ausbildet, an
welche die vektorielle DNS bindet und die den Transport in eukaryotische Zellen

vermittelt.

2.6.2 Vektoren - pBS598 EFlalpha-EGFPcre

Der Verwendete Vektor wurde iiber http://www.addgene.org/ bezogen (Plasmid
11923) (Abb. 4). Es handelt sich um einen 8418bp langen, unter dem EF1 alpha
Promotor stehenden Vektor, der das 1800bp lange Fusionsprotein EGFP-cre kodiert
(folgend creGFP genannt). (Le et al., 1999¢) Das Fusionsprotein enthilt EGFP (En-
hanced Green Fluorescent Protein) welches im Bezug zum GFP (Green Fluorescent
Protein) gentechnisch verindert wurde. GFP kommt nativ in der Qualle Aequorea

victoria vor und ist ein unter UV Licht spezifischer Wellenldnge griin fluoreszieren-

19



Dissertation 2 Materialien und Methoden

EcoRI 5642
Sar] 563673
Epul 5630

Abbildung 4: Karte des Vektors. Brian Sauer via http://www.addgene.org

des Protein. EGFP enthélt im Vergleich zu GFP zum einen einen Aminosdureaus-
tausch an Stelle 65 von Serin nach Threonin (S65T). Dieser Austausch verdndert

die chromophore Gruppe und fiihrt zu einer Anderung der Anregungs- und Emissi-

onswellenldngen.
Typ Anregung(nm) Emission(nm)
GFP-Wt 395 bzw. 470 510
GFP-S65T 490 208

Die posttranslationale Modifkation (Oxidation zur Herstellung des Fluorophoren)
des Proteins erfolgt etwa viermal schneller , die Helligkeit des emittierten Lichts
ist um den Faktor 100 gesteigert (Heim et al., 1995) .

Weiterhin ist das Wildtyp GFP humanisiert worden: Kodons hochexprimierter hu-
maner Proteine wurden dem GFP-S65T zugefiigt, die sekretorische Sequenz von
humanem CD5 Antigen angefiigt (Haas et al., 1996). Dies bedingt eine 20-fach ho-
here Expression in eukaryotischen Zellen (Chiu et al., 1996). An das EGFP wurde
die Cre-Rekombinase fusioniert. Dieser Vektor vermittelt nun einerseits die Cre-
Rekombinase vermittelte Inaktivierung des E-Cadherin Gens im verwendeten GVO
(E-cad flox) durch Heraustrennen der DNS, welche von den loxP Sites flankiert wird,
zum anderen ist eine Detektion der Zellen unter UV Anregung moglich (Gagneten

et al., 1997). Der Vektor wird durch Transfektion in die Neurone verbracht.
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2.6.3 Vektoren - EGFP-N1
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Abbildung 5: Karte des Vektors via http://www.addgene.org

Fiir die Kontrollzellen wurde der EGFP kodierende Vektor pEGFP-N1 verwen-
det. Dieser enthélt das verbesserte, humanisierte EGFP unter einem CMV Promotor.
Bei Expression dieses Vektors entsteht lediglich EGFP welches eine Detektion der
erfolgreich transfizierten Zellen unter UV Anregung erlaubt. Es wird angenommen,
dass EGFP keinen Einfluss auf Synaptogenese sowie die synaptische Funktion aus-

iibt. Der Vektor wurde iiber http://www.addgene.org bezogen.

2.6.4 Transfektionsvorgehensweise

An DIV 4 bzw. DIV 8 wurden die primér kultivierten kortikalen Neurone mit den
creGFP bzw. GFP codierenden Vektoren transfiziert (Abb. 6). Dazu wurden die
auf 1 pg pro pl verdiinnten Vektoren zunichst aufgetaut. Jeweils 50 pl Neuroba-
salmedium wurde in 2 Eppendorfreaktionsgefifie gefiillt. In das erste Gefaf wurden
5 ng Vektor pipettiert. In das zweite Gefiafs wurden 10 pl Lipofectamine 2000 pi-
pettiert. Die Losungen wurden durchmischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur

gelagert. Wiahrend dieser Zeit konnten sich die kationischen Lipidvesikel in der Lo-
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sung ausbilden. Nach diesen 5 Minuten wurde die DNS-Neurobasal-Losung zu der
Lipofectamine-Neurobasal-Losung gegeben. Ein vorsichtiges Pipettieren der DNS
Lésung in beiden Schritten verbesserte die Transfektionsergebnisse deutlich. Bei
Raumtemperatur ruhte die Losung 20 Minuten. Die DNS bindet in dieser Zeit an
die kationischen Lipidvesikel. Die so gewonnene Transfektionslosung wurde nun mit
800 pl Medium aus der Zellkulturschale versetzt. Das verbleibende Medium wurde
aus der Zellkulturschale gewonnen und in einem Eppendorfgefifs gesichert sowie bei
37°Cund 5 % CO, inkubiert. Es handelt sich dabei um von Neuronen konditioniertes
Medium, in welches wiahrend der Zellkulturzeit von 5 Tagen zahlreiche Stoffwech-
selprodukte sowie Neurotrophine abgegeben wurden. Darunter befinden sich bei-
spielsweise Brain derived neurotrophic factor (BDNF) sowie Neurotrophin 3 (NT-3)
(Chang et al., 2003), wichtig fiir einen ausreichenden Neurotrophismus (Huang and
Reichardt, 2001) . Das mit der Transfektionslosung versetzte Neurobasalmedium
wurde vollstdndig tropfenweise auf die Zellkultur gegeben. Die kationischen Lipid-
vesikel vermittelten nun den Transport der Plasmid DNS in die Neurone. Die Zellen
wurden hierfiir 6 Stunden mit dem Transfektionsmedium bei 37°C und 5 % CO, in-
kubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Transfektionsmedium ausgetauscht.
Hierzu wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und verworfen, das konditionierte
Medium hinzugegeben sowie das Kulturmediumvolumen mit auf 37°C angewdrmtem
Neurobasalmedium auf 2 ml aufgefiillt. Zur weiteren Kultur wurden die Zellen wie
gewohnt inkubiert.

Eine zu lange Inkubationsdauer ruft Zellschiden hervor, da die Transfektionschemi-
kalie Lipofectamin zytotoxische Eigenschaften besitzt. Die angegebenen 6 Stunden
versprechen gute Transfektionsergebnisse bei relativ geringen zytotoxischen Effek-
ten.

Der Erfolg der Transfektion liefl sich zwei bis zu zehn Tage nach der Transfektion
durch die vorhandene Fluoreszenz unter UV Anregung feststellen. Diese wird durch

das griin fluoreszierenden Protein ausgelost.

2.7 Elektrophysiologische Untersuchung
2.7.1 Das Patch Clamp Experiment

Die Patch Clamp Technik wurde 1976 von Neher und Sakmann vorgestellt (Neher
and Sakmann, 1976). Sie stellt eine Modifikation der Voltage Clamp Technik dar.

Diese wurde von Cole in den 1940er Jahren entwickelt und am Versuchsobjekt des
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Praparation DIV 4 DIV7 DIV 8 DIV 10 DIV 14
C

Préaparation DIV 4 DIV 7 DIV 8 DIV 10

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Transfektionsprotokolles. Die Sterne (*)
geben den Transfektionszeitpunkt an. Die Patchpipetten geben den Messzeitpunkt
an.

A: DIV 7, Experiment: mPSCs

B: DIV 14, Experiment: mPSCs und evozierte PSCs

C: DIV 10, Experiment: mPSCs

Tintenfischriesenaxons erstmalig angewendet (Cole 1949).

Es handelt sich bei der Voltage Clamp Technik um eine elektrophysiologische Me-
thode, bei der zwei Mikroelektroden in das Zellinnere eingefiihrt wird - das Tinten-
fischriesenaxon eignet sich hierfiir gut - eine weitere Elektrode befindet sich in der
Extrazellularlosung. Als Elektrodenmaterial dient eine Ag/AgCl Elektrode welche
in einer Glasmikroelektrode miindet in die eine Elektrolytlosung hineinpipettiert
wurde.

Wenn durch von Aussen zugesetzten Neurotransmitter oder durch elektrische Rei-
zung ein Strom elektrischer Ladungen iiber die Membran erzeugt wird, wiirde sich
das Membranpotential &ndern. Bei der Voltage Clamp Methode wird das Mem-
branpotential auf einem anndhernd konstanten, vom Experimentator festgelegten
Wert gehalten. Dieser festgelegte Wert, auch Kommandospannung genannt, wird
stdndig mit dem aktuellen Membranpotential verglichen sowie auf dem festgeleg-
ten Wert gehalten - geklemmt (engl. clamp). Dies geschieht durch Injektion eines

Stromes entgegengesetzt dem durch Reizung ausgelosten transmembranalen Strom

23



Dissertation 2 Materialien und Methoden

im Sinne einer negativen Riickkopplung. Das Ausmafs des injizierten Ausgleichss-
tromes ist messbar und entspricht dem transmembranalen Ionenstrom der durch
Reizung der Zelle ausgelost wird. Es handelt sich also um eine indirekte Messung
der Tonenstrome iiber eine Zellmembran. Bei der Patch Clamp Technik wird zur
Kontrolle des Membranpotentials nur eine sogenannte Patchelektrode verwendet.
Neher und Sakmann verbesserten das bestehende Verfahren durch den sogenannten
Membranpatch. Dabei wird die Mikroelektrode nicht traumatisch in das Zellinnere
vorgeschoben. Es wird eine besonders feine Pipette als Mikroelektrode verwendet,
welche einen Offnungsdurchmesser von etwa 1 pm besitzt. Im Experiment wurden
10 em lange Borosilikat Glaskapillaren (GC150TF-10 , Harvard Apparatus, 1,5 mm
Aussendurchmesser, 1,17 mm Innendurchmesser) verwendet, welche mit einem DMZ
Universalpuller (Zeitz) durch Erhitzen und mechanischen Zug in zwei Mikroelektro-
den getrennt wurde. Eine Mikroelektrode wird mit der Intrazelluldrlosung gefiillt
und auf den Ag / AgCl Draht im Pipettenhalter befestigt. Mithilfe eines mechani-
schen Grobtriebes und eines hydraulischen Feintriebes wird diese auf die Membra-
noberfliche aufgesetzt und durch einen geringen Unterdruck an der Zellmembran
festgesaugt. Dadurch bildet sich ein von der Umgebung isolierter, nur unter der Off-
nung der Pipette liegender Zellmembranfleck (Patch). Der Widerstand zwischen der
Pipetteninnenseite welche dem Membranfleck aufsitzt sowie der umgebenden Extra-
zelluldrlosung betrdgt mehrere Gigaohm. Es fliefsen also um ein vielfaches weniger
Leckstrome zwischen Pipette und Extrazelluldrlosung. Dieser Umstand bedingt die
bessere Signalqualitit bei dem Patch-Clamp Verfahren, welche eine Messung der

Strome durch einzelne Ionenkanile ermdoglicht.
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Abbildung 7: Schaltplan des Patchclamp Verstéirkers: OPV: Operationsverstirker
Rg: Serienwiderstand Ry: Riickkopplungswiderstand R,,: Membranwiderstand C,,:
Membrankapazitit Uyopm: Kommandospannung U, : Membranspannung U ¢ aus-
gegebene Spannung, proportional zum lonenstrom, Messgrofse
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Abbildung 8: Die verschiedenen moglichen Konfigurationen der Membran im Patch
Clamp Experiment

Technisch wird die negative Riickkopplung durch den Patch-Clamp Verstarker
realisiert (Abb. 7). In den Schaltkreis zwischen Pipette und Strommessung ist im
Verstirker ein sogenannter Strom-Spannungswandler integriert. Wichtige Bautei-
le sind der Operationsverstirker, ein elektronisches Bauteil komplexer Bauart auf
die hier nicht nidher eingegangen werden kann, sowie der Riickkopplungswiderstand.
Der Operationsverstirker besitzt einen (-) Eingang an dem die Pipettenspannung
anliegt sowie einen (+) Eingang, an dem die festgelegte Kommandospannung an-
liegt. Bei einer Abweichung zwischen diesen beiden Eingéngen wird am Ausgang eine
Spannung erzeugt. Diese Spannung besteht nun zwischen dem Ausgang des Operati-
onsverstarkers sowie iiber den Riickkopplungswiderstand an der Pipette. Der durch
diese Spannung ausgeloste Strom flieft nun iiber den Riickkopplungswiderstand in
die Pipette hinein, gleicht so die Ladungsdifferenz aus und fliefst nicht in den Ope-
rationsverstirker, da dieser einen Eingangswiderstand besitzt, der vereinfacht als

unendlich hoch angesehen wird.
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Eine Abwandlung dieser Messanordnung ist die sogenannte whole-cell (Ganzzell-)
Konfiguration, die in den Experimenten, welche meiner Arbeit zugrundeliegen, ver-
wendet wurde. Bei der whole-cell Ableitung wird nach Erreichen des Membranfleckes
ein Unterdruck erzeugt, der die Zellmembran durchbricht. So wird der Intrazellular-
raum mit dem Inneren der Pipette verbunden, es besteht eine elektrische Isolation
gegeniiber der Extrazelluldrlosung. Stréme flieken in dieser Versuchsanordnung zum
groften Teil nur noch {iber die auf der ganzen Zelle vorhandenen Ionenkanéle.

Ein Problem der Ganzzellableitung ist der durch die Grofe der Zellmembranoffnung
bedingte Serienwiderstand. Zellmembrantriimmer kénnen die Offnung zur Pipet-
te verlegen und bedingen somit eine Anderung der elektrischen Leitfihigkeit. Dies
fiihrt dazu, dass die Ausgleichsstrome, die das Membranpotential der Kommando-
spannung anpassen sollen, abgeschwicht werden und das Membranpotential nicht
mehr der auf dem Verstirker angezeigten Kommandospannung entspricht. Je grofer
der Serienwiderstand ist, desto ungenauer ist das Verfahren. Eine Kompensation
des Serienwiderstandes war zu keinem Zeitpunkt des Experimentes nétig, da dieser
vernachléssigbar gering war.

Bei dem Patch Clamp Experiment sind auch andere Konfigurationen méoglich (Abb.
8), die alle von der cell-attached Konfiguration aus erreicht werden kénnen. Zu nen-
nen sind die sogenannte inside-out Konfiguration, bei der die eigentliche Membran-
innenseite die Glaspipette nach Aussen hin zur Extrazelluldrlosung abgrenzt, ledig-
lich der Membranfleck ist mit der Pipette verbunden. Weiterhin ist die outside-out

Konfiguration zu nennen, bei der die Membranaussenseite zur Extrazelluldrlosung
abschliefst.

2.7.2 Versuchsaufbau

Zum Versuchsaufbau (Abb. 9) gehorte ein Zeiss AxioVert 35M Mikroskop gelagert
auf einem schwingungsgeddmpften Tisch. Zur Mikroskopausstattung zihlte ein
10-fach vergroferndes Phasenkontrastobjektiv (Zeiss LD Achrostigmat;

10x/0,25 Ph1) und ein 32-fach vergréfierndes Phasenkontrastobjektiv (Zeiss
Achrostigmat 32x/0,40 Ph2). Als Beleuchtung diente eine 12 V Lampe sowie ei-
ne UV-Quelle (Zeiss, HBO 50) mit zugehorigem EGFP Filtervorsatz. Ein Glas-
pipettenhalter (HEKA Elektronik) war an einem Vorverstirkerkéstchen montiert,
der am Mikromanipulator (Narishige, Japan) montiert war. Der Mikromanipulator
war am Mikroskop befestigt. Die so befestigte Elektrode diente als Messelektrode.
Ein weiterer Glaspipettenhalter war an einem zweiten Mikromanipulator befestigt.

Dieser Glaspipettenhalter war mit einem Reizgeber (SD9 Square Pulse Stimulator,
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Abbildung 9: Schematische Messstandkonfiguration. 1: Messelektrode 2: Badelektro-
de 3: Geerdeter Faradaykéfig 4: Zellkulturschilchen 5: Vorverstéirker 6: Reizelektrode

Grass Technologies Product Group, Astro-Med, Inc.) verbunden. Diese Elektrode
diente als Reizelektrode. Die Verstiarkung der an der Messelektrode registrierten
Ionenstrome erfolgte mit einem HEKA Patch Clamp L/M - EPC7 Verstirker, der
gleichzeitig das Signal filtert (Tiefpassfilter 3kHz). Als Analog/Digitalwandler diente
ein Axon Instruments DigiData 1200 series interface, an welchem ein IBM Perso-
nalcomputer angeschlossen war (Intel Pentium 2) auf dem die Software PClamp
6.0.2 fiir DOS (Axon Instruments) eingerichtet war. Die Digitalisierungsrate betrug
10 kHz. Die Darstellung der Signale erfolgte simultan an einem Oszilloskop (Ha-
meg HM 205-3) sowie am Computermonitor. Die aufgenommenen Daten wurden

auf Festplatte und CD gespeichert.

2.7.3 Registrierung von postsynaptischen Miniaturstromen

Eine Zellkulturschale mit creGFP bzw. GFP transfizierten primér kultivierten Neu-
ronen auf Polyornithin beschichteten Schalen wurde dem Inkubator entommen. Die
Messungen erfolgten an DIV 7, DIV 10 und DIV 14. Die Neurone, die an DIV 4
transfiziert wurden, sind an DIV 7 und DIV 14 gemessen worden, an DIV 8 transfi-
zierte Neurone an DIV 10. Das Ndhrmedium wurde gegen 3 ml auf 37°C angewirmter
Extrazelluldrlésung ausgetauscht. Zur Blockade von AMPA Rezeptor vermittelten

Signalen enthielt die Extrazelluldrelosung 20 ptM DNQX. Zur isolierten Betrachtung
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Abbildung 10: Messstand: Links ist eine Ubersicht des Arbeitsplatzes sowie der Com-
puterarbeitsplatz mit Verstirker abgebildet, rechts sind der Mikroskopiertisch mit
mechanischen Feintrieben sowie zwei Vorverstiarker mit Patchelektroden zu erken-
nen.

der postsynaptischen Miniaturstrome (mPSCs) wurden spannungsabhéngige Natri-
umkanéle mit Tetrodotoxin (TTX) in einer Konzentration von 2 pM blockiert und
somit das Auftreten von Aktionspotentialen verhindert.

Das Auftreten von NMDA Rezeptor vermittelten mPSCs wurde weitestgehend durch
die MgCL, Konzentration von 1 mM in der Extrazelluldrlésung, sowie das niedrige
Haltepotential von -60mV verhindert, da die Glutamatrezeptoren vom NMDA Typ
unter diesen Bedingungen durch die Magnesiumionen blockiert werden.

Die Schale wurde auf den Messtisch gelegt, in diese anschliefiend die Badelektrode

28



Dissertation 2 Materialien und Methoden

getaucht. Die chlorierte Silberelektrode wurde in den Pipettenhalter eingespannt.
Die vom DMZ Puller gezogene Glas Mikroelektrode wurde mit der Intrazelluldren
Lésung gefiillt und auf dem Silberdraht in die Halterung vorgeschoben, so dass der
Silberdraht in die Intrazellulirlosung eingetaucht war. Uber einen an dem Pipet-
tenhalter angeschlossenen Gummischlauch wurde mit Hilfe einer 20ml Spritze ein
Uberdruck angelegt.

Durch UV-Anregung wurden optisch anhand der griinen Fluoreszenz diejenigen Zel-
len detektiert, welche creGFP bzw. GFP exprimierten. War solch eine fluoreszieren-
de Zelle mit regelrechter Konfiguration zweifelsfrei identifiziert, erfolgte mithilfe des
Mikromanipulators das Eintauchen der Mikroelektrode in die Badlésung. Im Such-
modus des Verstiarkers wurde wiederholt eine Rechteckspannung mit einer Ampli-
tude von 30mV angelegt. Anhand dieses Testpulses konnte der Pipettenwiderstand,
da eine elektrisch leitende Verbindung iiber Badelektrode zum Verstiarker bestand,
mithilfe des Ohmschen Gesetzes bestimmt werden. Er lag zwischen 6 und 8 Me-
gaohm. Die Mikroelektrode wurde unter optischer Kontrolle bis in die Nahe der
Zellmembran der Zielzelle gefahren. Nun wurden am Verstérker Oberflichen- und
Diffusionspotentiale kompensiert.

Mit dem Feintrieb wurde die Mikroelektrode nun auf die Zellmembran aufgesetzt,
der Uberdruck abgelassen. Uber Sog am Gummischlauch wurde die Cell-attached
Konfiguration erreicht, der Verstirker in den Voltage-Clamp Modus auf ein Hal-
tepotential von -60mV gestellt. Durch erneuten Sog wurde die Zellmembran unter
dem Patch er6ffnet und die Ganzzellableitung erreicht. Die Wirksamkeit des TTX
konnte jetzt durch schrittweise Depolarisation der Zelle untersucht werden. Ist TTX
vorhanden, kann eine Depolarisation von +40 mV kein Aktionspotential auslosen.
Jetzt erfolgte die Registrierung der postsynaptischen Miniaturstrome iiber 35 Mess-

spuren und einer Gesamtdauer von 286,65 Sekunden fiir jede Zelle.

2.7.4 Registrierung von evozierten postsynaptischen Strémen

Zur Registrierung von evozierten postsynaptischen lonenstrémen wurde der Ver-
suchsaufbau abgeéndert (Abb. 11). Die Messungen an primér kultivierten kortikalen
Neuronen erfolgten an DIV 14, zuvor waren diese an DIV 4 mit creGFP bzw. GFP
transfiziert worden. Das Kulturmedium der aus dem Brutschrank entnommenen Zell-
kulturschale wurde gegen 3 ml auf 37°C angewérmte Extrazellularlosung, die DNQX
in einer Konzentration von 20 mM enthielt, ersetzt. Der elektrische Stimulus wurde
iiber eine zweite in die Badlosung eingetauchte Elektrode vermittelt. Diese bestand

ebenfalls aus einem chlorierten Silberdraht in einer Glas Mikroelektrode, welche mit
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.
A: Messelektrode B: Reizelektrode

einem Stimulationselektrolyt gefiillt war. An einem zweiten Mikromanipulator be-
festigt wurde die Reizelektrode an einer peripheren Stelle mit geringer Zelldichte auf
den Schalenboden gefahren. Durch langsames Vorschieben wurde die Spitze der Mi-
kroelektrode aufgebrochen, bis eine grofere Elektrodenoffnung erreicht wurde. Diese
hatte im Durchschnitt die Ausmafe von einem Somadurchmesser. Nun wurde iiber
UV Anregung nach pyramidalen Zellen gesucht, die creGFP bzw. GFP exprimier-
ten und von dieser griin fluoreszierenden Zelle eine Ganzzellableitung im Voltage
Clamp Modus bei einem Haltepotential von -60 mV durchgefiihrt, analog zum vori-
gen Experiment. Lediglich die Zusammensetzung der Intrazelluldrlosung wich ab: sie
enthielt den Natriumionenkanalblocker QX314 in einer Konzentration von 10 mM
zur Vermeidung von Aktionspotentialen in der abgeleiteten Zelle. Nun wurde die
Reizelektrode vorsichtig an Neurone herangefahren, die sich in der Umgebung der
abgeleiteten Zelle befanden. Die Software PClamp 6.0.2 steuerte iiber den AD/DA
Wandler den Reizgeber an. Dieser erzeugte einen monophasischen Spannungsdoppel-
puls mit einem Zwischenpulsabstand von 100 ms. Jeder Einzelpuls hatte eine Dauer
von 2 ms und eine Amplitude von 30 V. Zwischen dem chlorierten Silberdraht der

Reizelektrode und der Erdungselektrode floss nun ein entsprechender kurzdauernder
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Strom, der an dem der Reizelektrode vorgelagerten Neuron zu einer Depolarisation
mit Aktionspotential fiihrte. Uber die Ganzzellableitung der transmembranalen Io-
nenstrome konnte nun registriert werden, ob durch Reizung des stimulierten Neurons
eine synaptische GABA 4 Rezeptor vermittelte Signaliibertragung an das abgeleitete
Neuron erfolgte. Wurde nach Betrachtung einiger Reizpulse kein postsynaptischer
lonenstrom registriert, wurde die Reizelektrode vorsichtig an ein anderes Neuron
in der Umgebung der abgeleiteten Zelle gefahren und das Reizprotokoll wieder-
holt. Bedingt durch die relative Schwingungslabilitit der Ganzzellableitung konnte
die Reizelektrode nur drei bis fiinfmal versetzt werden, bis die Verbindung zwi-
schen Messelektrode und Zellmembran zerstort wurde. Sobald ein postsynaptischer
GABA 4 Rezeptor vermittelter Chloridionenstrom zu beobachten war, wurde der
Doppelpuls unter Aufnahme der Ionenstrome 25 mal ausgelst, zwischen den Dop-
pelpulsen lagen 10 s Pause. Das Ausmalk des postsynaptischen Signals beschrieb nun
die synaptische Ubertragungsstirke zwischen den untransfizierten prisynaptischen

Neuronen und dem transfizierten postsynaptischen Neuron.

2.8 Auswertung und Statistik

2.8.1 Auswertung von postsynaptischen Miniaturstromen
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Abbildung 12: Beispiel aus einer Originalregistrierung eines GABA 4mPSC : Grund-
linie, Amplitude und Abfallzeitmessung sind schematisch dargestellt. Zwischen
Punkt A und B wird die Anstiegszeit gemessen. Zu erkennen ist ein einzelnes Ereig-
nis welches sich vom Grundrauschen abhebt.

Die Aufnahme der postsynaptischen Miniaturstrome erfolgte iiber 35 Messpu-
ren, was einem Zeitraum von 286,65 s entspricht. Als Programm wurde hierbei
die Software PClamp 6.0.2 verwendet. Die aufgenommenen lonenstréme wurden
im Format [Datum|[A][Laufende Nummerierung].DAT abgespeichert. Die Auswer-

tung der so gesammelten Daten wurde mit der Software Mini Analysis Program
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6.0.3 (Synaptosoft Inc.) durchgefiihrt. Dabei wurden Parameter festgelegt, die einen
postsynaptischen Miniaturstrom (zu detektierendes Ereignis) beschreiben. Die Min-
destamplitude, die das Ereignis vom Hintergrundrauschen trennt, betrug 5 pA. Die
Abfallzeit wurde als diejenige Zeit detektiert, in der die Amplitude auf 1% abfiel.
Die Anstiegszeit wurde als die Zeit festgelegt, in der das Signal von 10% auf 90% der
Amplitude anstieg. Die Frequenz resultierte aus der Anzahl der Ereignisse geteilt
durch 286,65s.

2.8.2 Auswertung von evozierten postsynaptischen Strémen
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Abbildung 13: Beispiel einer Originalregistrierung eines evozierten GABA 4 vermit-
telten postsynaptischen Stromes: die zwischen den Messbalken 1 und 2 sowie 3 und
4 vermessenen postsynaptischen Strome wurden durch die Reizpulse evoziert, die
durch die Pfeile am oberen Bildrand angezeigt werden. Das Reizartefakt wurde zur
besseren Anschaulichkeit entfernt.

Es wurden mit je zehnsekiindigem Abstand 25 Doppelpulse abgegeben und die
evozierten postsynaptischen Strome im Format |Datum||A|[Laufende Nummerie-
rung|.DAT abgespeichert. Die Auswertung erfolgte mit der Software Clampfit 9.0
(Axon Instruments). Der Abstand zwischen Grundlinie und maximaler Signalstérke
charakterisierte die Amplitude der Antwort. Einer fehlenden Antwort auf den Reiz-
puls wurde eine Amplitude von 0 pA zugewiesen. Fiir die statistische Auswertung

wurden die jeweils ersten Zehn Doppelpulse untersucht.

2.8.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter SigmaPlot 9.01 (Systat Software Inc.).

Das Programm berechnete Mittewerte sowie Standardfehler. Fiir jede gemessene
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Zelle wurden Mittelwerte der untersuchten Parameter gebildet. Diese Mittelwer-
te dienten einerseits zur Bildung eines Mittelwertes der Mittelwerte, andererseits
wurde mit ihnen der Student’s t-Test durchgefiihrt. Der Student’s t-Test lieferte
Angaben zur statistischen Signifikanz von Unterschieden der Messdaten zwischen
GFP exprimierenden Kontrollzellen und den creGFP exprimierenden Zellen. Das
Signifikanzniveau betrug 0,05. Die gemessenen Daten bei den Ecad flox Neuronen
entstammen jeweils aus mindestens 2 Priaparationen unterschiedlicher Muttertiere.
Die graphische Umsetzung der statistisch ausgewerteten Daten erfolgte in Sigmaplot
9.01 sowie CorelDRAW Graphics Suite 12 (Corel Corporation).
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3 Ergebnisse

3.1 Konditionaler E-Cadherin Knockout

Um einen konditionalen Knockout von E-Cadherin zu erzeugen, wurden Kulturen
kortikaler Neurone, welche aus Ecad flox Foten gewonnen wurden, mit creGFP trans-
fiziert. Als Kontrolle diente eine GFP Transfektion. Zur Uberpriifung des Transfekti-
onserfolges wurden die transfizierten Zellen zwei bis zehn Tage nach der Transfektion
unter UV-Anregung mikroskopisch untersucht. Eine bei UV-Anregung auftretende
griine Fluoreszenz weist auf die Expression des transfizierten Fluorophoren, GFP
respektive creGEFP, hin. Zur Untersuchung der genauen Lokalisierung von creGFP
in Neuronen besteht die Moglichkeit der Cotransfektion. Hierbei wird das Neuron
mit einem zweiten, in einem anderen Spektrum fluoreszierenden Protein transfi-
ziert welches sich in der gesamten Zelle verteilt. Ein Uberlagern der beiden Bilder
lasst Riickschliisse auf die Lokalisierung des creGFP zu. Bei den untersuchten Zellen
zeigte sich, dass creGFP in Neuronen zum groften Teil nukleér, zu einem geringen
Teil auch zytosolisch lokalisiert ist (Abb. 14). Dies ist fiir alle Altersgruppen glei-
chermafsen der Fall. Eine orientierende morphologische Untersuchung der Zellen gab
keine Hinweise auf einen grundlegenden Unterschied zwischen GFP und creGFP
exprimierenden (exp.) Neuronen. creGFP exp. Zellen (Abb. 14) und GFP exp. Zel-
len erschienen gut integriert in den neuronalen Zellverband der Massenkultur. Die
Transfektion mit Lipofectamine 2000 und den angegebenen Mengen Vektor hatte ei-
ne Transfektionseffizienz von ca. 5-10 Zellen pro Schale; von diesen waren ca. 2-5 noch
vital und konnten elektrophysiologisch untersucht werden. creGFP und GFP trans-
fizierte Neurone wiesen gegeniiber untransfizierten Zellen eine leichte Zellschwellung
auf, diese war bei GFP transfizierten Neuronen stiarker ausgeprigt als bei creGFP
transfizierten Neuronen. Fiir die Registrierung von GABA 4 Rezeptor vermittelten
mPSCs (GABA 4mPSCs) und evozierten IPSCs wurden nur vitale, stark exprimie-
rende Zellen untersucht, welche ungefihr die gleiche Anzahl an umgebenden Zellen
besafen (ca. 5-10).
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Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Neuronen. Die Kultur
wurde aus dem Kortex eines Ecad flox Fotus an E17 angelegt. Die Kotransfektion
mit 5 pg pBS598 EGFPcre sowie DsRed2 erfolgte an DIV 8. Die Aufnahme wurde
an DIV 10 durchgefiihrt. Zu sehen sind zwei erfolgreich transfizierte Neurone. Die
erste Zeile zeigt die griine Fluoreszenz nach UV Anregung im creGFP Spektrum. Die
zweite Zeile zeigt die rote Fluoreszenz nach UV Anregung im DsRed2 Spektrum. Die
dritte Zeile zeigt ein Uberlagerungsbild des creGFP, DsRed2 sowie Hellfeld Signales.
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3.1.1 Auswirkung der creGFP Expression auf Wildtyp Zellen

Um einen storenden systematischen Fehler, ausgelost durch die Expression von

creGFP und mogliche unspezifische Reaktionen, auszuschliefen, wurden Massenkul-

turen kortikaler Wildtypneurone untersucht. Hierfiir wurde das angegebene Zellkultur-
und Transfektionsprotokoll auf C57BL /6 Wildtyp Méuse angewendet. Dieser Stamm

enthilt keine loxP Stellen in seinem Genom und wird daher nicht von der Cre-

Rekombinase verdndert. Die Transfektion mit 5 pg creGFP bzw. GFP und 10 nl

Lipofectamine 2000 wurde an DIV 4 durchgefiihrt. An DIV 7 erfolgte die Regis-

trierung von GABA ymPSCs in creGFP bzw. GFP exp. Neuronen. Morphologisch

zeigten diese Neurone keine Besonderheiten (Abb. 14).
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Abbildung 15: Pharmakologische Blockade der GABA 4 Rezeptoren. Kortikales
Ecad flox Neuron, an DIV 4 mit creGFP transfiziert, an DIV 7 gemessen.

A: GABA ymPSCs vor Blockade der GABA 4 Rezeptoren

B: Pharmakologische Blockade der GABA 4 Rezeptoren durch 7,5 pM Gabazine

Die Messungen erfolgten unter den im Methodenteil angegebenen Standardbe-
dingungen bei einem Haltepotential von -60mV. Um die gemessenen Ereignisse als
GABA ,mPSCs identifizieren zu kénnen, wurde zusétzlich eine pharmakologische

Blockade der GABA 4 Rezeptoren durch das Toxin Gabazine, das ein kompetiti-
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ver GABA 4 Rezeptorantagonist ist, vorgenommen. Nach Applikation waren keine
transmembranalen Tonenstrome zu beobachten (Abb. 15). Dies galt fiir alle Alters-
gruppen.

Bei dem ersten untersuchten Parameter handelte es sich um die Amplituden der
GABA ymPSCs. Hierfiir wurden alle 35 Messspuren mit einer Gesamtdauer von
286,65 s fiir jede Zelle ausgewertet. Es wurden 11 GFP transfizierte und 10 creGFP

transfizierte Neurone untersucht.
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Abbildung 16: DIV 7: Mittlere Amplituden von GABA ;mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten WT C57BL/6 Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler
und Einzelzelldarstellung.

Die mittleren Amplituden der GABA ymPSCs in C57BL/6 Neuronen betrugen
bei den geschilderten Standardmessbedingungen fiir GFP transfizierte Zellen 16,98
+ 1,79 pA und fiir creGFP transfizierte Zellen 17,39 + 1,91 pA (Abb. 16). Ein Stu-
dent’s t-Test lieferte einen p-Wert von 0,87. Es besteht kein signifikanter Unterschied
der Amplituden von GABA 4ymPSCs zwischen GFP und creGFP transfizierten WT
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C57BL7/6 Neuronen bei einem Transfektionszeitpunkt von DIV 4 und einem Mess-
zeitpunkt von DIV 7. Die Darstellung der Mittelwerte der Einzelzellen zeigt eine bei
GFP und creGFP transfizierten Zellen in etwa gleichartige Verteilung. Es exisitieren
in beiden Messgruppen einzelne Zellen mit hohen Amplituden von 32,3 pA (bei den
GFP exp. Zellen) und 30,38 pA (bei den creGFP exp. Zellen).
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Abbildung 17: DIV 7: Mittlere Frequenzen von GABA ymPSCs in creGFP und GFP
transfizierten WT C57/BL6 Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Als néchstes wurde die Frequenz der GABA 4mPSCs untersucht. Bei GFP trans-
fizierten WT C57BL/6 Neuronen traten GABA 4mPSCs mit einer mittleren Fre-
quenz von 0,3 4+ 0,01 Hz auf, dies entspricht etwa 90 Ereignissen in 35 Messspuren.
Bei creGFP transfizierten WT C57BL/6 Neuronen lag eine mittlere Frequenz von
0,35 =+ 0,13 Hz vor, dies entspricht etwa 100 Ereignissen in 35 Messspuren (Abb. 17).
Ein Student’s t-Test ergab einen p-Wert von 0,77, somit gibt es keinen statistisch
signifikanten Unterschied der GABA ymPSC Frequenzen zwischen GFP und creGFP
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transfizierten WT C57BL/6 Neuronen bei einem Transfektionszeitpunkt von DIV 4
und einem Messzeitpunkt von DIV 7. Die Einzelzellwerte verteilen sich in den GFP
und creGFP transfizierten Neuronen dhnlich gleichmifig zwischen 0,02 Hz und 0,65
Hz, in beiden Gruppen gibt es eine Zelle die sich von der Verteilung abhebt: Bei den
GFP exp. Neuronen mit 1,11 Hz und bei den creGFP exp. Neuronen mit 1,48 Hz.
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Abbildung 18: DIV 7: Mittlere Anstiegszeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten WT C57/BL6 Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler
und Einzelzelldarstellung.

Bei der Untersuchung der Anstiegszeiten der GABA 4ymPSCs gab es folgende
Ergebnisse: Bei GFP transfizierten WT C57BL/6 Neuronen lag eine mittlere An-
stiegszeit von 3,87 £ 0,19 ms vor. Bei creGFP transfizierten Neuronen lag dieser
Wert bei 4,22 £+ 0,21 ms (Abb. 18). Der durchgefiihrte Student’s t-Test wies einen
p-Wert von 0,23 aus. Somit besteht kein statistisch signifikanter Unterschied in den
mittleren Anstiegszeiten zwischen GFP und creGFP transfizierten WT C57BL/6

Neuronen bei einem Transfektionszeitpunkt von DIV 4 und einem Messzeitpunkt
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von DIV 7. Die Einzelzellwerte verteilen sich bei GFP zwischen 2,47 - 4,62 ms. Bei
creGFP gab es eine Verteilung zwischen 3,25 - 5,21 ms.
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Abbildung 19: DIV 7: Mittlere Abfallzeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten WT C57/BL6 Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler
und Einzelzelldarstellung.

Die mittlere Abfallzeit von GABA ymPSCs lag bei GFP transfizierten

WT C57BL/6 Neuronen bei 72,99 £ 2,94 ms. Bei creGFP transfizierten Neuronen
betrug die mittlere Abfallzeit 72,46 + 2,23 ms (Abb. 19). Zwischen den GFP und
creGFP transfizierten Zellen gibt es auch hier keinen statistisch signifikanten Un-
terschied, der Student’s t-Test ergab einen p-Wert von 0,89. Die Verteilung in der
Einzelzelldarstellung zeigt eine gleichartige Anordnung der Mittelwerte in den GFP
exp. sowie den creGFP exp. Zellen.

Die Betrachtung der GABA ymPSCs in WT C57BL/6 Kulturen wies keinen sta-
tistisch signifikanten Unterschied in den untersuchten Parametern Amplitude, Fre-

quenz, Anstiegs- und Abfallzeit zwischen GFP und creGFP exprimierenden Neuro-
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nen auf. Mit diesem Kontrollexperiment konnte gezeigt werden, dass die Expression
von creGFP in Wildtypneuronen im Vergleich zu GFP exp. Zellen keine schidigen-

den Einfliisse auf die Zellfunktion ausiibt.

3.2 GABA,  Rezeptor vermittelte mPSCs in E-Cadherin de-

fizienten kortikalen Neuronen
3.2.1 GABA  mPSCs an DIV 7

Zur Untersuchung eines moglichen Effektes des konditionalen Knockouts von E-
Cadherin auf GABA ymPSCs wurden zunichst GABA smPSCs an DIV 7 registriert.
Ecad flox Neurone wurden hierbei an DIV 4 mit 5 ng GFP bzw. creGFP sowie 10 nl
Lipofectamine transfiziert. An DIV 7 folgte die Messung von GABA 4mPSCs. Der
durch die Cre-Rekombinase ausgeldste Knockout von E-Cadherin fiihrte zur Bildung
einer heterotypen Zellkultursituation. Die griin fluoreszierenden Neurone befanden
sich in einer Umgebung von nicht transfizierten Neuronen. Durch die Anwendung des
Patch-Clamp Experiments auf griin fluoreszierende Zellen konnte die Auswirkung
eines postsynaptischen Knockouts von E-Cadherin untersucht werden, bei dem E-
Cadherin exprimierende Neurone auf ein E-Cadherin defizientes Neuron synaptisch
projizierten.

Die Ecad flox Neurone konnten mit GFP bzw. creGFP erfolgreich transfiziert wer-
den, dies zeigte die unter UV-Anregung 3 Tage nach Transfektion auftretende griine
Fluoreszenz. Die Transfektionsrate lag dhnlich wie in der Wildtypkontrolle bei 5-10
transfizierten Neuronen pro Schale von denen 2-5 Neurone vital waren und mit der
Patch-Clamp Technik untersucht werden konnten (Abb. 20). Zur statistischen Aus-
wertung wurden 23 GFP sowie 23 creGFP exprimierende Neurone herangezogen.

Von diesen wurden alle 35 Messspuren analysiert.
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Abbildung 20: Beispiele von GABA 4mPSCs registriert in GFP bzw. creGFP trans-
fizierten Ecad flox Neuronen an DIV 7. Transfektion an DIV 4. Die gezeigten Bei-

spielstrome entsprechen in etwa den Mittelwerten der untersuchten Parameter.
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Abbildung 21: DIV 7: Mittlere Amplituden von GABA ;mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Bei der statistischen Auswertung der GABA ;mPSC Amplituden zeigte sich, dass
die mittlere Amplitude der GFP transfizierten Ecad flox Neurone bei 18,67 + 1,21
pA lag. Im Vergleich dazu lag die mittlere Amplitude der creGFP transfizierten
Ecad flox Neurone bei 16,35 + 0,92 pA (Abb. 21). Es besteht eine tendenzielle Ver-
ringerung der mittleren Amplitude in creGFP exp. Neuronen gegeniiber GFP exp.
Neuronen. Ein durchgefiihrter Student’s t-Test wies fiir diesen Unterschied einen
p-Wert von 0,14 aus, somit, besteht kein statistisch signifikanter Unterschied in den
mittleren Amplituden zwischen GFP und creGFP transfizierten Ecad flox Neuro-
nen. In der Einzelzelldarstellung wird diese tendenzielle Reduktion durch die leicht
unterschiedliche Verteilung der Einzelwerte veranschaulicht. Das Spektrum der Mit-
telwerte liegt in GFP exp. Neuronen bei 11,29 - 32,68 pA. Bei creGFP exp. Neuronen
liegt dieses Spektrum bei 10,89 - 25,89 pA. Jedoch gilt es zu beriicksichtigen, dass
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der angedeutete, nicht signifikante Unterschied, von 2 sich von den iibrigen Werten
deutlich absetzenden Zellen der GFP exp. Neurone abzuhéngen scheint (30,42 pA
und 32,68 pA).

Frequenz (Hz)

¢
o X
0.5 ‘3' n=23 n=23
L. BN E s
o BN GFP
O [ creGFP

Abbildung 22: DIV 7: Mittlere Frequenzen von GABA ymPSCs in creGFP und GFP
transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und Einzel-
zelldarstellung.

Die Haufigkeit von GABA 4mPSCs wurde statistisch iiber die Frequenz
der GABA ymPSCs ausgewertet. Die mittlere Frequenz in GFP transfizierten Ecad
flox Neuronen lag bei 0,56 + 0,11 Hz. Einen vergleichbaren Mittelwert wiesen die
creGFP transfizierten Neurone mit einem Mittelwert von 0,56 + 0,11 Hz auf (Abb.
22). Dies entspricht bei beiden Gruppen eine Anzahl von etwa 160 GABA 4mPSCs in
35 Messspuren. Es gibt also keinen Unterschied in der Frequenz von GABA 4mPSCs
zwischen GFP und creGFP transfizierten Ecad flox Neuronen, wenn an DIV 4 trans-

fiziert und an DIV 7 gemessen wird.
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Abbildung 23: DIV 7: Mittlere Anstiegszeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Die mittlere Anstiegszeit von GABA 4mPSCs in GFP transfizierten Ecad flox
Neuronen lag bei 3,35 4+ 0,17 ms, in creGFP transfizierten Ecad flox Neuronen bei
3,49 £+ 0,14 ms (Abb. 23). In einem Student’s t-Test resultierte ein p-Wert von
0,52 , somit besteht kein signifikanter Unterschied in der mittleren Anstiegszeit von
GABA 4ymPSCs zwischen GFP und creGFP transfizierten Ecad flox Neuronen.

Die mittlere Abfallzeit betrug in GFP transfizierten Ecad flox Neuronen 60,75 +
2,04 ms. In creGFP transfizierten Ecad flox Neuronen lag sie bei 63,73 + 2,27 ms.

Bei diesem geringfiigigen Unterschied existiert keine statistische Signifikanz (p-Wert:

0,33).
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Abbildung 24: DIV 7: Mittlere Abfallzeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

In diesem Experiment konnte kein Unterschied in Amplitude, Frequenz, Anstiegs-
und Abfallzeit der GABA 4ymPSCs zwischen GFP und creGFP exprimierenden Ecad
flox Neuronen nachgewiesen werden. Die Expression von creGFP war vorhanden, da

eine griine Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte.

3.2.2 GABA ymPSCs an DIV 14

Zur weiteren Abklarung moglicher Auswirkungen des konditionalen Knockouts von
E-Cadherin auf GABA ymPSCs wurde eine lingere Expressionsdauer (bis DIV 14)
von creGFP und GFP der an DIV 4 transfizierten Ecad flox Neurone gewéhlt. Die
langere Expression von creGFP in den gefloxten Neuronen sollte einerseits ermdgli-

chen, dass vorhandenes E-Cadherin abgebaut und nicht mehr durch neu exprimiertes
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E-Cadherin ersetzt werden kann. Wie lange das Verschwinden des E-Cadherin Pro-
teins dauert, ist unbekannt. Weiterhin kdnnte sich ein Effekt erst {iber die ldngere
Kulturzeit auspriagen, da in diesem Zeitraum eine generelle Reifung der Neurone
stattfindet. Wie in 3.2.1 wird durch den konditionalen Knockout eine heterotype
Kultur geschaffen. Die Expression von GFP sowie creGEFP iiber einen Zeitraum von
zehn Tagen war nachweisbar durch unter UV-Anregung auftretende griine Fluo-
reszenz. Die lange Expressionsdauer fiihrte jedoch in GFP transfizierten Zellen zu
einem erhohten Zellsterben, so dass es schwierig wurde, vitale GFP exprimierende
Zellen zu untersuchen. In diesem Fall waren 0-2 Zellen pro Schale untersuchbar. Ein

erhohtes Zellabsterben war in creGFP transfizierten Neuronen nicht zu beobachten.
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Abbildung 25: Beispiele von GABA 4mPSCs registriert in GFP bzw. creGFP trans-
fizierten Ecad flox Neuronen an DIV 14. Transfektion an DIV 4.

Im Vergleich zu GFP Zellen war eine lingere Expression von creGFP eher mog-
lich, es gab etwa 1-3 Zellen pro Kulturschale. Das Durchfiihren des Patch-Clamp
Experimentes gestaltete sich bei diesen gereiften, lange unter den Einfliissen der
Transfektion stehenden Zellen besonders schwierig. Es war haufig nicht moglich, ei-
ne stabile Ganzzellableitung zu erhalten. Dies ldsst sich mit einem generell héheren

Kulturalter und dadurch verdnderten Membraneigenschaften in Einklang bringen.

47



Dissertation 3 Ergebnisse

Es wurden im folgenden Experiment 12 GFP und 15 creGFP exprimierende Ecad
flox Neurone untersucht (Abb. 25).
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Abbildung 26: DIV 14: Mittlere Amplituden von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Die mittlere Amplitude von GABA 4,mPSCs in lange GFP exprimierenden Ecad
flox Neuronen lag bei 14,84 + 1,31 pA. creGFP lange exprimierende Ecad flox Neu-
rone wiesen eine mittlere GABA ymPSC Amplitude von 13,99 + 1,39 pA auf (Abb.
26). Zwischen beiden mittleren Amplituden existiert kein statistisch signifikanter
Unterschied (p-Wert: 0,67). Es gibt in der Gruppe der GFP sowie der creGFP exp.
Neurone Einzelzellwerte, die sich von der Verteilung der anderen Werte unterschei-
den. Dies sind bei den GFP exp. Neuronen Werte von 7,42 pA und 7,76 pA sowie
24,5 pA. Bei den creGFP exp. Neuronen sind es Werte von 6,07 pA und 6,42 pA
sowie 28,11 pA.
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Abbildung 27: DIV 14: Mittlere Frequenzen von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Bei der Auswertung der mittleren Frequenz von GABA 4mPSCs in GFP lang
exprimierenden Ecad flox Neuronen ergab sich ein Mittelwert von 1,95 + 0,54 Hz.
Dies entspricht einer durchschnittlichen Anzahl von etwa 559 GABA ;mPSCs in
35 Messspuren. Im Unterschied dazu lag die mittlere Frequenz von GABA 4mPSCs
in creGFP lang exprimierenden Neuronen bei 0,75 + 0,17 Hz (Abb. 27) was einer
durchschnittlichen Anzahl von 215 Ereignissen in 35 Messspuren entspricht. Ein
Student’s t-Test ergab einen p-Wert von 0,029. Es existiert daher ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Frequenz der GABA 4mPSCs zwischen GFP und
creGFP transfizierten Ecad flox Neuronen, wenn der Transfektionszeitpunkt bei DIV
4 und der Messzeitpunkt bei DIV 14 liegt. Die Einzelzelldarstellung veranschaulicht
diesen Effekt: Die Verteilung der Einzelwerte der GFP transfizierten Zellen ist relativ
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gleichméfig zwischen Werten von 0,14 Hz und 2,82 Hz. Bei den creGFP exp. Zellen

kumulieren die Einzelwerte jedoch zwischen 0,03 Hz und ungefihr 0,6 Hz.
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Abbildung 28: DIV 14: Mittlere Anstiegszeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Bei der statistischen Auswertung der mittleren Anstiegszeit zeigten sich keine
grofen Anderungen. Sie lag bei den GFP exprimierenden Ecad flox Neuronen bei
4,07 + 0,21 ms und bei den creGFP exprimierenden Ecad flox Neuronen bei 4,3 +
0,21 ms. Der Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,48).

Als letzter Parameter wurde die mittlere Abfallzeit untersucht. Diese lag bei den
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen bei 52,8 4+ 1,77 ms und in creGFP transfi-
zierten Ecad flox Neuronen bei 56,46 4+ 2,72 ms, wobei kein statistisch signifikanter
Unterschied bestand (p-Wert: 0,297).

Zusammengefasst konnte an DIV 14 ein signifikanter Effekt des konditionalen E-
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Abbildung 29: DIV 14: Mittlere Abfallzeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.
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Cadherin Knockouts gezeigt werden. Der Unterschied in der Frequenz zwischen GFP
exp. Neuronen: 1,95 + 0,54 Hz und creGFP exp. Neuronen: 0,75 + 0,17 Hz wies sta-
tistische Signifikanz auf (p-Wert von 0,029). Dieser Effekt ist auf die verlangerte Zeit-
dauer nach Beginn der Expression von creGFP zuriickzufiihren. Die Frequenz von
GABA 4mPSCs ist ein Parameter, der auf Prisynaptische Verdnderungen hindeutet,
kann also durch die Anzahl der Synapsen oder die funktionellen Figenschaften der
vesikuldren Freisetzung beeinflusst sein. Die hier durchgefiihrte Untersuchung der
heterotypen Kultur E-Cadherin exprimierender sowie E-Cadherin defizienter Neuro-
ne zeigte somit eine mogliche Bedeutung von E-Cadherin in der Funktion kortikaler

GABAerger Synapsen.

3.2.3 GABA  mPSCs an DIV 10 nach Transfektion an DIV 8
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Abbildung 30: Beispiele von GABA 4mPSCs registriert in GFP oder creGFP trans-
fizierten Ecad flox Neuronen an DIV 10. Transfektion an DIV 8.

Als weiteres elektrophysiologisches Experiment wurden Ecad flox Neurone an DIV
8 transfiziert und an DIV 10 gemessen. Die Transfektion fand zu einem Zeitpunkt

statt, an dem die Synaptogenese schon begonnen hatte, jedoch vor der Phase des
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starksten axonalen Wachstums, welches zwischen DIV 10 und DIV 17 stattfin-
det (Kraszewski et al., 1992a). Um eine mogliche Auswirkung eines konditionalen
Knockouts von E-Cadherin in diesem Zeitfenster zu untersuchen, wurden erneut
GABA ymPSCs gemessen und die Parameter Amplitude, Frequenz, Anstiegs- und
Abfallzeit untersucht. Die Transfektion zu einem spéteren Zeitpunkt als in den vor-
angegangenen beiden Experimenten, an DIV 8, erwies sich als mdglich. Die Zellen
exprimierten die fluorophoren Proteine bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrach-
tung zwei Tage post transfectionem. Die orientierende morphologische Begutachtung
war wie in allen Altersgruppen unauffillig. Die Transfektionseffizienz war mit den
vorherigen Experimenten vergleichbar - etwa 5-10 transfizierte Zellen sowie 2-5 vi-
tale Neurone, die einer Untersuchung iiber das Patch-Clamp Experiment zuginglich

waren (Abb. 30).
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Abbildung 31: DIV 10: Mittlere Amplituden GABA 4smPSCs in creGFP und GFP
transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und Einzel-
zelldarstellung.
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Die mittlere Amplitude der GABA 4mPSCs in GFP transfizierten Ecad flox Neu-
ronen betrug 16,88 + 0,86 pA. Im Unterschied dazu lag die mittlere Amplitude der
GABA 4mPSCs in creGFP transfizierten Ecad flox Neuronen bei 20,3 + 1,44 pA. Es
besteht ein niedrig-signifikanter Unterschied zwischen der mittleren Amplitude GFP
und creGFP exprimierender Neurone (p-Wert: 0,041). In der Einzelzelldarstellung
ist eine Population von Zellen mit mittleren Amplituden {iber 25 pA in den creGFP

exp. Neuronen zu erkennen, die bei den GFP exp. Neuronen nicht vorhanden ist.

Kumulative Haufigkeit
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Abbildung 32: DIV 10: Kumulatives Amplitudenhistogramm von GABA 4mPSCs in
creGFP und GFP transfizierten Ecad flox Neuronen.

Eine Darstellung der kumulativen Haufigkeiten der Amplituden weist fiir creGFP
exp. Zellen eine Verschiebung nach rechts zu héheren Amplitudenwerten auf (Abb.
32). Die untersuchten Amplituden zeigen einen Effekt fiir den konditionalen Knock-

out von E-Cadherin in DIV 8 transfizierten und DIV 10 gemessenen Neuronen.
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Abbildung 33: DIV 10: Mittlere Frequenzen von GABA 4ymPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

Bei der Ermittlung der mittleren Frequenz GFP transfizierter Ecad flox Neurone
resultierte ein Wert von 1,54 + 0,23 Hz. Die mittlere Frequenz creGFP transfizierter
Neurone lag bei 1,63 + 0,36 Hz (Abb. 33). Der Unterschied ist mit einem p-Wert
von 0,84 jedoch nicht statistisch signifikant.

Bei der Betrachtung der mittleren Anstiegszeit der GABA 4,mPSCs ergab sich
fiir GFP transfizierte Ecad flox Neurone ein Wert von 4,21 + 0,19 ms. In creGFP
transfizierten Ecad flox Neuronen lag dieser Wert bei 4,12 £ 0,22 ms (Abb. 34).
Es existiert zwischen den GFP und creGFP Zellen kein statistisch signifikanter Un-
terschied der mittleren Anstiegszeit (p-Wert: 0,76). Bei dem letzten untersuchter
Parameter, der mittleren Abfallzeit, ergab sich fiir GFP transfizierte Ecad flox Neu-

rone eine Dauer von 59,3 &+ 1,56 ms, in creGFP transfizierten Neuronen lag der Wert
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Abbildung 34: DIV 10: Mittlere Anstiegszeiten von GABA 4mPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

bei 66,25 + 1,67 ms (Abb. 35). Dieser Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch signifikant. Der p-Wert betrug 0,004. Die Transfektion an DIV 8 und
Messung an DIV 10 zeigt einen Effekt des konditionalen Knockouts von E-Cadherin

auf die mittlere Abfallzeit der von GABA 4ymPSCs im Sinne einer Verldngerung der
mittleren Abfallzeit.

26



Dissertation 3 Ergebnisse

100 -
p = 0,004
% o)
80 - ® [ I e)
g g% = oo §
- 0R3 P
=% "5!"’ =23 8°o
= o o0
8 40 4
e
<
20 -
0
¢l GFP
O [ creGFP

Abbildung 35: DIV 10: Mittlere Abfallzeiten von GABA 4ymPSCs in creGFP und
GFP transfizierten Ecad flox Neuronen. Balkendiagramm mit Standardfehler und
Einzelzelldarstellung.

3.2.4 Zusammenfassung der Effekte auf GABA ;mPSCs

Die Experimente an DIV 7, DIV 14 und DIV 10 zeigten, dass die Untersuchung
eines konditionalen E-Cadherin Knockouts in primér kultivierten kortikalen Neuro-
nen durch Transfektion und anschliefende funktionelle elektrophysiologische Analy-
se moglich ist. In allen durchgefiihrten Transfektionsprotokollen resultierten erfolg-
reich durchgefiihrte Transfektionen, wenn auch mit unterschiedlicher Anzahl mess-
barer Zellen. Je linger GFP bzw. creGFP exprimiert wurden, desto geringer war
die Zahl elektrophysiologisch untersuchbarer Zellen und desto schwieriger wurde die
Durchfithrung des Patch-Clamp Experimentes. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass bestimmte Phasen der Maturierung GABAerger Synapsen in Massenkultur

kortikaler Neurone von E-Cadherin beeinflusst werden. Die Abnahme der Frequenz
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Abbildung 36: Zusammenfassende Darstellung der GABA 4mPSC Frequenzen. Die
Frequenzen an DIV 7 sind fiir GFP und creGFP transfizierte Neurone gleich

an DIV 14, sowie die grofsere Amplitude und ldngere Abfallzeit an DIV 10 stellen
Befunde dar, die auf den konditionalen Knockout zurtickgefiihrt werden kénnen.
Triagt man die Entwicklung der Frequenz gegen die Zeit auf, resultiert eine zeit-
abhéngige Frequenzzunahme (Abb. 36). Die Frequenzwerte der GFP transfizierten
Neurone an DIV 10 sind in dieser Abbildung miteinbezogen, da der Transfektions-
zeitpunkt bei GFP transfizierten Neuronen keinen Einfluss auf die Funktion haben
sollte. Zu erkennen ist, dass bei creGFP transfizierten Zellen nahezu kein Anstieg der
Frequenz zwischen den Messzeitpunkten DIV 7 und DIV 14 stattfindet. Im Vergleich
dazu steigt die Frequenz GFP transfizierter Neurone. Im Student’s t-Test zeigte sich
eine signifikante Frequenzzunahme zwischen DIV 7 und DIV 14 (p-Wert: 0,0018).
Bei creGFP transfizierten Neuronen resultiert keine signifikante Frequenzzunahme
zwischen DIV 7 und DIV 14 (p-Wert: 0,30). Diese Experimente lassen keine Schluss-

folgerung zu, ob es sich um einen pra- oder einen postsynaptischen Effekt handelt.

28



Dissertation 3 Ergebnisse

Bei dem Vergleich der Amplituden der Ereignisse zu verschiedenen Zeitpunkten ist
festzustellen, dass sich die Amplituden nicht in Abhéngigkeit von der Kulturdauer
verandern. Beispielsweise ist bei GFP exp. Neuronen zwischen DIV 7 und DIV 14
keine signifikante Anderung der Amplituden zu beobachten (p-Wert 0,055). Auch bei
creGFP exp. Neuronen ist zwischen DIV 7 und DIV 14 keine signifikante Anderung
der Amplituden vorhanden (p-Wert 0,129).

3.3 Evozierte GABA , Rezeptor vermittelte postsynaptische

Strome
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Abbildung 37: DIV 14: Pharmakologische Blockade der evozierten GABA 4 Rezeptor
vermittelten postsynaptsichen Stréme. Es handelt sich um ein untransfiziertes Ecad
flox Neuron. Das Reizartefakt wurde zum groften Teil entfernt. A: Evozierte PSCs
vor Blockade B: Nach Hinzugabe von 7,5 pM Gabazine und dadurch ausgeldste
Blockade der GABA 4 Rezeptoren sind keine GABAergen PSCs evozierbar.

Um die Frage anzugehen, ob heterotype Primarkulturen E-Cadherin defizienter
Neurone, welche an DIV 4 transfiziert und an DIV 14 gemessen wurden, einen pra-
oder postsynaptischen Defekt zeigen, wurde ein Stimulationsexperiment durchge-
fiihrt. Die E-Cadherin defizienten Neurone bilden in der Massenkultur synaptische
Verbindungen mit E-Cadherin exprimierenden Neuronen. Die Stimulation der pra-
synaptischen E-Cadherin exprimierenden Zellen ruft mit einer gewissen Wahrschein-
lichkeit einen messbaren transmembranalen Strom an der als Postsynapse gewéahlten
E-Cadherin defizienten Zelle hervor.

Es wurden an DIV 4 transfizierte Ecad flox Neurone an DIV 14 gemessen. Die

durch die Stimulation hervorgerufenen postsynaptischen Strome waren durch Ga-
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bazine blockierbar, es handelt sich also um GABA 4, Rezeptor vermittelte postsyn-
aptische Strome (GABA 4PSCs) (Abb. 37). Die postsynaptischen Strome wurden
nun hinsichtlich ihrer Amplitude getrennt fiir den 1. und den 2. Puls ausgewertet.

Die Auswertung schloss die ersten 10 Doppelpulse ein, um run-down Effekte zu

vermeiden.
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Abbildung 38: DIV 14: Darstellung der mittleren Amplituden der Antworten auf die
ersten zehn Doppelpulse als Balkendiagramm mit Standardfehler und Einzelzelldar-
stellung getrennt nach erstem und zweitem Stimuluspuls. Gemessen wurden creGFP
und GFP transfizierte Ecad flox Neurone.

Hierbei zeigte sich, dass GFP transfizierte Neurone nach dem ersten Puls post-
synaptische Strome mit einer mittleren Amplitude von 278,49 + 81,49 pA aufwiesen.
creGFP transfizierte Neurone zeigten nach dem 1. Puls eine mittlere Amplitude von
91,89 + 12,7 pA. Der Unterschied in der Amplitude postsynaptischer Strome nach
dem 1. Puls ist signifikant. Ein Student’s t-Test weist hierfiir einen p-Wert von 0,029

aus. Es handelt sich hierbei um eine Reduktion der Amplituden um den Faktor 3.
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Der 2. Puls 16ste in GFP transfizierten Neuronen postsynaptische Strome mit ei-
ner mittleren Amplitude von 156,14 pA + 53,71 pA aus. Bei creGFP transfizierten
Neuronen lag die mittlere Amplitude der evozierten postsynaptischen Ionenstréme
bei 54,24 + 12,7 pA (Abb. 38). Dieser Unterschied in der mittleren Amplitude der
postsynaptischen Ionenstrome auf den 2. Puls ist statistisch signifikant. Der p-Wert
lag bei 0,042. Es zeigte sich bei GFP sowie creGFP exp. Neuronen eine Reduktion
der mittleren Amplituden vom 1. Puls auf den 2. Puls um etwa den Faktor 1,7 (GFP:
1,78, creGFP: 1,69).
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Abbildung 39: DIV 14: Darstellung der mittleren Amplituden der Antworten auf
die ersten zehn Doppelpulse als Einzeldarstellung der gemessenen Zellen. Die Lini-
en, welche die Einzelwerte verbinden, ordnen den Antworten auf den ersten Puls
die entsprechenden auf den zweiten Puls zu. Gemessen wurden creGFP und GFP
transfizierte Ecad flox Neurone.

Der Quotient aus der Amplitude auf den 2. Puls und der Amplitude auf den
1. Puls wird als Paired Pulse Ratio (PPR) bezeichnet. Synaptische Verbindungen,
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die auf den 1. Puls eine grofsere Amplitude aufweisen als auf den 2. Puls haben
ein PPR < 1 und werden als Synapsen, die Depression zeigen, bezeichnet. In dem
anderen Fall, in dem der 2. Puls eine gréofere Amplitude aufweist als der 1. Puls
wird dieser Quotient einen Wert > 1 annehmen, die dementsprechenden Synapsen
werden als fazilitierend bezeichnet. Diese Effekte lassen sich darstellen, indem man
die Einzelzellwerte des 1. und des 2. Pulses miteinander verbindet (Abb. 39).
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Abbildung 40: DIV 14: Darstellung der mittleren Paired Pulse Ratios der Antworten
auf die ersten zehn Doppelpulse als Fehlerbalkendiagramm und Einzeldarstellung.
Gemessen wurden creGFP und GFP transfizierte Ecad flox Neurone.

Es ergab sich fiir GFP transfizierte Zellen ein mittleres PPR von 0,56 + 0,07
sowie fiir creGFP transfizierte Neurone ein mittleres PPR von 0,87 £ 0,23 (Abb.
40). Der tendenzielle Unterschied, dass GFP transfizierte Neurone ein kleineres PPR
aufweisen als creGFP transfizierte Zellen ist statistisch nicht signifikant. Der p-Wert
liegt bei 0,32.

Eine weitere Mdoglichkeit der Analyse des Paarpulsverhaltens stellt der Varia-
tionskoeffizient (CV) dar. Er errechnet sich aus dem Quotienten von Standardab-

weichung durch Mittelwert. Fiir jede Zelle und fiir jeden Puls getrennt wurde der
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Abbildung 41: DIV 14: Darstellung der Variationskoeffizienten der Antworten auf
die ersten zehn Doppelpulse. Die Linien welche die Einzelwerte verbinden ordnen
dem ersten Puls die entsprechenden zweiten Pulse zu. Gemessen wurden creGFP
und GFP transfizierte Ecad flox Neurone.

Variationskoeffizient bestimmt, die Einzelzellergebnisse dargestellt (Abb. 41). Es
resultierten bei GFP und creGFP exp. Neuronen keine klar voneinander getrenn-
ten Zellpopulationen. Zellen mit einem grofsen Variationskoeffizienten lagen neben
Zellen mit einem niedrigen Wert in etwa der gleichen Haufigkeit vor. Der Variati-
onskoeffizient ist ein Maf fiir die Freisetzungswahrscheinlichkeit von synaptischen
Vesikeln auf einen Stimulus. Ein hoher Variationskoeffizient weist auf Zellen mit
einer hohen Fehlerrate und niedriger Freisetzungswahrscheinlichkeit hin, ein niedri-
ger Variationskoeffizient auf Zellen mit niedriger Fehlerrate und einer hohen Frei-
setzungswahrscheinlichkeit. Bei der Untersuchung des Variationskoeffizienten lagen
sowohl Zellen mit niedrigerer als auch mit hoherer Freisetzungswahrscheinlichkeit in

etwa der gleichen Verteilung bei den GFP und creGFP transfizierten Zellen vor.
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4 Diskussion

In den beschriebenen Experimenten wurde ein konditionaler E-Cadherin Knock-
out in primér kultivierten kortikalen Neuronen durchgefiihrt. Mit dieser Methodik
veranderte Neurone wurden mit standardisierten elektrophysiologischen Methoden
untersucht. Es konnte ein Effekt des konditionalen Knockouts von E-Cadherin auf

maturierende GABAerge Synapsen erfasst werden.

4.1 Transfektion

Die Transfektion von Plasmiden mittels kationischer Lipidvesikel in eukaryotische
Zellen stellt ein Standardverfahren dar, welches auch auf postmitotische Neurone
angewendet werden kann (Yan et al., 2007; Rakotoarivelo et al., 2007; T6nges et al.,
2006; Yamada et al., 2007). Die Anwendung der Patch-Clamp Technik auf liposomal
transfizierte Neurone ist ebenfalls beschrieben (Levinson et al., 2005). Fiir ein Neu-
ron stellt eine Transfektion jedoch ein gravierendes Ereignis dar. Es muss daher auf
die Frage eingegangen werden, ob eine Interaktion dieser Chemikalie in elektrisch
erregbaren Zellen zu einer Anderung der Zellfunktion fithren kann. Toxische Effekte
sind fiir Transfektionen mit Lipidvesikeln beschrieben worden (Bauer et al., 2006). In
dieser Arbeit sind nur Neurone untersucht worden, die bei optischer Kontrolle keine
Anzeichen eines Zelltodes aufwiesen. Auf mogliche Einfliisse der kationischen Lipid-
vesikel auf Membranen erregbarer Zellen wird in der Literatur nicht eingegangen.
Die richtige Wahl der Kontrollexperimente ist bei Methoden mit moglichen Storef-
fekten wichtig. In den vorangegangenen Experimenten wurde als Kontrollexperiment
die ebenfalls Lipofectamine 2000 vermittelte Transfektion von EGFP-N1 gewahlt,
die Gesamtmenge an verwendetem Transfektionsreagenz war vergleichbar. Mégliche
durch die Transfektion bedingte Storeffekte sollten nun im direkten Vergleich ausge-
schlossen sein. Die Transfektionseffizienz ist bei Lipofectamine 2000 kulturabhéngig
- die Bildung der kationischen Lipidvesikel hingt stark vom umgebenden Medium
ab, die Art der zu transfizierenden Zellen sowie die Zelldichte beeinflussen weiter-
hin die erreichten Transfektionsraten. Postmitotische Zellen wie Neurone gehoren
mit Transfektionsraten < 3% zu den am schwierigsten liposomal zu transfizierenden
Zellen (Ohki et al., 2001). In den hier beschriebenen Experimenten lagen die Trans-
fektionsraten eher unter diesem Wert. Die Herstellung der Transfektionslosung fand
in Neurobasalmedium statt, das Penicillin-Streptomycin enthielt. Die Verwendung
von Antibiotika senkt die Transfektionseffizienz deutlich (Angaben des Herstellers),
hatte also in den Experimenten einen negativen Einfluss auf die Transfektionsrate,

war jedoch gleichzeitig zur Reduktion von bakteriellen Kulturinfektionen notwendig.
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Die besten Transfektionsraten werden bei 90% konfluenten Zellkulturen erreicht. In
neuronalen Massenkulturen ist diese Zelldichte nicht sinnvoll zu erreichen, die mog-
lichen exzitotoxischen Effekte bei erh6hter Zelldichte und héherem Kulturalter sind
kontraproduktiv. Die in den beschriebenen Experimenten erreichten relativ niedri-
gen Transfektionsraten und die dadurch geschaffenen heterotypen Kulturbedingun-
gen waren jedoch sinnvoll. Zu hohe Transfektionsraten héitten die Wahrscheinlichkeit
von zusatzlichen homotypen Interaktionen E-Cadherin defizienter Zellen geférdert.
Durch die realisierten Kulturbedingungen konnten so die Auswirkungen heterotyper
Interaktionen E-Cadherin defizienter und E-Cadherin exprimierender Zellen funk-
tionell untersucht werden.

Die niedrigen Transfektionsraten verursachen Schwierigkeiten bei molekularbiologi-
schen Untersuchungen. creGFP bzw. GFP transfizierte Massenkulturen von korti-
kalen Neuronen sind aufgrund der niedrigen Transfektionsraten nicht durch Metho-
den wie Westernblots untersuchbar, da das Zellmaterial in der gewiinschten Menge
aber auch in der gewiinschten Homogenitdt der Genotypen schwer bereitzustellen
ist. Einen Ansatz stellt die durchflusszytometrische Trennung der transfizierten und
nicht transfizierten Zellen dar (Gagneten et al., 1997). Bei niedrigen Transfekti-
onsraten ist dieses Verfahren recht aufwendig, die wenigen transfizierten Neurone
miissten hierfiir vom Poly-L-Ornithin beschichteten Boden abgel6st werden ohne
sie zu beschadigen. Mogliche Beschadigungen der vielen nicht transfizierten Zellen
wiirden die Losung verunreinigen und so moglicherweise Ergebnisse verfialschen. Die
Anzahl erfolgreich transfizierter Neurone spielt bei der Patch-Clamp Technik eine
weniger wichtige Rolle, da es sich um Einzelzelluntersuchungen handelt. Hier kann

jede erfolgreich transfizierte, vitale Zelle untersucht werden.

4.2 Expression des creGFP Proteins in kortikalen Neuronen

Die beobachtete iiberwiegend nukledre Lokalisation des creGFP Fusionsproteins in
Neuronen (Abb. 14) stimmt mit Angaben aus der Literatur {iberein (Gagneten et al.,
1997; Le et al., 1999a). Eine Verdnderung des creGFP Proteins im Sinne einer Ent-
fernung der NLS (Nukledren Lokalisations Sequenz) fithrte zu einer iiberwiegend zy-
toplasmatischen Verteilung des trunkierten creGFP Proteins, vergleichbar mit GFP
(Le et al., 1999a). Durch den starken EFla Promotor des verwendeten pBS598
EGFP-cre Plasmids ist das Expressionslevel hoch (Le et al., 1999¢), im Experiment
war die Fluoreszenz der transfizierten Zellen bis zu zehn Tage nach Transfektion
mikroskopisch zu beobachten. Dies zeigt das langandauernde Vorhandensein eines

creGFP Proteins an. Selbst eine kurzzeitige Expression der Cre-Rekombinase sollte
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zur vollstdndigen Rekombination ausreichen (Gagneten et al., 1997, Muramatsu et
al., 2008). Daher konnte angenommen werden, dass die im Experiment Fluoreszenz
positiven Zellen, welche mit creGFP transfiziert waren, durch Rekombination in den
Genotyp Ecad flox-del umgewandelt wurden. Diese Annahme ist durch die oben be-
schriebenen Probleme schwerlich durch molekularbiologische Methoden zu festigen,

lediglich eine Einzelzell PCR hétte den Genotyp aufzeigen kénnen.

4.3 Konditionaler E-Cadherin Knockout in kortikalen Neu-

ronen

Die kortikalen Neurone wurden an DIV 4 transfiziert, bis zu diesem Zeitpunkt konn-
ten die Zellen E-Cadherin bilden. Ein Verlust des Wildtyp E-Cadherin Gens kann
nicht gleichgesetzt werden mit dem kompletten zelluldren Verlust von E-Cadherin
zu einem bestimmten Zeitpunkt kurz nach der Transfektion. Das vorhandene E-
Cadherin muss zunéchst iiber proteasomalen Abbau beseitigt werden. Wie lange
dieser Prozess dauert, ist unbekannt. E-Cadherin wird zellular durch eine Vielzahl
an Proteinen reguliert. Dazu zihlen beispielsweise die Ubiquitin-Ligase Hakai (Fu-
jita et al.; 2002) oder die GTPasen Rab5, ARF6, Racl, RhoA, Cdc42 (Kamei et
al., 1999; Fukata and Kaibuchi, 2001). Die Endozytose von membransténdigem E-
Cadherin findet sowohl Clathrin-abhéngig (Le et al., 1999b) als auch Clathrin un-
abhéingig (Paterson et al., 2003) statt. Membranstindiges E-Cadherin wird sténdig
aktiv internalisiert, wobei ein Teil abgebaut wird, ein anderer Teil in die Plasma-
membran zuriickkehren kann (Le et al., 1999b). Zur Untersuchung eines Effektes der
E-Cadherin Depletion auf die Zelladhision gab es Ansétze in E-Cadherin exprimie-
renden Zelllinien. Beispielsweise fiihrte eine Transfektion des E-Cadherin Repressor
Snail in MCA3d und PDV Zellen (maligne transformierte Keratinozyten), zu ei-
ner morphologischen Verdnderung (Cano et al., 2000). Die so erstellten Zelllinien
wechselten von ihrer urspriinglichen epithelialen Konfiguration in einen fibroblas-
tenartigen Phanotyp. Weiterhin wurde ein Verlust von E-Cadherin an Zellkontakten
bereits nach 24 - 48 h nach der Transfektion beobachtet. In diesen Zelllinien konnte
nach der Exprimierung von Snail ebenfalls kein E-Cadherin neu gebildet werden.
Zelluldr vorhandenes E-Cadherin konnte dort zytoplasmatisch nachgewiesen wer-
den, dieses entsprach am ehesten endozytiertem E-Cadherin (Cano et al., 2000).
Dieses Experiment ist jedoch nicht vergleichbar mit denjenigen, die dieser Disserta-
tion zugrundeliegen, denn bei den verwendeten MCA3D oder PDV Kerationzyten
handelt es sich um E-Cadherin stark exprimierende Zellen, im Gegensatz zu der
geringen Expression von E-Cadherin in kortikalen Neuronen. Weiterhin ist die Ex-

pression des E-Cadherin Transskriptionsrepressors Snail nicht mit einem kompletten
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Ausschalten des E-Cadherin Gens zu vergleichen. Snail reduzierte die E-Cadherin
Expression nur um ca. 56 % (Cano et al., 2000), bei einem Verlust wichtiger co-
dierender Regionen des E-Cadherin Gens ist mit einer 100% igen Reduktion der
Expression eines funktionellen E-Cadherin Proteins zu rechnen. Ein weiterer Ansatz
zur Untersuchung der E-Cadherin Depletion in Zell-Zellkontakten bediente sich der
RNA Interferenz. In MDCK (Madin-Darby canine kidney) Zellen wurde E-Cadherin
durch siRNA Transfektion ausgeschaltet (Capaldo and Macara, 2006). Die Effekti-
vitdt der RNA Interferenz wurde mit >90% angegeben. Dort zeigte sich, dass vor
der E-Cadherin Depletion gebildete Zell-Zellkontakte 48h nach der Transfektion wei-
terhin existierten, obwohl dies der Zeitpunkt der maximalen RNA Interferenz war.
Die apiko-basale Polaritit der so verinderten Zellen verinderte sich ebenfalls nicht.
Es kam jedoch zu einer Storung der Neubildung von Zelladhisionen. Die Versuche
zeigten, dass die E-Cadherin Depletion die Neubildung von Zell-Zellkontakten stort,
jedoch keine Auswirkungen auf die Aufrechterhaltung bestehender Zellkontakte zu-
mindest 48h nach Depletion in MDCK Zellen hat (CCapaldo and Macara, 2006).
Capaldo schlussfolgerte daraus, dass E-Cadherin zur initialen Bildung von Zelladh&-
sionen benotigt wird, vorhandene Zelladhédsionen jedoch von einer Vielzahl anderer
Molekiile (Cadherine anderer Subtypen, Nectin, Claudin, Occludin) stabilisiert wer-
den (Capaldo and Macara, 2006). Diese Uberlegungen lassen sich zwar nicht direkt
auf die Vorgénge an kortikalen synaptischen Zellkontakten {ibertragen, liefern aber
einen Eindruck iiber die mégliche Funktion von E-Cadherin. Das von Capaldo durch-
gefithrte Experiment bedient sich der RNA Interferenz und ist somit nicht direkt ver-
gleichbar mit den im Ergebnisteil beschriebenen Experimenten. Weiterhin wurden
MDCK Zellen verwendet, die E-Cadherin stark exprimieren. Die Frage des Expres-
sionslevels von E-Cadherin im Kortex von Sdugern wird in der Literatur kontrovers
diskutiert, die Angaben sind stark methodenabhingig. Westernblots von Hirnho-
mogenat 20 Wochen alter Mause konnten kein E-Cadherin nachweisen (Young et
al., 2003), wobei die geringen Expressionslevel moglicherweise mit dem verwendeten
Antikdrper nicht zu detektieren waren. Mit Immunhistochemie und Immunogoldfér-
bung konnte E-Cadherin zumindest in synaptischen Zellkontakten im Hippokampus
adulter Mause nachgewiesen werden, wo es Puncta Adherentia bildet, die ringfor-
mig die Transmitterfreisetzungszonen umgeben (Fannon and Colman, 1996; Tang
et al., 1998). Eine RNA in-situ Hybridisierung 56 Tage alter Méuse lieferte diffus-
geringe bis keine Aktivitit von E-Cadherin im Kortex (Allen Brain Atlas, 2008) Ein
vom GENSAT Projekt betriebender Ansatz bedient sich eines artifiziellen Bakteri-
enchromosoms (BAC). Dieses enthélt ein unter den regulatorischen Sequenzen des

E-Cadherin Gens stehendes EGFP Reporter Gen. Transgene Mause, welche dieses
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A (Pro @B EC2: ECS5)

B
Abbildung 42: Schematische Darstellung des E-Cadherin Genproduktes.
Pro: Prosequenz, EC1 - EC5: Extrazelluldre Cadherindoménen, C-Term: Transmem-
branregion und C-Terminale zytosolische Region

A: Funktionelles Wildtyp E-Cadherin
B: Mogliche Struktur des trunkierten, funktionslosen E-Cadherins

artifizielle Chromosom beinhalten, bilden nun in E-Cadherin exprimierenden Gewe-
ben zusétzlich durch Immunhistochemie oder Fluoreszenzmikroskopie nachweisbares
EGFP. Dort konnten E-Cadherin exprimierende pyramidal konfigurierte Neurone in
basalen kortikalen Schichten von P7 Méausen nachgewiesen werden und eher inter-
neuronal konfigurierte Neurone in adulten Méusen (GENSAT Projekt, Stand Juni
2008).

Das nach der creGFP vermittelten Rekombination verbleibende E-Cadherin Gen
enthilt die Exone 1 bis 5 und 11 bis 16, wodurch das so exprimierte Protein trun-
kiert ist. Die herausgeschnittenen Exone 6 - 10 codieren die Aminoséuren 232-523,
also strukturell Teile der EC1, der EC2 und der EC3 Doméne sowie Teile der EC4
Doméne (VEGA Exon and Protein Report, 2008) . Es ist zu vermuten, dass ein so
trunkiertes Protein (Abb. 42) nicht die physiologischen Zelladhisionseigenschaften
haben kann. Dies ist in der Literatur beschrieben: der Genotyp E-cad flox-del ist ein
Nullallel (Boussadia et al., 2002). Es ist nicht bekannt, ob ein mogliches trunkiertes
Protein tatséchlich exprimiert wird, da es unter Umsténden zu einer Verschiebung
des Leserasters kommen konnte, oder die transkribierte mRNA instabil ist. Weiter-
hin konnte ein trunkiertes Protein instabil sein und intrazellulir proteasomal de-
gradiert werden. Ob ein trunkiertes Protein tatséchlich auf die Membranoberflache
transportiert und dort integriert wird, ist nicht beschrieben. Da die C-Terminale in-
trazelluldre Sequenz nicht verdndert ist, wéire denkbar, dass regulatorische Proteine
wie a- oder [-catenin bzw. p120-catenin noch binden koénnten. Das wiirde bedeuten,
dass der Effekt der E-Cadherin Depletion lediglich iiber das Fehlen der membran-
standigen E-Cadherin Adhésion zu erkldren wire und nicht durch die Aktivierung
von Signalkaskaden, beispielsweise durch nukledre Translokation des [-catenin im
WNT Signalweg.

Eine Storung der E-Cadherin Adhésion fiir funktionelle Untersuchungen hétte auch
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durch Antikérper gegen E-Cadherin erfolgen konnen. Nachteilig hédtten sich unspezi-
fische Bindungen des Antikorpers auswirken konnen. Weiterhin wére eine Detektion
der Zellen nicht méglich gewesen, bei denen die Antikérperbindung stattfand. Héat-
te man die Konzentration so hoch gewihlt, dass die Kultur gesittigt wire, wiren
unspezifische Bindungen ebenfalls hiufiger aufgetreten. Eine Reduktion der Ca ?*-
Ionenkonzentration stort ebenfalls die E-Cadherin Adhésion, ermdglicht jedoch kei-
ne sinnvollen elektrophysiologischen Messungen. Der Konditionale Knockout und

die Einzelzelluntersuchung bot demnach die beste Moglichkeit der Untersuchung.

4.4 Eigenschaften von GABA mPSCs im Vergleich mit der

Literatur

In primérer Massenkultur von Neuronen lassen sich ab DIV 3 - 4 GABAerge mPSCs
registrieren, wobei durch eine niedrige Auftretenswahrscheinlichkeit bedingt die quan-
titative Analyse erst ab DIV 5 - 7 sinnvoll ist (Dunning et al., 1999). Durch die
Blockade von spannungsgesteuerten Natriumkanélen durch TTX, sowie die AMPA-
Rezeptor Blockade durch DNQX und die NMDA-Rezeptor Blockade durch Mg 2"
Ionen und das niedrige Haltepotential von -60 mV bedingt, wurden in dieser Ar-
beit lediglich GABAerge mPSCs registriert. Das Auftreten von spontanen PSCs ist
durch TTX verhindert. Die pharmakologische Blockade der mPSCs durch Gabazine
(Abb. 15) lasst darauf schlieken, dass die registrierten mPSCs iiber den GABA 4
Rezeptor vermittelt werden, da Gabazine diesen selektiv blockiert. Glycin als Aus-
16ser fiir Chloridionenstrome kann einerseits dadurch ausgeschlossen werden, dass
die beobachteten Ereignisse durch Gabazine blockiert werden konnten, andererseits
sind glycinerge Neurone in priméaren kortikalen Massenkulturen praktisch nicht zu
beobachten (Thampy and Barnes, 1984, Young et al., 1973).

GABAerge mPSCs représentieren die postsynaptische Antwort auf eine spontane,
mit geringer Wahrscheinlichkeit stattfindende Exozytose von einzelnen, priasynap-
tischen Transmittervesikeln (Kraszewski and Grantyn, 1992a). Das Auftreten und
die Eigenschaften der mPSCs werden von vielen Faktoren beeinflusst. Beispielsweise
modulieren die Extra- sowie Intrazellulire K™ bzw. Ca?"-Tonenkonzentration so-
wohl die Frequenz als auch die Amplitude von spontanen Freisetzungsereignissen
(Kraszewski and Grantyn 1992b; Suzuki et al., 2002). Die Zelldichte sowie das Alter
der Kultur und der dementsprechende Reifegrad der Neurone beeinflusst ebenfalls
die Frequenz, wenngleich auch nicht die Amplitude der Ereignisse (Kraszewski and
Grantyn, 1992b). Die Messungen sind weiterhin abhéngig von den verwendeten Pri-
paraten, der Zusammensetzung der Bad- und Pipettenlosungen, sowie dem Halte-

potential. Im Vergleich der mPSC Parameter zwischen Experimenten muss dieser
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Variabilitit in Abhéngigkeit von den Messbedingungen Rechnung getragen werden.

[ Frequenz [ DIV [ [CaZT], [ Ve [ Tier [ Priparat [ Experiment ]
ca. 0,3 Hz 5-10 0,1 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992a'
Superior
ca. 2,5 Hz 11-15 | 0,1 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992a'
Superior
ca. 5 Hz 16 -20 | 0,1 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992a'
Superior
ca. 0,5 Hz 5-7 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 2
Somat.Sens.Kortex
ca. 1,8 Hz 8-14 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 2
Somat.Sens.Kortex
ca. 5 Hz 15 - 21 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 2
Somat.Sens.Kortex
ca. 7,8 Hz 22 - 28 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 2
Somat.Sens.Kortex
0,8 Hz >3 1,8 mM -80mV Ratte E17 Kultur Thalamus Liu 1997
1,1 + 0,3 Hz 7-10 3 mM -60mV Maus P6 Kultur Cerebellum Cheng 2003
3,96 + 3,05 Hz - 2 mM -60mV Ratte Hirnschnitt Le Feuvre 1997
P10-18 ventrobasaler
Thalamus
0,3 + 0,01 Hz 7 2 mM -60mV WT PCN GFP transf. Transfektion WT
C57BL/6 Neurone mit GFP
E17 (Abb. 17)
0,35 + 0,13 Hz 7 2 mM -60mV WT PCN creGFP Transfektion WT
C57BL/6 transf. Neurone mit
E17 creGFP (Abb. 17)
0,56 + 0,11 Hz 7 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E1l7 flox Neurone mit
GFP (Abb. 22)
0,56 4+ 0,11 Hz 7 2 mM -60mV Fcad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 22)
1,54 + 0,23 Hz 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 33)
1,63 + 0,36 Hz 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 33)
1,95 + 0,54 Hz 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 27)
0,75 + 0,17 Hz 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 27)

Tabelle 1: Ubersicht der Frequenzen von GABA 4mPSCs in der Literatur und in den

durchgefiihrten Experimenten.

V.: Haltepotential, [Ca*"|,: Extrazellulire Kalziumionenkonzentration, DIV: Kul-
turtag der Registrierung. PCN: Primérkultur kortikaler Neurone. In ! Registrierung

ohne TTX. In 2 sind nur Ereignisse > 20 pA ausgewertet worden.
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[ Amplitude DIV [ [CaZT], Ve Tier Priparat [ Experiment
8- 10 pA n.A 1,5 mM -80mV Ratte K21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992b
Superior
25,8 + 2,1 pA 7-10 3 mM -60mV Maus P6 Kultur Cerebellum Cheng 2003
10 pA 7 0,1 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992a
Superior
40,7 + 9,6 pA 7-14 2 mM -70mV Ratte P4 Kultur Barberis 2004
Hippokampus
78 pA 5-7 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 !
Somat.Sens.Kortex
452 + 2.8 pA >3 1,8 mM -80mV Ratte K17 Kultur Thalamus Tiu 1997
10 - 50 pA 5-7 2 mM n.a. Huhn E34 Kultur Weiss 1988
Grofshirnrinde
8 pA 14 0,1 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992a
Superior
9 pA 21 0,1 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992a
Superior
80 pA 8- 14 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 !
Somat.Sens.Kortex
78 pA 15 - 21 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 !
Somat.Sens.Kortex
16,1 + 4,5 pA 14 - 36 2 mM n.a. Ratte K21 Kultur Colliculus Kirischuk 2000
Superior
27 £ 12 pA - 2 mM -60mV Ratte Hirnschnitt Nucleus | Le Feuvre 1997
P10-18 geniculatus lateralis
und ventrobasaler
Thalamus
16,98 + 1,79 pA | 7 2 mM -60mV WT PCN GFP transf. Transfektion WT
C57BL/6 Neurone mit GFP
El7 (Abb. 16)
17,39 £ 1,91 pA | 7 2 mM -60mV WT PCN creGFP Transfektion WT
C57BL/6 transf. Neurone mit
E17 creGFP (Abb. 16)
18,67 + 1,21 pA | 7 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 21)
16,35 + 0,92 pA | 7 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
El7 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 21)
16,88 + 0,86 pA | 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 31)
20,3 + 1,44 pA 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit,
creGFP (Abb. 31)
14,84 + 1,31 pA | 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit,
GFP (Abb. 26)
13,99 + 1,39 pA | 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 26)

Tabelle 2: Ubersicht der Amplituden von GABA 4mPSCs in der Literatur und in
den durchgefiihrten Experimenten.
V.: Haltepotential, [Ca?"|,: Extrazellulire Kalziumionenkonzentration, DIV: Kul-
turtag der Registrierung. In ! sind nur Ereignisse > 20 pA ausgewertet worden.
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Tabelle 1 liefert eine Ubersicht iiber die Frequenzen von GABA 4mPSCs. In der
Tabelle sind weiterhin die experimentellen Bedingungen aufgelistet. Hier liegt keine
grofse Heterogenitit der Messwerte vor. Zwischen den einzelnen Studien, inklusive
der im Ergebnisteil priisentierten Experimente, gibt es eine erkennbare Ubereinstim-
mung. Die Frequenz der GABA 4ymPSCs nimmt in Abhéngigkeit vom Kulturalter zu
(Kraszewski and Grantyn, 1992a; Dunning et al., 1999). Dieser Effekt wurde im Ex-
periment in der Kontrollgruppe ebenfalls beobachtet. Die Wahl der Messbedingun-
gen beeinflusst auch die Frequenzen, als Faktoren sind die extra- und intrazellulére
Konzentration von Ca?"-Tonen sowie K -Tonen, die Raumtemperatur, das verwen-
dete Praparat sowie die Zelldichte zu nennen. Die Bestimmung der Ereignisfrequenz
bei Kraszewski und Grantyn (1992a) fand ohne TTX statt, strenggenommen sind
dort spontane inhibitorische postsynaptische Strome gemessen worden. TTX blo-
ckiert das Auftreten von Aktionspotentialen, die Frequenz der Ereignisse liefs sich
davon jedoch bei Kraszewski und Grantyn (1992a) nicht stark beeinflussen. Die
Messwerte an DIV 7, DIV 10 sowie in der GFP Kontrolle an DIV 14 entsprechen
von der Grékenordnung den Angaben aus der Literatur.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber Angaben aus der Literatur zu den Amplitu-
den von GABA 4,mPSCs. Es zeigt sich, dass die Amplituden von GABA 4,mPSCs in
der Literatur sehr variabel sind, was jedoch mit den unterschiedlichen Messbedin-
gungen zusammenhéngen kann. Von der Grofenordnung liegen die in dieser Arbeit
erhobenen Werte in einem vergleichbaren Bereich. Die von Dunning et al. (1999)
publizierten Werte sind beispielsweise grofer als die iibrigen Angaben. Dies konnte
daran liegen, dass hier nur die Ereignisse ausgewertet wurden, die eine Amplitude
> 20 pA besafen.

Die Beobachtung, dass die GABA ymPSC Amplituden im Verlauf der Kultivierungs-
zeit keine statistisch signifikante Anderung aufweisen wird durch Angaben aus der
Literatur bestitigt (Dunning et al., 1999; Kraszewski and Grantyn, 1992a). Dem-
nach existiert keine reifungsabhingige Anderung der mPSC Amplituden.
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[ Anstiegszeit [ DIV [ [Ca®T], [ Ve Tier Priparat | Experiment
ca. 1,5 ms 5-7 1T mM -70mV | Maus PO Kultur Dunning 1999 T
Somat.Sens.Kortex
ca. 1,7 ms 8- 14 1 mM -70mV | Maus PO Kultur Dunning 1999 1
Somat.Sens.Kortex
ca. 1,7 ms 15 - 21 1T mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 1
Somat.Sens.Kortex
ca. 1,6 ms 22 - 28 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 1
Somat.Sens.Kortex
1,65 ms n.A 1,5 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992b
Superior
3,1 + 0,2 ms 7-10 3 mM -60mV Maus P6 Kultur Cerebellum Cheng 2003
2 + 0,3 ms - 2 mM -60mV Ratte Hirnschnitt Le Feuvre 1997
P10-18 ventrobasaler
Thalamus
3,87 + 0,19 ms 7 2 mM -60mV WT PCN GFP transf. Transfektion WT
C57BL/6 Neurone mit GFP
E17 (Abb. 18)
4,22 + 0,21 ms 7 2 mM -60mV WT PCN creGFP Transfektion WT
CH7BL/6 transf. Neurone mit
E17 creGFP (Abb. 18)
3,35 4+ 0,17 ms 7 2 mM -60mV Fcad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 23)
3,49 4+ 0,14 ms 7 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 23)
4,21 4+ 0,19 ms 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 34)
4,12 + 0,22 ms 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 34)
4,07 + 0,21 ms 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 28)
4,3 £ 0,21 ms 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 28)

Tabelle 3: Ubersicht der Anstiegszeiten von GABA 4mPSCs in der Literatur und in
den durchgefiihrten Experimenten.
V.: Haltepotential, [CaH]O: Extrazellulire Kalziumionenkonzentration, DIV: Kul-
turtag der Registrierung. In ! sind nur Ereignisse > 20 pA ausgewertet worden.
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[ 50% Abfallzeit | DIV [ [Ca®T], [ V. Tier Priparat | Experiment
ca. 36 ms 5-7 1T mM -70mV | Maus PO Kultur Dunning 1999 T
Somat.Sens.Kortex
ca. 29 ms 8- 14 1 mM -70mV | Maus PO Kultur Dunning 1999 1
Somat.Sens.Kortex
ca. 23 ms 15 - 21 1T mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 1
Somat.Sens.Kortex
ca. 14 ms 22 - 28 1 mM -70mV Maus PO Kultur Dunning 1999 1
Somat.Sens.Kortex
T & 63% Abfall- | DIV [CaZT], Ve Tier Préparat Experiment
zeit
14,7 £+ 2,3 ms 7-10 3 mM -60mV Maus P6 Kultur Cerebellum Cheng 2003
16,2 + 2,5 ms n.A 1,5 mM -80mV Ratte E21 Kultur Colliculus Kraszewski 1992b
Superior
[ 99% Abfallzeit [ DIV [ [Ca®T], | V. Tier | Priiparat | Experiment
72,99 + 2,94 ms 7 2 mM -60mV WwWT PCN GFP transf. Transfektion WT
C57BL/6 Neurone mit GFP
E17 (Abb. 19)
72,46 + 223 ms | 7 2 mM -60mV WT PCN creGFP Transfektion WT
C57BL/6 transt. Neurone mit
E17 creGFP (Abb. 19)
60,75 £ 2,04 ms | 7 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 24)
63,73 + 2,27 ms 7 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 24)
59,3 + 1,56 ms 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E17 flox Neurone mit
GFP (Abb. 35)
66,25 £ 1,67 ms | 10 2 mM -60mV Ecad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E1l7 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 35)
52,8 + 1,77 ms 14 2 mM -60mV Ecad flox PCN GFP transf. Transfektion Ecad
E1l7 flox Neurone mit
GFP (Abb. 29)
56,46 + 2,72 ms | 14 2 mM -60mV Fcad flox PCN creGFP Transfektion Ecad
E17 transf. flox Neurone mit
creGFP (Abb. 29)

Tabelle 4: Ubersicht der Abfallzeiten von mPSCs in der Literatur und in den durch-
gefiihrten Experimenten.

V.: Haltepotential, [Ca®"|,: Extrazellulire Kalziumionenkonzentration, DIV: Kul-
turtag der Registrierung. In ! sind nur Ereignisse > 20 pA ausgewertet worden. Die
unterschiedlichen Berechnungen der Abfallzeit sind zu beachten.

Tabelle 3 zeigt die Anstiegszeiten im Vergleich. Die in der Literatur angege-
benen Werte liegen bei 1,5 - 3,1 ms, die in dieser Arbeit erhobenen Werte lagen
eher dariiber: zwischen 3,35 - 4,3 ms. Die Abweichung der Werte sowohl in der
Kontroll- als auch der Knockoutgruppe im Vergleich zu der Literatur konnte durch
die Auswertung bedingt sein. Die verwendete Software Mini analysis Program 6.0.3
lieferte moglicherweise ungenaue, zu hohe Werte bei der Bestimmung der Anstiegs-
zeiten von GABA 4,mPSCs geringer Amplitude. In Tabelle 4 sind Abfallzeiten der
GABA smPSC Signale bei verschiedenen Experimenten und unterschiedlichen Be-
rechnungen dargestellt. Es finden sich 50% Abfallzeit, 7 (1-1/e ~ 63% Abfallzeit)
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sowie die in dieser Arbeit bestimmte 99% Abfallzeit. Die Werte geben die Zeiten an,
an denen die Signale um 50%, 63% bzw. 99% ihrer maximalen Amplitude abgefallen
sind. Die Berechnung bei 7 stiitzt sich auf die Hypothese eines monoexponentiel-
len Abfallens des GABA 4 mPSC Signals, jedoch sind in der Literatur Ereignisse
mit einem biexponentiellen Abfallverhalten, bestehend aus einer schnellen und einer
langsamen Komponente, beschrieben worden (Ing and Poulter, 2007). Die Angabe
einer 50% oder 99% Abfallzeit ist durchaus moglich (vgl. Dunning et al., 1999),
die verschiedenen Angaben sind jedoch nur unter Vorsicht miteinander vergleichbar.
Die Grofenordnung der in dieser Arbeit erhobenen Werte ist aber mit der Literatur

durchaus in Einklang zu bringen.

4.5 Evozierte GABA 4 PSCs

Eine synaptische Ubertragung zwischen zwei Neuronen liisst sich auf unterschied-
liche Art und Weise evozieren. Prinzipiell unterscheidet man zwischen extra- und
intrazelluldrer Stimulation. Bei der extrazelluliren Stimulation wird ein Draht in
den Hirnschnitt oder in die Kulturlésung eingefiihrt (beispielsweise Beckstead and
Williams, 2007), ein zwischen Draht und Erdungselektrode fliekender kurzdauern-
der Strom fiihrt zu mehr oder weniger grofen lokalen Depolarisationen von Axonen,
Dendriten oder Somata und so iiber Aktionspotentiale vermittelt zu synaptischen
Ubertragungen an ein gepatchtes Neuron. Der Vorteil ist, dass hierbei ein relativ
grofses Areal in der Umgebung des gepatchten Neurons gereizt wird und eine post-
synaptische Antwort leicht zu erkennen ist. Nachteilig wirkt sich aus, dass hierbei
mehr als ein Zellpaar stimuliert wird, was zu einer Steigerung der Spontanakti-
vitdt im System fiihren konnte. Die intrazellulire Stimulation wird meist mittels
Patch-Clamp Verfahren durchgefiihrt. Hierbei werden Paarableitungen zweier syn-
aptisch kommunizierender Neurone angewendet, die Stimulation der Priasynapse er-
folgt durch kurzzeitige Membrandepolarisation auf den Schwellenwert spannungsge-
steuerter Natriumkanéle am Verstirker. Vorteilhaft ist, dass bei der Intrazelluldren
Stimulation nur ein einzelnes Neuron gereizt wird. Der Nachteil besteht darin, dass
eine Paarableitung methodisch aufwendiger ist, da stabile Patchclampexperimente
an zwei Neuronen gleichzeitig erfolgen miissen. Weiterhin sind in der Kultur nicht
alle Neurone mit jedem anderen synaptisch verbunden, es besteht zwar eine gewisse
Wahrscheinlichkeit der Verbindung zweier benachbarter Neurone, diese ist jedoch
nicht immer gleich hoch. Ausserdem gilt es zu beriicksichtigen, dass GABA nur et-
wa 25% der Neurone als Transmittersubstanz zur Verfiigung steht. Demnach wird
klar, dass bei der Festlegung eines transfizierten Neurons als Postsynapse, die Su-

che nach einem GABAergen Interneuron, welches mit dem postsynaptischen Neuron
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verbunden ist, ein relativ schweres Unterfangen darstellt. Wenn man nun die Feh-
lerrate bei erfolglosen simultanen Patch-Clamp Versuchen miteinbezieht, werden die
Griinde deutlich, warum im experimentellen Teil eine extrazellulare Stimulation ge-
wihlt wurde. Im Experiment wurde eine abgeénderte extrazelluldre Stimulation mit
einer zweiten Mikropipette gewéhlt, bei der das stimulierte Areal kleiner ist als bei
der einfachen Verwendung eines Drahtes in der Badlosung. Ob es sich um mono-
oder polysynaptische Antworten handelte, konnte anhand der Latenzzeit der Ant-
wort erkannt werden. Polysynaptisch vermittelte PSCs haben eine grofsere Latenz
nach dem Stimulus als monosynaptische. Es wurden nur monosynaptisch vermit-
telte PSCs untersucht. Das verwendete Stimulationsverfahren ist in der Literatur
bereits beschrieben (Kirischuk et al. 1999; Kirischuk and Grantyn, 2000; Kirischuk
et al., 2003, Bardoni et al., 2007). Die Registrierung der postsynaptischen Ant-
worten, die durch die extrazelluldre Stimulation evoziert wurden, zeigte eine starke
Abschwichung des Signales sowie Instabilitit der Ganzzellableitung bei extrazellu-
larer Stimulation, so dass von den jeweils 25 aufgenommenen Doppelpulsen nur die
ersten zehn Doppelpuplse ausgewertet wurden. Von den postsynaptischen Antwor-
ten wurden die Amplituden auf den ersten sowie den zweiten Puls bestimmt. Eine
Vergleichbarkeit der Werte zwischen den durchgefiihrten Experimenten und der Lite-
ratur ist schwierig. Das verwendete Préaparat, die Beschaffenheit und Positionierung
der Reizelektrode sowie Interstimulus-Intervall, die Zusammensetzung von Extra-
und Intrazelluldrlosung, Haltepotential der gemessenen Zelle und die Reizstéirke be-
einflussen die gemessenen Antworten. Diese Parameter variieren sehr stark in der
Literatur und machen einen Vergleich der absoluten Amplituden der Ereignisse sehr
schwierig. Die selben Griinde erschweren ebenfalls einen Vergleich der PPR-Werte

und Variationskoeffizienten.

4.6 Auswirkungen des konditionalen Knockouts von E-Cad-

herin - Modellvorstellung

Um einen Effekt des konditionalen Knockouts von E-Cadherin auf GABAerge Synap-
sen festzustellen, wurden die Knockoutzellen (creGFP transfiziert) mit Kontrollzel-
len (GFP transfiziert) verglichen. Im Vergleich der Amplituden der GABA 4mPSCs
dieser beiden Gruppen an DIV 7 und DIV 14, gab es keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Lediglich an DIV 10 gab es einen Effekt des konditionalen Knockouts
auf die Amplituden. creGFP exprimierende Neurone wiesen eine statistisch signifi-
kant hohere Amplitude auf. Bemerkenswert ist, dass an DIV 7 und DIV 14 dieser
Effekt nicht zu beobachten war. Eine Erklarung mag die spitere Transfektion (an
DIV 8 statt DIV 4) sowie der abweichende Messzeitpunkt (DIV 10 statt DIV 7 bzw.
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DIV 14) sein. Typischerweise wird in der Literatur eine Erhthung der Amplituden
von mPSCs durch in der Anzahl vermehrte, oder in ihren Eigenschaften verdnderte
Rezeptoren erklirt (Cheng and Yeh, 2003). Im E-Cadherin Knockout miissten dem-
nach mehr GABA 4 Rezeptoren an der Postsynapse vorhanden sein, sei es durch eine
Erhohung der Gesamtanzahl oder lediglich eine Erh6hung der Rezeptordichte an der
Postsynapse im Vergleich zur iibrigen Membranoberfliche. Eine weitere mégliche Fr-
klarung wére eine gednderte Untereinheitzusammensetzung des GABA 4 Rezeptors
und dadurch bedingte Verinderungen der Amplitude (Barberis et al., 2004). Ein
physiologisch vorkommender Wechsel der Untereinheitenkomposition des GABA 4
Rezeptors von ab zu al wihrend eines Voranschreitens der Kulturdauer von DIV
7 - 14 zu DIV 22 - 28 ist jedoch nicht mit einem Anstieg der GABA ymPSC Am-
plituden verbunden (Dunning et al., 1999). Der statistisch signifikante Amplituden-
unterschied war an DIV 10 mit einem signifikanten Unterschied der Abfallzeit des
GABA ymPSC Signales gekoppelt. Dies ist ein kinetischer Parameter, der einerseits
mit einer gednderten GABA 4-Rezeptor Untereinheitenkomposition zusammenhén-
gen kann, andererseits ist bei einer Storung der GABA Wiederaufnahme eine iiber
die Zeit erhohte GABA Konzentration im synaptischen Spalt vorstellbar. Diese ak-
tiviert nun iiber eine lingere Zeit GABA 4 Rezeptoren. Eine in diesem Fall h6here
Amplitude der Signale, bedingt durch erhéhte Transmitterkonzentrationen im syn-
aptischen Spalt, wire vorstellbar und passt mit den Beobachtungen im Experiment
zusammen. In dem durchgefiihrten Experiment konnte jedoch nicht sicher gezeigt
werden, ob es sich um einen pri- oder einen postsynaptischen Effekt handelt. Die
Transfektion an DIV 8 fand an einem Zeitpunkt statt, an dem die Synaptogenese
bereits begonnen hat, jedoch vor der Phase der stirksten Synaptogenese zwischen
DIV 10 und DIV 17 (Kraszewski and Grantyn, 1992a). Anhand der Daten kann
gesagt werden, dass die E-Cadherin Depletion in diesem Abschnitt einen Einfluss
auf die GABAerge Ubertragung hat.

Ein weiteres besonders auffilliges Ergebnis war der statistisch signifikante Unter-
schied der mPSC Frequenz zwischen den GFP und den creGFP transfizierten Zellen
an DIV 14. creGFP transfizierte Zellen zeigten eine deutliche Reduktion der Fre-
quenz um etwa den Faktor 2 bei gleichbleibender Amplitude, Abfall- und Anstiegs-
zeit. Dieser Frequenzverlust beruht auf einer ausgebliebenen Frequenzzunahme zwi-
schen DIV 7 und DIV 14 (Abb.36). Die Frequenzzunahme in Kontrollzellen zwischen
DIV 7 und DIV 14 stellt einen Reifungsprozess dar, der in Experimenten an Massen-
kulturen von dissoziierten Neuronen in der Literatur gut beschrieben ist (Kraszewski
and Grantyn, 1992a; Dunning et al., 1999). Der Verlust von E-Cadherin fiihrt zu

einem Ausbleiben dieses Reifungsprozesses. Es ist bekannt, dass die Frequenz von

7



Dissertation 4 Diskussion

mPSCs von der Gesamtzahl der GABAergen Synapsen (ngynapse), der Gesamtzahl
der priasynaptischen, GABAergen Transmittervesikel (nysirer), welche fiir die Fusion
mit der Membran gedockt und geprimed sind, sowie der Freisetzungswahrscheinlich-
keit (Pr) der Transmittervesikel abhingt. Exozytoseereignisse finden in nichtneu-
ronalen, Madin Darby Canine Kidney Zellen (MDCK) héufiger iiber Arealen statt,
die mit E-Cadherin beschichtet sind als iiber nicht mit E-Cadherin beschichteten
Arealen (Hunt and Nelson, 2007). Dies kann eine Bedeutung fiir den Transport
von synaptischen Transmittervesikeln im Sinne der Initiation des Dockingvorganges
haben und bei einem Verlust von E-Cadherin diesen mdoglicherweise stéren, was zu
einer Reduktion von ny e fithren wiirde. Dem vesikuldren Antransport von Prote-
inen wird bei der Bildung der Prisynapse eine wichtige Rolle zugewiesen (Waites et
al., 2005), bei einer Storung der korrekten Zusammensetzung der Prisynapse konn-
te Pr herabgesetzt werden. Die Analyse von mPSCs erlaubt keine Unterscheidung
zwischen ngynapse: Mvesiker UINd Pr.

Zur Untersuchung der Eigenschaften der priasynaptischen Transmitterfreisetzungs-
stellen wurde daher eine extrazelluldre Stimulation mit Doppelpulsen unter Regis-
trierung von postsynaptischen Stromen durchgefithrt. Das Zellkulturpriparat ent-
sprach demjenigen bei der Registrierung von mPSCSs an DIV 14. Bei der Ankunft
eines durch den Stimulationspuls ausgelosten Aktionspotentials an der Synapse wer-
den die Transmittervesikel nicht deterministisch in den synaptischen Spalt entleert.
Vielmehr lduft dieser Prozess mit der Wahrscheinlichkeit Pr ab, welche durch die
molekularen Eigenschaften der Prisynapse bestimmt wird (Redman, 1990; Bolsha-
kov and Siegelbaum, 1995; Auger and Martyr, 2000). Es treten daher auch fehlende
Exozytoseereignisse auf. Bei der Betrachtung der postsynaptischen Stréme ergibt
sich, dass bei weniger aktiven synaptischen Freisetzungsstellen die Amplitude des
postsynaptischen Summenstromes geringer ist als bei vielen Freisetzungsstellen, da
das postsynaptisch abgeleitete Signal die Summe der aktivierten Synapsen darstellt.
Bei Freisetzungsstellen mit hoher Pr werden auf den ersten Stimulationspuls an
vielen Freisetzungsstellen Transmittervesikel ausgeschiittet. Wenn ein zweiter Puls
kurz darauf folgt, stehen der Prisynapse der vorher aktivierten Synapsen weniger
freisetzungskompetente Transmittervesikel zur Verfiigung (Thomson, 2000), die be-
obachtete Amplitude auf den zweiten Puls ist daher geringer als auf den ersten.
Dieses Verhalten wird als Paired Pulse Depression (Paarpulsdepression) bezeichnet,
das Paarpulsverhiltnis (PPR) ist in diesem Fall < 1.

Liegen im Vergleich dazu viele synaptische Freisetzungsstellen mit einer geringen
Pr vor, werden auf den ersten Puls an wenigen Freisetzungsstellen Transmitterve-

sikel ausgeschiittet, eine geringe Amplitude wird beobachtet. Bei dem zweiten Puls
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ist in den vorher nicht aktiven Prisynapsen die Ca?"-Konzentration vom Vorpuls
erh6ht, weiterhin stehen freisetzungskompetente Transmittervesikel zur Verfiigung.
Die erhéhte Ca®"-Konzentration bedingt, dass der durch den zweiten Puls vermit-
telte Einstrom von Ca®"-Ionen in die Prisynapse mit einer hoheren Pr heantwortet
wird. Die Amplitude auf den zweiten Puls ist daher grofer als auf den ersten, das
Paarpulsverhéitnis ist > 1. Als weiterer Parameter beschreibt der Variationskoeffizi-
ent die priasynaptischen Eigenschaften. Bei Synapsen mit geringer Pr ist er auf den
ersten Puls initial hoch und auf den zweiten Puls niedrig.

Die im Experiment gemachte Beobachtung, dass das Paarpulsverhéltnis von GFP
und von creGFP transfizierten Zellen keinen signifikanten Unterschied aufweist, so-
wie der Varaitionskoeffizient ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich ist, deutet auf
eine in ihrer Funktion im Vergleich zur Kontrolle nicht abgeinderte Prisynapse an
E-Cadherin defizienten postsynaptischen Zellen hin. Die Amplituden der evozierten
postsynaptischen Strome waren jedoch bei creGFP transfizierten Neuronen signifi-
kant geringer als bei den GFP Kontrollzellen. Aus diesem Experiment konnte nun
auf eine Reduktion der postsynaptischen Rezeptoren oder auf eine Reduktion von
Nsynapse geschlossen werden. Bei der zusammenfassenden Betrachtung der Ergebnis-
se aus der mPSC Registrierung und den evozierten PSCs bleibt als wahrscheinlichste
Erklarung die Reduktion von ngy,q.pse als Effekt der E-Cadherin Depletion, da an
DIV 14 die Amplituden der mPSCs, als postsynaptische Antwort auf einzelne Trans-
mitterquanten, keine Unterschiede aufwiesen und lediglich eine Reduktion der Fre-
quenz zu beobachten war. Die Reduktion der PSC Amplituden, als Reprisentation
der Summe aller postsynaptischen Ionenstréme ausgeldst durch synaptische Uber-
tragung, bei gleichartigen iibrigen priasynaptischen Parametern, lisst sich ebenfalls
durch eine Reduktion von ngy,epse erkliren.

Frithe Synapsen hippocampaler Neurone in Zellkultur exprimieren siamtlich N-Cad-
herin, nach DIV 7 beschrénkt sich die Expression von N-Cadherin jedoch auf glutama-
terge Synapsen, GABAerge Synapsen verlieren N-Cadherin, exprimieren jedoch ein
oder mehrere andere Cadherine (Benson and Tanaka, 1998). Dieser Cadherinsubtyp-
wechsel an GABAergen Synapsen findet zwischen DIV 7 und DIV 14 statt (Benson
and Tanaka, 1998), ist jedoch nicht mit einer Reduktion der Synapsenzahl verbun-
den sondern findet vielmehr in einer Phase der Kulturreifung statt, in der die Zahl
GABAerger Synapsen linear ansteigt (Bahr and Wolff, 1985).
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Abbildung 43: Schematische Darstellung des Erklarungsmodells zur E-Cadherin De-

pletion in kortikalen Neuronen.

A: Zustand der Kultur an DIV 4 vor der Transfektion

B: Gereifte Kultur an DIV 14

C: Heterotype Kultur an DIV 14, gestoérte Synaptogenese am creGFP transfizierten,

griin fluoreszierenden Neuron.
Erlduterungen siehe Text.
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Aus den im Experiment gewonnenen Daten ldsst sich ein Modell entwickeln, wel-
ches die Rolle von E-Cadherin beschreiben und die Effekte des E-Cadherin Knock-
outs erkldren kann. E-Cadherin konnte zur Bildung initialer Zellkontakte im Sinne
einer Zielfiihrung bei der Synaptogenese von bestimmten Subgruppen GABAerger
Interneurone notwendig sein, jedoch bei der Aufrechterhaltung von bereits gebildeten
Synapsen iiberfliissig und in der Funktion durch andere Cadherinsubtypen ersetz-
bar sein. Wie bereits zitiert, ist E-Cadherin in nicht-neuronalen Zellen zur initialen
Bildung, aber nicht zur Aufrechterhaltung von Zell-Zelladhésionen nétig (Capaldo
and Macara, 2006), was die Hypothese stiitzen mag. An DIV 4 erfolgt die Transfek-
tion, hier haben sich bereits GABAerge Synapsen ausgebildet. Diese sind zu diesem
Zeitpunkt N-Cadherin vermittelt (Abb. 43A). Erfolgt kein Knockout, bilden sich
zwischen DIV 4 und DIV 14 GABAerge Synapsen, welche in diesem Reifungsgrad
jedoch auf pra- und postsynaptische Expression von E-Cadherin angewiesen sind,
welches an GABAergen Synapsen inhibitorischer Interneurone das N-Cadherin er-
setzen konnte. Die Anzahl GABAerger Synapsen steigt, die mPSC Frequenz nimmt
zu (Abb. 43B). Erfolgt der Konditionale Knockout, verliert die transfizierte Zelle die
Méglichkeit, E-Cadherin zu exprimieren (Abb. 43C). Die GABAerge Synaptogenese
ist an der transfizierten Zelle gestort, die Anzahl GABAerger Synapsen nimmt nicht
weiter zu, es besteht ein Unterschied in der Frequenz GABAerger mPSCs zwischen
transfizierten und nicht transfizierten Zellen.

In der Literatur sind Experimente beschrieben, in der die Blockade von N-Cadherin
durch N-Cadherin spezifische Antikérper in der Kultur nicht die Synaptogenese per
se stort, sondern zu einem Uberschiefen der synaptischen Kontakte iiber ihr Ziel
fithrt (Inoue and Sanes, 1997), weiterhin zu einer verdnderten Morphologie der Dorn-
synapsen sowie der Synapsendichte (Togashi et al., 2002). Dieser Versuchsansatz ist
nicht direkt mit einer heterotypen Kultur vergleichbar, zeigt aber eine Rolle fiir Cad-
herine bei der Synaptogenese auf. Weitere Hinweise fiir die Wichtigkeit der Zellad-
hésion liefern Experimente, bei denen mithilfe der RNA Interferenz ein Cadherin-11
und Cadherin-22 Knockout zu einer gestorten glutamatergen und GABAergen Syn-
aptogenese fiihrte (Paradis et al., 2007). Als Zielmolekiil subzelluldrer Organisation
wurde das L1-Zelladh#sionsmolekiil Neurofascin186 beschrieben (Ango et al., 2005).
Es wire vorstellbar, dass es eine Gruppe von inhibitorischen Cadherinen gibt, die
fiir die initiale Formierung einer friihen inhibitorischen Synapse benétigt werden.
Es ist denkbar, dass hierfiir nicht nur einzelne Zelladh&sionsmolekiile nétig sind,
diese jedoch in einem bestimmten Expressionsmuster eine Funktion iibernehmen
(Salinas and Price, 2005). Eine Kombination aus einem Erkennungsmolekiil fiir den

Synapsentyp (exzitatorisch versus inhibitorisch, eventuell nach Transmittersubstanz
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geordnet) und einem Marker fiir die subzelluldre Lokalisation der Synapse wire

denkbar.

4.7 Ausblick

Es ist nicht bekannt, auf welche in vivo Schaltkreise das diskutierte Modell zutreffen
kénnte.

Ob die Zahl GABAerger Synapsen tatsichlich reduziert ist und ob es eine Ein-
schriankung auf bestimmte inhibitorische Interneurone oder GABA 4 Rezeptorsubty-
pen gibt, kdnnte mit immunhistochemischen Férbungen gezeigt werden. Der néchste
Schritt wire dann der in vivo Knockout. Das vorhandene E-Cadherin flox Tier béte
dafiir eine gute Ausgangssituation. Eine Adenovirus vermittelte in-vivo Transfek-
tion von creGFP in bestimmte Hirnareale wire denkbar. Weiter konnte der E-cad
flox GVO mit einer Cre-Maus gekreuzt werden, welche die Cre-Rekombinase un-
ter einem bestimmten gewebespezifischen oder entwicklungsspezifischen Promotor
exprimiert. Cre sollte moglichst nur im Kortex exprimiert sein, um eine mogliche
Lethalitdt oder Storeffekte anderer Systeme auszuschlieken. Ein GVO, welcher die
Cre-Rekombinase im Lokus des tau Proteins, einem Mikrotubuli-assoziierten Pro-
tein, exprimiert, wére vorstellbar. Dort wird die Cre-Rekombinase nur in Neuronen
des Zentralnervensystems exprimiert (Muramatsu et al., 2008). Weiterhin wiirde
sich ein Konstrukt eignen, das unter dem Promotor des Fezl (forebrain embryonic
zinc-finger-like protein) Proteins steht, welches in den kortikalen Schichten 5 und
6 exprimiert wird und zur Differenzierung von Projektionsneuronen in Schicht 5
benotigt wird (Chen et al., 2005). Eine wichtige Rolle von Zelladhésionsmolekiilen
wurde in der Literatur bereits beschrieben, jedoch ist es wichtig, den spezifischen
Adhésionscode 7zu erforschen, auf dem die korrekte neuronale Verschaltung basie-
ren konnte. Der gewebe- oder entwicklungsspezifische konditionale Knockout von
Adhésionsmolekiilen mittels des Cre-Lox Systems stellt fiir diesen Zweck eine pro-
bate Moglichkeit dar. Anhand des konditionalen in-vivo Knockouts liefen sich auch

Verhaltensstudien der so erzeugten GVOs durchfiihren.
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5 Zusammenfassung

Das Zustandekommen der subzelluliren Organisation der interneuronalen Vernet-
zung sowie die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind bislang nicht voll-
stdndig verstanden. Zelladhésionsmolekiile wie das in dieser Arbeit untersuchte E-
Cadherin konnten eine Schliisselrolle spielen. In den durchgefiihrten Experimenten
konnte ein Effekt eines konditionalen Knockouts von E-Cadherin auf GABAerge
Synapsen in neuronalen Priméarkulturen nachgewiesen werden. Kortikale Neurone
wurden aus Mausen gewonnen, deren E-Cadherin Gene loxP Sequenzen enthiel-
ten und somit einen konditionalen Knockout mittels Cre-Rekombinase erméglich-
ten. Im ersten Teil der Experimente wurden GABA 4-Rezeptor vermittelte mPSCs
(GABA 4-mPSCs) von mit GFP bzw. mit creGFP transfizierten Neuronen in zwei
verschiedenen Kulturreifungsstadien verglichen - an DIV 7 und an DIV 14. Hier zeig-
te sich, dass in E-Cadherin defizienten Neuronen der vom Kulturstadium abhéngige
Frequenzanstieg der GABA ,-mPSCs ausblieb. Auf die Amplitude, Anstiegs- oder
Abfallzeit hatte die E-Cadherindefizienz jedoch keinen statistisch signifikanten Ein-
fluss. Da die Frequenz der GABA 4-mPSCs sowohl von der Anzahl der Synapsen, als
auch von der Freisetzungswahrscheinlichkeit der Transmittervesikel abhingt, wurde
zur weiteren Untersuchung eine extrazellulire Stimulation der GABAergen Syn-
apsen durchgefiihrt. Hier konnte gezeigt werden, dass eine E-Cadherindefizienz an
DIV 14 zu einer signifikant verringerten Amplitude der postsynaptischen Stréme
auf zwei aufeinanderfolgende extrazellulire Stimuli fiihrt. Das Paarpulsverhéltnis
(PPR) als Maf der Freisetzungswahrscheinlichkeit war in den E-Cadherin defizien-
ten Neuronen zwar tendenziell gréfer, jedoch bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied. Die beobachteten Effekte lassen sich aufgrund der gewonnenen Daten
am ehesten mit einer Reduktion der Synapsenzahl erkldren. Zur weiteren Unter-
suchung der Auswirkung einer E-Cadherindefizienz wurde ein zusétzliches Experi-
ment durchgefiihrt, in dem GABA 4-mPSC Messungen nach spéaterer Transfektion
an DIV 10 durchgefiihrt wurden. Erstaunlicherweise war die GABA 4-mPSC Ampli-
tude E-Cadherin defizienter Neurone unter diesen Bedingungen grofer, die Abfallzeit
des Signals linger. Ob dieser Effekt mit einer Anderung der Zusammensetzung der
GABA 4-Rezeptoruntereinheiten oder mit einer Storung der GABA Wiederaufnah-
me zusammenhingt, bediirfte einer weiteren Untersuchung. Der Nachweis eines Ef-
fekts der E-Cadherindefizienz auf GABAerge Synapsen zeigt eine Beteiligung dieses
Zelladhasionsmolekiils an der Reifung kortikaler Neurone. Zur genaueren Aufklérung
der Rolle von E-Cadherin in der Synaptogenese sollten jedoch in-vivo Experimente

erwogen werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AD/DA
AMPA
ARA-C
BAC

BDNF

BME
CAM
cAMP
Cdh-1
CGE
cGMP
cre
creGFP

oY
DIV (x)
DNS
DNQX
EC

EFla
EGFP

EGTA

exp.

E(x)

FBS

GABA
GABA ymPSCs
GABARAP
GADG65/67
GFP

GTP

GVO
HEPES

IP3

LGE

loxP
MDCK

Analog Digital / Digital Analog
a-Amino-3-hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionsidure
Cytosin--D-Arabinofuranosid-Hydrochlorid

Bacterial Artificial Chromosome (Artifizielles
Bakterienchromosom)

Brain Derived Neurotrophic Factor (Neurotropher Faktor aus
dem Gehirn)

Basalmedium mit Earle’s Salzen

Cell Adhesion Molecule (Zelladhésionsmolekiil)
zyklisches Adenosinmonophosphat

Cadherin-1, E-Cadherin

Caudale Ganglionische Eminenz

zyklisches Guanosinmonophosphat

Cyclisation Recombinase (zyklisierende Rekombinase)
Fusionsprotein der Cre-Rekombinase und dem griin
fluoreszierenden Protein

Coefficient of Variation (Variationskoeffizient)

Day In Vitro (x) (Zellkulturtag x)
Desoxyribonukleinsiure

6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dion

Extracellular Cadherin repeat (Extrazellulidrer
Cadherinabschnitt)

Elongationsfaktor 1a

Enhanced Green Fluorescent Protein (Verbessertes griin
fluoreszierendes Protein

Ethylenbis(oxyethylen-nitrilo-) Tetraessigsaure
exprimierend

Tag x der Embryonalentwicklung

Fetal Bovine Serum (Fotales Rinderserum)
y-Amino-Buttersiaure

GABA 4 Rezeptor vermittelte mPSCs

GABA 4 Rezeptor assoziiertes Protein

Glutamic Acid Decarboxylase (Glutamatdecarboxylase)
Green Fluorescent Protein (griin fluoreszierendes Protein)
Guanosintriphosphat

Gentechnisch Verdnderter Organismus
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsiure
Inositoltrisphosphat

Laterale Ganglionische Eminenz

Locus of X-Over of P1 (Crossoverstelle von Bakteriophage P1)
Madin-Darby Canine Kidney (cells) (Madin-Darby
Hundenierenzellen)
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MGE Mediale Ganglionische Eminenz

mPSC miniature Post Synaptic Current (postsynaptischer
Miniaturstrom)

n.a. nicht angegeben

NLS Nukledre Lokalisations Sequenz

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NT-3 Neurotrophin 3

NSF N-ethylmaleimid Sensitiver Faktor

OopPV Operationsverstarker

PBS Phosphat Buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzlosung)

PCN Primary cultivated Cortical Neurons (primérkultivierte
kortikale Neurone)

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PPR Paired Pulse Ratio (Paarpulsverhéltnis)

Pr Probability of Release (Freisetzungswahrscheinlichkeit)

PSC Post Synaptic Current (postsynaptischer Strom)

P(x) Tag x der postpartalen Entwicklung (x Tage nach der Geburt)

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsiure)

siRNA small interfering RNA (kleine, interferierende RNA)

SNARE Kom- soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor-attachment-protein-

plex receptor-Komplex (Rezeptorkomplex des 16slichen NSF
Anhangsproteins)

TTX Tetrodotoxin

[OAY Ultra Violett

WT Wildtyp

ZNS Zentralnervensystem
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