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1. ZUSAMMENFASSUNGEN

1.1. Zusammenfassung

Im Allgemeinen wird angenommen, dass Veranderungen der freien Kalzium-Konzentration im
Zytoplasma eine Verbindung zwischen synaptischer Erregung und den intrazellularen
Prozessen zur Ausbildung von synaptischer Plastizitat darstellen. Postsynaptische Kalzium-
Speicher kénnen dabei die Kinetik solcher Kalzium-Veranderungen regulieren. Dendritische
Spines bzw. Excrescencen der CA3-Pyramidenzellen und Mooszellen im Hilus des Gyrus
dentatus enthalten den sogenannten Spine Apparat, der die Rolle eines solchen Kalzium-
Speichers Ubernehmen kann. Diese spezielle Organelle setzt sich aus Zisternen des glatten
endoplasmatischen Retikulums und dazwischen liegenden elektronendichten Platten
zusammen. Mit dem Spine Apparat ist das Aktin-bindende Protein Synaptopodin assoziiert. In
Synaptopodin-Knock-out Mausen werden, bei ansonsten unveranderter Morphologie der
Neurone, keine Spine Apparate ausgebildet. Dies geht mit einer reduzierten Langzeit-
potenzierung an der Synapse zwischen CA3- und CAl-Pyramidenzellen und einer
beeintrachtigten raumlichen Lern-Leistungen einher.

In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob der Spine Apparat an der Kalzium-
Dynamik wahrend der synaptischen Transmission beteiligt ist. Dazu wurden Kalzium-
Transienten in Excrescencen der Mooszellen in organotypischen Schnittkulturen von Wildtyp
und Synaptopodin-Knock-out Mausen miteinander verglichen. Fiur die Experimente wurden die
Patch-Clamp-Technik mit der Zwei-Photonen-Mikroskopie und der optischen Freisetzung von
Glutamat (Zwei-Photonen-Uncaging) kombiniert. Durch die lokale Freisetzung des
Neurotransmitters konnte eine direkte Korrelation zwischen den induzierten exzitatorischen
postsynaptischen Ereignissen und den gleichzeitig resultierenden Kalzium-Veranderungen an
individuellen Synapsen der Mooszellen hergestellt werden.

In den hier durchgefuhrten Experimenten wurde eine erhebliche Heterogenitat der
induzierten Signale in beiden Genotypen gefunden. Die Amplituden der exzitatorischen
postsynaptischen Strome und Potentiale und auch der Kalzium-Transienten zeigten von
Synapse zu Synapse eine hohe Varianz. Bei dem Vergleich der ermittelten Signale zwischen
Synaptopodin-Knock-out und Wildtyp konnte kein Unterschied gefunden werden. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass der Spine Apparat wahrend der basalen synaptischen Transmission

keine Rolle als zusatzliche Kalzium-Quelle spielt. Durch die pharmakologische Blockade der
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N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren konnte aul3erdem gezeigt werden, dass der Einstrom durch
diese Kanale die Hauptquelle fir synaptisch induzierte Kalzium-Transienten darstellt.

Des Weiteren wurden die Kalzium-Transienten wéhrend einer starken Stimulation der
Moosfaser-Synapse verglichen, die zur Induktion von synaptischer Plastizitat fuhren kann.
Dazu wurden durch Uncaging induzierte exzitatorische postsynaptische Potentiale und in die
Zelle zurlckpropagierende Aktionspotentiale miteinander kombiniert. Unter diesen
Bedingungen konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen festgestellt
werden. So waren die mittleren Kalzium-Transienten im Synaptopodin-Knock-out um etwa
25 % in ihrer Amplitude im Vergleich zum Wildtyp reduziert. Schlussfolgernd lasst sich sagen,
dass wahrend erhohter synaptischer Transmission der Spine Apparat als zusatzliche Kalzium-
Quelle in dendritischen Spines dient.

Durch diese Arbeit konnte ein erster direkter Hinweis gegeben werden, dass der Spine
Apparat die Rolle eines intrazellularen Kalzium-Speichers und Regulators der Kalzium-

Konzentration im Spine innehat.

1.2. Abstract

Generally, it is assumed that transient changes in the concentration of free cytoplasmic Ca®* in
dendritic spines link synaptic excitation to intracellular mechanisms underlying synaptic
plasticity. Postsynaptic Ca®" stores potentially can regulate the kinetics of these Ca?*
transients. It has been suggested that the so called spine apparatus, a structurally refined
derivative of the endoplasmic reticulum, presents such a Ca?* store in dendritic spines. This
special organelle consists of flat cisterns of smooth endoplasmic reticulum with intervening
electron dense plates. The large complex spines or thorny excrescences of hilar mossy cells
and CA3 pyramidal neurons contacted by the hippocampal mossy fibers typically contain a
spine apparatus. Together with the spine apparatus the actin-binding protein Synaptopodin is
closely associated. Previously it was found that mutant mice lacking Synaptopodin fail to
develop spine apparatuses in otherwise unchanged dendritic spines. The absence of
Synaptopodin is also accompanied by a reduced long term potentiation at the hippocampal
CA3-CALl synapse and an impaired spatial learning performance.

In this study, the hypothesis that the spine apparatus contributes to Ca®* kinetics during
synaptic transmission should be tested. For this purpose Ca®" transients in large complex

spines of mossy cells in entorhino-hippocampal organotypic slice cultures of wild type mice
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and Synaptopodin knockout mice were compared with each other. In these experiments, the
patch-clamp technique with two-photon Ca®* imaging and two-photon glutamate uncaging
were combined. Local photolysis of the caged compound MNI (4-methoxy-7-nitroindolinyl)-
glutamate allowed the correlation between the induced excitatory postsynaptic events and the
corresponding Ca®* changes at individual synapses of hilar mossy cells.

In the experiments performed here, a remarkable heterogeneity among the elicited
signals in complex spines in both wild type tissue and Synaptopodin knockout tissue were
found. The amplitudes of the elicited excitatory postsynaptic events as well as Ca®" transients
varied largely from synapse to synapse. The comparison of the detected signals between wild
type and knockout revealed no difference. It can therefore be concluded that during the basal
synaptic transmission the spine apparatus is not involved in calcium kinetics in spines or
serves as an additional calcium store. However, induced Ca?* transients were blocked by the
N-methyl D-aspartate (NMDA) receptor antagonist D-AP5, indicating that Ca** influx through
the NMDA receptor is essential for synaptically evoked Ca?" transients in large complex
spines.

In further experiments, calcium transients during strong stimulation of the mossy fiber
synapse were examined, which will lead to the induction of synaptic plasticity. For this reason
the combination of excitatory postsynaptic potentials evoked by glutamate uncaging with
backpropagating action potentials were used. Under these conditions, a significant difference
between Synaptopodin-knockout and wild type organotypic slice cultures has been proven.
The averaged calcium transients in the knockout showed a reduction in there mean amplitude
of 25 % in comparison with the wild type. Therefore it can be concluded that during increased
synaptic transmission the spine apparatus indeed plays a role as additional calcium source in
dendritic spines.

The present study will be the first direct indication that the spine apparatus serves as an
intracellular calcium store and is involved in the regulation of calcium kinetics in the dendritic

spines.
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2. EINLEITUNG

2.1. Der Hippocampus

2.1.1. Die Hippocampale Formation

Der Hippocampus gehort zu einer der evolutiondr altesten anatomischen Strukturen des
Gehirns und ist Bestandteil des Limbischen Systems. In der Ratte und Maus besitzt er eine
langgestreckte und kommaférmige Struktur mit einer septo-temporalen Ausrichtung und
verlauft rostrodorsal von den Septumkernen hin zum temporalen Kortex (Amaral und Witter,
1989). Eine schematische Darstellung der Lage des Hippocampus im Gehirn eines Nagers ist
in Abbildung 2.2 zu sehen. Der Hippocampus als Teil des limbischen Systems wird im
Allgemeinen mit dem Ort des Lernens und Gedachtnis und der Emotion in Verbindung
gebracht.

Wird dabei in der Wissenschaft allgemein vom Hippocampus gesprochen, so beinhaltet
diese Bezeichnung aber eher das funktionelle System der hippocampalen Formation. Diese
setzt sich zusammen aus den Regionen des eigentlichen Hippocampus (Hippocampus
proprius) mit den Unterregionen CALl bis CA3 (CA steht dabei fir Cornu Ammonis), dem
Gyrus dentatus (,dentate gyrus®, DG), dem Subiculum, dem Pr&- und Parasubiculum und dem
entorhinalen Kortex (EC). Diese beschriebene Untergliederung ist in Abb. 2.1 aus dem Review
van Strien et al. (2009) dargestellit.

Abb. 2.1: Die einzelnen Komponenten der Hippo-

campalen Formation:
DG - Gyrus dentatus, CAl1 und 3 -
Pyramidenzellband (Cornu Ammonis), Sub —

A35 Subiculum, PrS - Prasubiculum, PaS -
Parasubiculum, MEA — medialer entorhinaler
Kortex (EC), LEA - lateraler EC, A -
perirhinaler Kortex
(aus van Strien et al., 2009)
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Die exzitatorischen Prinzipalzellen des Hippocampus sind vor allem die grol3en
pyramidenférmigen Neurone in den CA-Regionen und die Kdrnerzellen im Gyrus dentatus.
AulRerdem gibt es eine Vielzahl an unterschiedlichen Interneuronen in allen Bereichen, die y-
Aminobuttersaure (GABA) als Transmitter verwenden (siehe Freund und Buszaki, 1996).

Der Hippocampus in sich zeichnet sich auch durch eine einzigartige und meist in eine
Richtung laufende neuronale Verschaltung der Prinzipalzellen der unterschiedlichen Bereiche
aus, oft als ,trisynaptischer Kreislauf‘ bezeichnet (Andersen et al., 1971). Die erste Station in
diesem intrinsischen hippocampalen Kreislauf ist der entorhinale Kortex (EC), der seine
neuronalen Eingange aus dem Neokortex bezieht (siehe dazu Abb. 2.2 — B). Die Axone der
Neurone aus dem EC, der sogenannte Tractus perforans (,perforant pathway®, PP),
projizieren auf die Dendriten der Kornerzellen in den zwei &aufleren Dritteln der
Molekularschicht und sind somit Haupteingangsquelle fir den Hippocampus. Die Koérnerzellen
wiederum innervieren mit ihren unmyelinisierten Axonen, besser bekannt als Moosfasern, und
den einzigartigen prasynaptischen Endigungen (Boutons) vor allem die grof3en und komplexen
Riesenspines der CA3-Pyramidenzellen in einer Unterschicht des Stratum radiatums, dem
Stratum lucidum. Die Axone dieser Neurone, die Schaffer-Kollateralen, projizieren dann auf
die Apikaldendriten der CAl-Pyramidenzellen im Stratum radiatum und lacunosum-
moleculare. Der Kreislauf wird letztendlich durch die Ruckprojektion der Zellen der CAl-
Region zum EC geschlossen. Ein vereinfachtes Schema dieser neuronalen Verschaltung im
Hippocampus ist ebenfalls in Abb. 2.2. — B zu sehen. Dabei liegt der trisynaptische Kreislauf
innerhalb einer Aneinanderreihung von parallelen transversalen Schnitten bzw. Lamellen des
Hippocampus (Andersen et al., 1971). Allerdings werden die longitudinalen axonalen
Ausdehnungen der Schicht Il Neurone im entorhinalen Kortex, der Mooszellen im DG und der
CA3-Pyramidenzellen nicht mit einbezogen und die Hypothese sollte in einigen Teilen
Uberdacht werden (siehe dazu Sloviter und Lomo, 2012).

Des Weiteren empfangt der Hippocampus extrinsische neuronale Eingange aus dem
medialen Septum und verschiedenen Gebieten des Hirnstamms, wie z.B. dem medialen
Raphe-Kern Uber den Fornix-Pfad. Aul3erdem gibt es extensive Verbindungen, die dorsalen
und ventralen kommissuralen Afferenzen, zwischen den Hippocampi der beiden Hirn-
Hemispharen. Der Hippocampus sendet seine Projektionen wiederum in die lateralen
praoptischen und hypothalamischen Hirnregionen, in septale Regionen, in den Thalamus, in
das rostrale Mittelhirn und zum Subiculum und EC. AulRerdem ist der Hippocampus uber die
Verbindung mit dem Mamillarkdrper in den von Papez 1937 postulierten Kreis der neuronalen

Grundlage der Emotionen (siehe Papez, 1995) eingebunden.
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Abb. 2.2: Lage und Verschaltung der Hippocampalen Formation; (A) schematische Darstellung

der Lage des Hippocampus im Gehirn eines Nagers, VergroRerung eines
transversalen Schnittes durch den Hippocampus mit integrierten Prinzipal-Zellen und
jeweiligen Projektionen (modifiziert nach Andersen et al. “The Hippocampus Book™;
2007); (B) vereinfachte Darstellung der Verschaltung des Hippocampus und anderer
beteiligter Hirnregionen; ausgehend vom Neokortex gelangen Projektionen uber
verschiedene Stationen, wie z.B. dem EC, zum Hippocampus (durchgezogene Linie)
und wieder zuriick (gestrichelte Linie); (modifiziert aus Treves und Rolls, 1994)

fi = Fimbria, CA1-3 = Pyramidenzellbdnder, DG = Gyrus Dentatus, PP = Tractus
Perforans (perforant pathway), EC = Entorhinaler Kortex, MF — Moosfaser, SC —
Schaffer-Kollaterale

2.1.2. Der Gyrus dentatus

Eine der Unterregionen der hippocampalen Formation ist der Gyrus dentatus. Dieser umfasst

drei Schichten (Kornerzellband, Molekularschicht und Hilus), die in Abb. 2.3 unter B dargestellt

sind. Die Prinzipal-Zellen des DG, die Kdrnerzellen, sind in einem ,U“- oder ,V“-férmigen
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Zellband in einer grofRen Anzahl sehr eng gepackt. Dabei wird der Anteil des Zellbandes, der
zwischen der CAl- und CA3-Region liegt, als suprapyramidales Blatt und der gegen-
Uberliegende Anteil als infrapyramidales Blatt bezeichnet. Der Abschnitt zwischen diesen
beiden Regionen ist der Scheitel (,crest). Die Dendriten der Neurone reichen in die relativ
zellfreie Molekulare Schicht (,molecular layer®, ML) und der Bereich den das Band einschlief3t
wird als polymorphe Schicht oder auch Hilus bezeichnet.

Neben den Kdrnerzellen sind im Gyrus dentatus noch diverse Interneurone vorhanden
und die am haufigsten auftretende und auch auffalligste Zelle im Hilus, die Mooszelle, die
spater separat beschrieben wird.

Die unmyelinisierten Axone der Kdrnerzellen benannte bereits Ramon y Cajal als die
sogenannten Moosfasern (MF). Diese Fasern projizieren nicht nur in die CA3-Region des
Hippocampus, sondern verzweigen sich und durchspannen den Hilus und bilden unter
anderem Kontakte mit den Mooszellen aus. Diese Endterminalen sind zumeist sehr grof3e
Strukturen und werden als Boutons bezeichnet und sind das Gegenstiuck der komplexen
dendritischen Riesenspines, den sogenannten Excrescencen, der Mooszellen und CAS-
Pyramidenzellen. So bildet in der Ratte z.B. eine einzelne Koérnerzelle Kontakt zu rund sieben
bis zwdolf Mooszellen aus (Ascady et al.,, 1998). Des Weiteren bilden die Moosfasern noch
kleinere Fortsatze aus, Uber welche hauptséchlich Interneurone kontaktiert werden (Acsady et
al., 1998). Genauere und weiterfihrendende Informationen Uber den Gyrus dentatus liefern
Amaral et al. (2007).

Da die Kornerzellen einen direkten neuronalen Eingang aus dem entorhinalen Kortex
Uber den Tractus perforans erhalten, ist der DG somit die erste Station fir die

Signalverarbeitung im Hippocampus.

2.1.3. Die Mooszellen im Hilus des Gyrus dentatus

Im Gyrus dentatus (DG) gibt es neben den Kornerzellen einen weiteren Typ von
Prinzipalzellen, die von Amaral (1978) erstmals ausfuhrlich beschriebenen und benannten
Mooszellen (Originalzelle ist in Abbildung 2.3 - A zu sehen). Diese Zellen liegen im
sogenannten Hilus. Diese auch als polymorphe Schicht bezeichnete Region liegt zwischen

dem dichten Kornerzellband und dem proximalen Ende des CA3-Pyramidenzellbandes.
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Die Mooszellen besitzen in der Regel ein sehr grofes und meist dreieckiges oder
multipolares Soma (20-25 um, Ribak et al., 1985). Aus diesem entspringen drei oder mehr
relativ starke priméare Dendriten, die im weiteren Verlauf diinner werden und sich drei bis vier
Mal verzweigen. Dabei durchziehen sie den gesamten Hilus, verlassen diesen allerdings nicht
(siehe Ubersicht der Dendriten und des Axons einer Mooszelle in Abb. 2.3 — B). Insbesondere
durchdringen die Dendriten typischerweise auch nicht die Kornerzellschicht. Als Namen
gebendes Merkmal der Mooszellen gelten die dornenartigen Auswlchse (,thorny
excrescences®), welche die proximalen Dendriten mit einer Entfernung von 40-80 um vom
Soma bedecken (Amaral, 1978). Sie haben groRe Ahnlichkeiten mit denen, die an den
proximalen Apikaldendriten der CA3-Pyramidenzellen zu finden sind (Frotscher et al., 1991).

Ein Beispiel fur eine solche Excrescence der Mooszellen ist in Abb. 2.3 unter C zu sehen.

2 um

Abb. 2.3: Charakteristische morphologische Merkmale der Mooszellen im Hilus des Gyrus Dentatus
(DG); (A) Original-Abbildung einer Mooszelle von Amaral 1978; (B) schematische
Darstellung des DG (adaptiert aus Andersen et al. ,The Hippocampus Book®, 2007),
Dendriten der Mooszellen erstrecken sich Uber den gesamten Hilus ohne diesen zu
verlassen, das weit verzweigte Axon terminiert im inneren Drittel der Molekularschicht;
(C) Aufnahme der charakteristischen Excrescencen an den proximalen Dendriten der
Mooszellen mittels der Zwei-Photonen-Mikroskopie.

GCL - Kornerzellband, ML — Molekularschicht, CA3 - Pyramidenzellband
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Dabei gehen die Excrescencen aus dem angrenzenden Dendriten durch einen einzelnen
Ansatz bzw. Hals hervor, der sich weiter verzweigt und dessen Endigungen sich zu einer Art
Knolle oder zu ungleichméaRig aussehenden Kopfen aufweiten (Chicurel und Harris, 1992).
AulRerdem enthalten sie meistens ein durchgehendes glattes endoplasmatisches Retikulum
(ER) und einige Spines zusatzlich Ribosomen, Multivesikulare Korper, Mitochondrien und
Mikrotubuli (EM-Analysen in der Ratte durch Chicurel und Harris, 1992). Im Allgemeinen
formen die einzelnen dendritischen Spines mit einem Volumen im Femtoliter-Bereich das
strukturelle Gerust fur den Grol3teil der exzitatorischen Synapsen im Gehirn und stellen dabei
biochemische, z.B. fur Kalzium-Signale, und elektrische Kompartimente dar (Lee et al., 2012).
Dabei weisen Spines eine hohe Heterogenitat in Struktur und Funktion auf.

Das grof3flachig verzweigte Axon der Mooszellen projiziert in die innere Molekular-
schicht (,inner molecular layer, IML) des ipsilateralen und kontralateralen DG (Ribak et al.,
1985, Buckmaster et al.,, 1996) und erstreckt sich hierbei Uber mehr als die Halfte des
Hippocampus in der septalen-temporalen Ausdehnung (West et al.,, 1979). Die Axon-
Endigungen bilden dabei asymmetrische Synapsen in der IML vor allem mit den Dendriten der
Kornerzellen aus und im Hilus mit GABAergen Interneuronen und mit Spines anderer
Mooszellen und nutzen dabei Glutamat als Neurotransmitter (Wenzel et al., 1997). Die Axone
der Mooszellen erweisen sich dadurch als die Hauptquelle der sogenannten erregenden
kommissuralen/assoziativen Projektion zum Gyrus dentatus.

Innerviert werden die Mooszellen Uber die gesamte Lange ihres Dendritenbaumes
hauptséachlich von den Moosfasern der Koérnerzellen (Frotscher et al., 1991), vor allem die
Excrescencen erhalten direkten erregenden Eingang von den glutamatergen Boutons. Im
Gegensatz zu CA3-Pyramidenzellen bestehen zusatzliche exzitatorische synaptische
Kontakte zwischen grol3en als auch kleineren MF-Boutons und den kleinen peripheren Spines
und distalen Dendriten der Mooszellen (Frotscher et al., 1991). Dabei besteht in etwa eine
Rate von Koérnerzelle zu Mooszelle von 100 zu 1 in der Ratte (Henze und Buzsaki, 2007). Die
Autoren prognostizieren aus dieser Rate, dass eine typische Mooszelle die synaptische
Aktivitdt von mehr als hundert Kdrnerzellen empfangt. Aufgrund der recht geringen Dichte der
MF-Endigungen im Hilus wurde hergeleitet, dass jede Kornerzelle nur eine oder zwei
Mooszellen mit den gro3en Boutons innerviert (Henze und Buzsaki, 2007). Nach Henze et al.
(2000) bildet eine Kérnerzelle ungefahr zehn Synapsen mit einer Mooszelle aus.

Durch elektrophysiologische Untersuchungen konnte auch ein inhibitorischer
synaptischer Anteil an der Transmission, nach Blockade der glutamatergen Transmission,

nachgewiesen werden (Scharfman, 1992 und Soltesz und Mody, 1994). Inhibitorische
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Eingange erhalten dabei die Mooszellen aus diversen intrinsischen GABAergen Kreislaufen im
Hilus, von den Korbzellen (,basket cells“) im Kornerzellband, vom kontralateralen Hilus und
vom medialen Septum (Soltez und Mody, 1994). Acsady und Kollegen (2000) zeigten in ihrer
Studie aufl3erdem, dass Cholecystokinin- und Parvalbumin-positive Interneurone im Hilus
bevorzugt Mooszellen innervieren. Zuséatzlich erhalten die Mooszellen direkte cholinerge
Eingange aus dem Septum (Deller et al., 1999), Eingdnge von einigen CA3-Pyramidenzellen
(Scharfman, 2007) und die distalen Dendriten der Zellen bilden asymmetrische und
symmetrische Kontakte mit Terminalen unbekannten anatomischen Ursprungs (Frotscher et
al., 1991) aus.

Mooszellen haben typischer Weise ein Ruhemembranpotential (RMP) von -63 mV
bis -65 mV und zeigen eine hohe spontane Aktivitat. Ihre Aktionspotentiale (APs) zeigen keine
oder nur eine geringe Nach-Hyperpolarisation (Scharfman und Schwartzkroin, 1988). Die
spontanen depolarisierenden Potentiale zeichnen sich durch eine auf3erordentliche Signal-
Grol3e und -Frequenz aus. Aul3erdem zeigten Analysen der exzitatorischen postsynaptischen
Potentiale (EPSPs) und Strome (EPSCs) grol3e Schwankungen innerhalb der Amplituden.
Dieses Muster entspricht einer direkten Moosfaser-Aktivierung (Scharfman, 1993 oder Livsey
und Vicini, 1992).

Mooszellen wurden bis zum heutigen Zeitpunkt umfangreich untersucht, weil sie eine
besondere Anfélligkeit in Form von Degeneration zeigen, die vor allem bei der
Temporallappen Epilepsie auftritt (Review siehe Ratzliff et al., 2002). Allerdings ist aus diesen
Befunden schwer auf die genaue Funktion zu schlielen und es werden immer wieder mehrere
vorherrschende Theorien diskutiert.

Klare Aussagen lassen sich Uber die Verschaltung der Zellen treffen. So erhalten die
Mooszellen durch die Moosfasern der Kérnerzellen erregende synaptische Signale und geben
durch ihre Axon-Endigungen in der inneren Molekularschicht ebenfalls ein starkes
exzitatorisches synaptisches Signal an die dendritischen Spines der Koérnerzellen ab. Auf
diese Weise bilden die Mooszellen mit den Koérnerzellen einen positiven Ruckkopplungs-
Kreislauf. AuRerdem konnen durch die weiten longitudinalen Axon-Projektionen Signale Uber
einen grol3en Bereich des Hippocampus bzw. Gyrus dentatus verteilt werden. Die
Kornerzellen liegen in derselben Lamelle des Hippocampus wie das Soma der Mooszelle, die
sie Uber die MF innervieren (Lamellen-Hypothese nach Andersen et al., 1971). Die Mooszelle
wiederum projiziert aus ihrer eigenen Lamelle heraus und endigt auf Kornerzellen und
Interneuronen in der inneren Molekularschicht des ispi- und kontralateralen DG distaler
Lamellen (Deller et al., 1999).
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Eine weitere wichtige Rolle der Mooszellen liegt in der indirekten Inhibition der
Kornerzellen. Mooszellen aktivieren vor allem im Hilus Interneurone, die wiederum eine
hemmende Wirkung auf die Kérnerzellen austiben. Im Allgemeinen kénnen die Mooszellen die
Funktion eines effektiven Modulators im Gyrus dentatus Ubernehmen. Aber letztendlich ist die
exakte Funktion der Mooszellen bis heute nicht ausreichend geklart bzw. nachgewiesen und

wird weiter diskutiert werden, wie die umfassende Betrachtung durch Scharfman (2013) zeigt.

2.1.4. Die Moosfaser-Synapse

Die dunnen unmyelinisierten Axone der Kornerzellen des Gyrus dentatus bilden mehrere
Typen von Synapsen mit exzitatorischen und inhibitorischen Zellen des Hilus und der CA3-
Region aus. Die auffalligste Form ist die Synapse zwischen den typischen grof3en Endigungen
(,Boutons®) und den Excrescencen der Mooszellen und CA3-Pyramidenzellen (Henze et al.,
2000). Ein Bouton hat einen Durchmesser von vier bis zehn Mikrometer und ist angefullt mit
tausenden kleinen synaptischen Vesikeln, vielen dichten Vesikeln (,dense-core vesicle®),
glattem ER und Mitochondrien (Henze et al., 2000 und Rollenhagen et al., 2007). Dabei
umhullt der prasynaptische Bouton die postsynaptische Excrescence, wie in Abb. 2.4
dargestellt ist (aus Hamlyn, 1962) und bildet mit dieser mehrere Aktive Zonen und mit dieser
assoziierte postsynaptische Dichten aus (Henze et al., 2000). So zeigten Chicurel und Harris
(1992) in einer elektromikroskopischen Untersuchung in der Ratte zwischen einem Bouton

und einer Excrescence der CA3-Pyramidenzelle mehr als 37 solcher synaptischer Kontakte.

Abb. 2.4: Die Endterminale der Moosfasern
(pre) umschlielt die komplexen
Spines bzw. Excrescencen (sp) an
den proximalen Dendriten der CA3-
Pyramidenzellen und Mooszellen
und bildet mehrere Moosfaser-
Synapsen aus, die Moosfasern sind
nicht myelinisiert (unmy), der Spine
Apparat (s) befindet sich in den
einzelnen Kodpfen einer Excrescence
(Abbildung aus Hamlyn, 1962)
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Im Gegensatz zu den klassischen exzitatorischen Synapsen im zentralen
Nervensystem (ZNS) werden neben Glutamat zusatzlich einige Neuropeptide wie z.B.
Dynorphin, Enkephalin und das Neuropeptid Y aus den MF-Boutons freigesetzt. Aul3erdem
enthalten sie weitere Neuromodulatoren wie ATP/Adenosin, ein hohes Level an Zink, GABA
(siehe dazu Henze et al., 2000 und Kobayashi, 2010) und den Wachstumsfaktor BDNF
(,Brain-derived neurotrophic factor®) aus der Gruppe der Neurotrophine (Dieni et al., 2012).

Die elektrophysiologische Charakterisierung der MF-Synapse an CA3-Pyramidenzellen
der Ratte durch Jonas et al. (1993) zeigte, dass der Hauptanteil der synaptischen
glutamatergen Transmission uber a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure-
(AMPA)- und Kainat-(KA)-Rezeptoren vermittelt wird. AuRerdem ist an der Ubertragung auch
eine N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Rezeptor abhéngige Komponente, allerdings mit einem
geringeren Anteil, beteiligt. Dabei wurden im Schnitt relativ groRe EPSCs von rund 70 pA (bis
zu max. 500 pA bis 1 nA) an dieser Synapse mit einer hohen Variabilitdt der synaptischen
Ereignisse detektiert. Im Vergleich dazu wurden an der Schaffer-Kollateral-Synapse an CAl-
Pyramidenzellen nur 7 pA im Durchschnitt gemessen (Urban et al., 2001).

An der MF-Synapse wurden mehrere fir diese Synapse typische Formen der
synaptischen Plastizitdt gefunden. So konnte eine grof3e Potenzierung von zwei gepaarten
Pulsen (,paired-pulse potentiation“) und eine Frequenz-Bahnung (,frequency facilitation®), bei
der durch eine ansteigende Stimulations-Frequenz eine Verstarkung der synaptischen Starke
erzeugt wird, experimentell gezeigt werden (siehe dazu die Ubersichtsarbeit von Nicoll und
Schmitz, 2005). Neben diesen Kurzzeit-Veranderungen konnten auferdem auch eine
Langzeit-Potenzierung (LTP) und -Depression (LTD) der synaptischen Transmission
festgestellt werden. Dabei sind all diese Formen der Plastizitat NMDA-Rezeptor unabhangig
und werden prasynaptisch ausgebildet, durch eine erhdhte Freisetzung an Neurotransmittern
(vor allem Glutamat) aus den synaptischen Vesikeln der Boutons. Experimente zur
Untersuchung der Plastizitst an der MF-Synapse wurden hauptsachlich an CAS3-
Pyramidenzellen durchgefuhrt, allerdings kamen Lysetskiy et al. (2005) zu den gleichen
Ergebnissen an der MF-Synapse der Mooszellen.

In den letzten Jahren wurde allerdings dargelegt, dass die Entwicklung der
synaptischen Plastizitat an der MF-Synapse betrachtlich komplexer ausfallt (Ubersicht siehe
Kerr und Jonas, 2008). In mehreren Studien (Kwon und Castillo, 2008 und Rebola et al., 2008,
2011) konnte eine postsynaptische Form der Langzeitpotenzierung gefunden werden, die
durch die NMDA-Rezeptoren vermittelt wird und die NMDAR-vermittelte synaptische

Transmission selektiv verstarkt. Dies involviert die Insertion von neuen NMDA-Rezeptoren in
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die postsynaptische Membran. Aul3erdem wird eine signifikante Akkumulation von
postsynaptischem Kalzium bendtigt, wobei die Hauptquelle des Kalziums der Einstrom durch
den NMDA-Kanal darstellt, um diese spezielle Form des LTPs zu induzieren (Kwon und
Castillo, 2008). Fur die Induktion wird, im Gegensatz zur traditionellen hochfrequenten
Stimulation (meistens eine Serie von mehreren Stimulationszyklen mit einer Frequenz von
100 Hz), eine niederfrequente Stimulation (nur ein Zyklus von circa einer Sekunde bei 25 Hz)
verwendet.

Beide beschriebenen Arten der synaptischen Plastizitat an der Moosfaser-Synapse
(Expression pra- oder postsynaptisch) konnen an einer individuellen Synapse gleichzeitig
existieren und somit unterschiedliche Rollen in den komplexen Netzwerk-Funktionen fur

Lernen und Gedachtnis einnehmen (Kerr und Jonas, 2008).

2.2. Der Spine Apparat und Synaptopodin

2.2.1. Der Spine Apparat

Neurone besitzen ein ausgepragtes und kontinuierliches Netzwerk aus glattem
endoplasmatischen Retikulum, das die gesamte Nervenzelle durchspannt (eine schematische
Ubersicht siehe Abbildung 2.5, entnommen aus dem Review von Berridge, 1998).

Spine apparatus

Abb. 2.5: Organisation des kontinuierlichen

S'?mc = / Netzwerkes aus ER in Neuronen,
ﬂp?)lz)ll:l(l:us % mit drei Beispielen fir lokale
SRRC PSD Spezialisierungen, von Berridge,

Bkt 1998 (Abbildung 2)
SSC=— PSD = Postsynaptische Dichte;
Mitochondrion — SRRC = Polyribosomen-Komplex

Nucleus

e j assoziert mit Synapse; SSC =
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Dabei besitzt das ER mehrfache lokale Spezialisierungen, zum Beispiel reicht es bin in die
dendritischen Spines und bildet dort oft den sogenannten Spine Apparat (SA).

Der Spine Apparat wurde erstmals 1959 durch Gray beschrieben (siehe Abb. 2.6 — A),
als spezielle Struktur im Zytoplasma der Spines des zerebralen Kortex. Die Organelle wird
dabei aus zwei bis drei oder mehreren ER-Zisternen mit dazwischenliegenden
elektronendichten Platten gebildet und kann, wie in Abb. 2.6 unter B erkenntlich (aus Gray,

1959), verschiedene Formen aufweisen.

f*7" " Dense band

Granular
material

\

Abb. 2.6: Der Spine Apparat (SA) in dendritischen Spines im zerebralen Cortex, (A) Ausschnitt aus
der originalen EM-Abbildung des SAs und (B) schematische Darstellung der
verschiedenartigen Gestaltungen des SA entnommen aus Gray (1959, Abbildung 1 und
12); die Organelle wird gebildet aus ER-Zisternen (,Sac“) und dazwischenliegnenden
elektronendichten Material (,Dense band®);
sp = Spine, s = Spine Apparat, pre = prasynaptisches Element, m = Mitochondrium

Bereits Tarrant und Routtenberg zeigten in ihren Studien von 1979, dass der Spine
Apparat in groBer Nahe zur postsynaptischen Membran zu finden ist. Dabei fanden die
Autoren, dass mehr als eine Zisterne rechtwinklig zur Membran ausgerichtet ist und es eine
enge physische Assoziation (Uber ,synaptic spinules®) zwischen dem SA und der
Postsynaptischen Dichte (PSD) gibt. Diese Beziehung zueinander weist auf eine Beteiligung
des SAs wahrend der synaptischen Aktivitat hin. Hierfir spricht auch der Befund, dass mit
steigender Gesamtflache der PSD die Anzahl der Zisternen des SAs zunehmen (Spacek und
Harris, 1997).
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Da der SA ein Abkbmmling des glatten ERs ist, sind Funktionen bei der Regulation von
Kalzium und weiteren intrazellularen Prozessen wie Transport und Synthese von z.B.
Proteinen und Rezeptoren denkbar. Allerdings ist bis heute die genaue Funktion des Spine
Apparates weitestgehend unbekannt, auch wenn die Rolle als lokaler Kalzium-Speicher haufig
diskutiert wird. Eine Betrachtung der Kalzium-Signale in den dendritischen Spines und eine
Zusammenfassung der verschiedenen Ergebnisse liefern dazu z.B. Rose und Konnerth (2001)
oder auch Higley und Sabatini (2012).

Uber die genaue Verteilung des glatten ERs bzw. des SAs in den dendritischen Spines
in den verschiedenen Hirnregionen gibt es mehrere zumeist elektronenmikroskopische
Untersuchungen. Bereits Hamlyn (1962) beschreibt in seiner Erst-Darstellung der Ultrastruktur
der Moosfaser-Synapse an den CA3-Pyramidenzellen den Spine Apparat als regelméaRigen
Bestandteil der komplexen Spines (siehe Abb. 2.4). Chicurel und Harris (1992) zeigten des
Weiteren, dass das ER in den verzweigten Spines der CA3-Pyramidenzellen im Hippocampus
der Ratte durchgehend prasent ist. Andere Autoren, wie Spacek und Harris (1997, siehe
Abbildung 6c) fanden in ihren Untersuchungen in CAl-Pyramidenzellen der Ratte, dass in
rund 93 % der groRen sogenannten ,Mushroom®-Spines ein glattes ER und in 82 % davon ein
voll entwickelter SA vorhanden war. Auch im visuellen Kortex der Maus wurden in 100 % der
»,Mushroom“-Spines ein SA gefunden (Spacek, 1985). All diese Untersuchungen lassen darauf
schlieBen, dass die Excrescencen an den proximalen Dendriten der Mooszellen zumeist auch
einen Spine Apparat besitzen und sich somit gut eignen, die Funktionen des SAs zu
erforschen. Die Purkinje-Zellen im Kleinhirn (Cerebellum) weisen auch ein Uberaus
kompliziertes Netzwerk an ER auf, das sich ebenfalls in die Dendriten und die zahlreichen
dendritischen Spines erstreckt. Allerdings werden in diesen Spines keine Spine Apparate
ausgebildet und zeigen im Vergleich zu Pyramidenzellen im Hippocampus eine andersartige
Kalzium-Signalkaskade (Svoboda und Mainen, 1999 und Sabatini et al., 2001).

Die Ausbildung des Spine Apparates ist ein rein postnataler Prozess. In komplexen
Spines von Ratten mit einem Alter von 15 Tagen (postnataler Tag 15 oder auch P15) wurden
zunreife“ Organellen mit nur wenigen glatten ER-Blasen gefunden, die sich zum adulten Tier
hin in einen komplexen und ausgereiften Spine Apparat mit mehreren Zisternen entwickeln
(Harris et al., 1992).
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2.2.2. Das mit dem Spine Apparat assoziierte Protein Synaptopodin

Eine direkte Verbindung zwischen dem Spine Appparat und einem Protein namens
Synaptopodin (Synpo) in Spines von Neuronen im Telencephalon konnte durch Deller et al.
(2000) gezeigt werden.

Charakterisiert wurde Synaptopodin bereits von Mundel et al. (1997) als ein lineares
Protein mit einer Masse von 100 Kilo-Dalton (kDA) im Gehirn, einem hohen Anteil an der
Aminosaure Prolin und einer engen Assoziation zu Aktin. Urspringlich wurde Synpo in einer
Verbindung zu den Aktin-Mikrofilamenten der Podozytenful3fortsatze in den Nierenkdrperchen
(Glomeruli) gefunden, wo es eine Rolle bei der Regulation von Riickzug und Verlangerung
dieser Fortsatze spielt. Aul3erdem wurde das Protein in verschiedenen Bereichen des
Gehirns, wie im Olfaktorischen Bulbus, im zerebralen Kortex, im Striatum und im
Hippocampus, gefunden. Allerdings gab es keine Expression im Cerebellum, was gut dazu
passt, dass in dieser Hirnregion keine Spine Apparate ausgebildet werden. Bei genaueren
Untersuchungen konnte die Boten-Ribonukleinsdure (MRNA) fir Synpo nur in den Zellkérpern
der Neurone und das exprimierte Protein nur in den dendritischen Schichten nachgewiesen
werden. In Immunhistochemischen Farbungen zeigt sich Synpo meist als punktférmige
Markierung vor allem in Spines und zu einem geringeren Ausmal’ in den Dendriten (Deller et
al., 2000). AuBBerdem ordnen sich die Synpo-positiven Punkte in einem charakteristischen
regionen- und schicht-spezifischen Muster an, das sogar auf Zellebene besteht (Bas Orth et
al., 2005). Die Grof3e und Lokalisation dieser Punkte decken sich dabei mit der Grof3e und
Lokalisation des SAs und zeigen die enge Verbindung von Synpo zu dieser speziellen
Organelle.

Der erste Nachweis von Synaptopodin als Protein im Gehirn konnte in Western-Blot-
Analysen durch Mundel et al. (1997) um den Postnatalen Tag 15 erbracht werden und ein
maximales Level der Expression im Gehirn von adulten Tieren. Eine genauere Analyse zeigte,
dass bereits ab P5 eine schwache Expression zu erkennen war, die im Zeitverlauf drastisch
zunahm und ab der zweiten postnatalen Woche das Niveau der adulten Tiere erreichte
(Czarnecki et al.,, 2005). Dabei folgte die Bildung von Synpo der Differenzierung der
Prinzipalneurone im Hippocampus. Zwischen P10 und P20 kommt es zu einem drastischen
Anstieg der Anzahl der dendritischen Spines, der wiederum von einer deutlichen Zunahme der
Synaptopodin-Expression begleitet ist. Die Proteinbildung folgt somit annahernd dem
zeitlichen Verlauf der Bildung der mit Synpo assoziierten Spine Apparate (Harris et al., 1992),

die vollentwickelt nicht vor P16 zu erkennen sind.
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Dass Synaptopodin eine wichtige Komponente des Spine Apparates ist, zeigten Deller
et al. (2003). Die Autoren entwickelten eine Knock-out (KO) Maus, bei der das Gen fir Synpo
ausgeschaltet wurde. Die KO-Mause entwickelten sich véllig normal und zeigten keinerlei
offensichtliche patho-histologische Veranderungen. Die Nieren, in denen eine starke
Expression von Synpo erfolgt, zeigten in ihrer Feinstruktur und Funktion ebenfalls keine
Defizite. Die Architektur des Gehirns war unverandert und die Neurone zeigten eine normale
Morphologie, Orientierung und Verzweigung der Dendriten mit ebenfalls normaler Anzahl bzw.
Dichte und GroRRe der Spines. Allerdings wurden bei ausfuhrlichen elektronmikroskopischen
Betrachtungen keinerlei Spine Apparate gefunden, nur gelegentliche glatte ER-Zisternen
(siehe nachfolgende Abb. 2.7 aus Deller et al., 2003).

Synaptopodin  Knock-out Mause
besitzen keinen Spine Apparat; (A)
Immunogoldmarkierung (schwarze
Punkte) von Synpo im WT (+/+)
assoziert mit dem SA (siehe Pfeil);
(B) KO (/) ohne SA; (O
durchschnittliche Verteilung des SA
in verschiedenen Hirnregionen

(aus Deller et al., 2003)

++ -
Striatum

Durch elektrophysiologische Untersuchungen konnte eine normale basale synaptische
Transmission festgestellt werden. Dagegen war eine Langzeitpotenzierung (LTP) an der
Schaffer-Kollateral-Synapse in CA1-Pyramidenzellen jedoch deutlich seltener induzierbar und
die erreichten Amplituden der Potenzierung waren in akuten Hippocampus-Schnitten von
Synpo-defizienten Mausen erheblich reduziert. Passend dazu wurde bei Verhaltenstests eine
Minderung in der Fahigkeit zum rdumlichen Lernen im ,Radial-Arm-Maze“ festgestellt. Des
Weiteren waren die KO-Mause weniger angstlich im Vergleich zu den Wildtyp-M&usen (im
.elevated-plus-maze test”) und eine reduzierte horizontale lokomotorische Aktivitdt konnte
bestimmt werden (,open-field-test”).

Die Synaptopodin Knock-out Maus ist demnach ein gutes Modell zur Untersuchung der
Funktion des Spine Apparates vor allem in Hinsicht auf seine Rolle als Kalzium-Speicher im
Spine und der Beteiligung an der synaptischen Transmission und Plastizitat.
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2.3. Zwei-Photonen-Mikroskopie und Glutamat-Uncaging

2.3.1. Prinzipien der Zwei-Photonen-Mikroskopie

Um hochaufldsende Beobachtungen der dynamischen Ver&nderungen von Struktur und
Funktion individueller Neurone in einem kompakten Gewebe durchfiihren zu kénnen, wurde in
den letzten beiden Jahrzehnten meist die Technik der Multiphotonen-Mikroskopie
angewendet. Vor allem die Zwei-Photonen-Mikroskopie ermdéglichte es den Wissenschaftlern
in kleinen Kompartimenten wie den dendritischen Spines Untersuchungen zur Kalzium-
Dynamik durchzufihren (siehe dazu Svoboda und Yasuda, 2006 und Zipfel et al., 2003).

Die erste Beschreibung des Prinzips der Zwei-Photonen-Anregung fur die Anwendung
in der Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgte durch Denk et al. (1990). Wé&hrend der Ein-
Photonen-Anregung bei der Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskopie wird ein Photon mit einer
kurzen Wellenlange z.B. 488 nm von einem Fluoreszenz-Farbstoffmolekul absorbiert und kann
dann wiederum ein einzelnes Photon der Fluoreszenz emittieren. Im Gegensatz dazu werden
bei der Zwei-Photonen-Anregung simultan (innerhalb von 0,5 Femtosekunden) zwei Photonen
mit einer langeren Wellenlange wie z.B. 960 nm durch das Molekll absorbiert. Die Energien
der beiden Photonen werden kombiniert, um das Molekil in den angeregten Zustand zu
versetzen und anschlieBend wiederum das Fluoreszenz-Photon auszusenden. Eine
Gegenuberstellung der beiden Prozesse ist in dem vereinfachten Jablonski-Schema in
Abb. 2.8 — A dargestellt.

Die Ein-Photonen-Anregung ist ein Prozess, der linear abhangig ist von der
einfallenden Lichtintensitdét und deshalb findet die Absorption innerhalb des gesamten
Anregungs-Lichtkegels statt (Helmchen und Denk, 2005). Multiphotonen-Prozesse werden oft
als nicht linear bezeichnet, da die Rate, mit der die Prozesse auftreten, eine nicht lineare
Abhéngigkeit zur Intensitat zeigen. Es besteht bei der Zwei-Photonen-Absorption somit eine
guadratische Abhangigkeit zur Lichtintensitat. Bei einer Verdopplung der Intensitat kommt es
dadurch zu einer vierfach erhdhten Fluoreszenz (Zipfel et. al., 2003). Um eine ausreichende
Fluoreszenz durch die Zwei-Photonen-Anregung zu erzeugen, werden hauptsachlich gepulste
Laser genutzt (Zipfel et. al., 2003). Diese erhthen die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Photonen
simultan mit dem Farbstoffmolekil interagieren kdnnen. Hierbei werden sehr héufig
durchstimmbare Ultrakurzpuls-Laser, wie z.B. sogenannte modengekoppelte Titan:Saphir-

Laser (Ti:Sa-Laser), verwendet. Die im Fokuspunkt des Lasers durch Zwei-Photonen-
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A Ein-Photonen- Zwei-Photonen-
Absoption Absoption
AN AN
S1 \i \i

ANND>
AN A

SO — —

7% Single-photon Two-photon
- . " ." excitation emission excitation emission

: CNCN O
Photons . - NN

Focal plane

Abb. 2.8: Vergleich zwischen Ein- und Zwei-Photonen-Anregung; (A) Schematische Darstellung der
Ein-Photonen- und Zwei-Photonen-Anregung in einem vereinfachten Jablonski-Schema,;
(B) Das linke Schema zeigt die ansteigende Konzentrierung der Photonen in der fokalen
Ebene (,focal plane®) durch die Objektiv-Linse (,lense“). Durch die lineare Natur der Ein-
Photonen-Anregung kommt es entlang der gesamten Z-Achse zu Emission von
Fluoreszenz (grine Kreise in der Mitte). Im Gegensatz dazu produziert die Zwei-
Photonen-Anregung nur in einem Punkt in der Fokusebene eine Emission von
Fluoreszenz durch ihre nicht-lineare Abhangigkeit (grine und weil3e Kreise rechts). Die
photographischen Abbildungen zeigen das Emissions-Profil von einer Ein- und Zwei-
Photonen-Anregung in einer Kivette mit einer grun fluoreszierenden Flussigkeit
(Abbildung 1 aus Ellis-Davies, 2011).
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Absorption generierte Fluoreszenz-Intensitat fallt dabei entlang der z-Achse quadratisch mit
der Entfernung von der Fokus-Ebene ab (Svoboda und Yasuda, 2006). Ein Ergebnis davon
ist, dass Fluorophore in einem ausschlie3lich sehr kleinen beugungsbegrenzten fokalen
Volumen angeregt werden. Als Folge der lokalen Anregung wird kein raumlicher Filter
(Lochblende oder auch ,pinhole®) im Detektionsweg bendtigt, im Gegensatz zur konfokalen
Mikroskopie, bei der die resultierende Fluoreszenz Uber die Scan-Spiegel und durch eine
Lochblende auf die Detektoren geleitet wird. So kbnnen in der Zwei-Photonen-Mikroskopie alle
emittierten Fluoreszenz-Photonen (auch die am Gewebe gestreuten) aus dem gesamten
Gesichtsfeld in alle Richtungen detektiert und die Effizienz dramatisch erhdht werden. Eine
Gegenuberstellung der Ein- und Zwei-Photonen-Anregung ist in Abb. 2.8 — B zusehen (aus
Ellis-Davies, 2011).

Die Restriktion der Multiphotonen-Anregung verringert dadurch auch das Bleichen
eines Fluorophores, die Schadigung eines Gewebes (Photo-Toxizitat) aul3erhalb der
Fokusebene (Zipfel et al., 2003) und aufRerdem das Hintergrundsignal im Vergleich zur
konfokalen Mikroskopie mit ultravioletter-(UV)-Anregung (Sako et al., 1997). In kompakten
Nervengeweben, wie z.B. in organotypischen Schnittkulturen, wird Licht mit einer sichtbaren
Wellenlange besonders stark gestreut (Denk et al., 1994), und vor allem in groReren Gewebe-
Tiefen kommt es durch diese starke und vielfache Lichtstreuung zu einer Verzerrung und
Unschérfe der Abbildungen (Helmchen und Denk, 2005). Bei der Zwei-Photonen-Anregung in
einem Wellenlangen-Bereich von Rot oder Infrarot (IR) ist die Streuung erheblich reduziert und
daher die optische Eindringtiefe in ein Gewebe verbessert und eine hohere raumliche
Auflésung seitlich (lateral) und senkrecht (vertikal) mdglich (Denk et al., 1994).

2.3.2. Die optische Freisetzung von Neurotransmittern (Uncaging)

Die synaptische Aktivitat und vor allem die synaptische Plastizitat von Neuronen war und ist
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (siehe Reviews von Segal, 2005; Muller et al., 2002;
Zucker und Regehr, 2002 oder speziell fur die MF-Synapse Nicoll und Schmitz, 2005). Dafur
entwickelten die Wissenschaftler viele Methoden, um einzelne Neurone zu stimulieren
und/oder elektrophysiologisch ableiten zu kénnen. Weit verbreitete Techniken dabei sind die
elektrische Stimulation Uber eine Elekirode oder auch eine lokalen Verabreichung einer
Substanz zur Manipulation einer Nervenzelle. Auf diesem Level ist es allerdings sehr schwer,

wenn nicht sogar unmaoglich, einen einzelnen Spine oder auch eine individuelle Synapse
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kontrolliert zu aktivieren. Besondere Probleme stellten dabei kompakte Gewebe wie z.B.
Akutschnitte oder Schnittkulturen dar.

Vor allem bei der Untersuchung der synaptischen Vorgange an der speziellen
Moosfaser-Synapse zwischen Kornerzelle und Mooszelle ist es mit den traditionellen
Methoden fast unmoglich eine individuelle Synapse zu stimulieren. Die Axone der
Kornerzellen durchziehen den Hilus in Form zahlreicher dinner Faszikel und nicht in einem
kompakten Faserblndel und sind somit fur eine elektrische Stimulation schwer zuganglich.
Des Weiteren bilden ein Moosfaser-Bouton und eine Excrescence nicht nur eine, sondern eine
Vielzahl an Synapsen aus, z.B. laut Henze et al. (2000) in CA3-Pyramidenzellen zwischen drei
und achtzig. Eine lokale Verabreichung von manipulativen Substanzen wird somit auch immer
mehrere Synapsen aktivieren.

Eine Technik, die eine raumlich selektive Stimulation individueller Synapsen erméglicht,
ist das optische Freisetzen von Neurotransmittern durch Licht (Uncaging). Dabei wird das
gewunschte Molekul durch die chemische Modifikation mit einer Schutzgruppe, die durch Licht
abgespalten werden kann, biologisch inaktiviert (Ellis-Davies, 2007). Durch kurze Belichtung
(zumeist im UV-Spektrum) kommt es zur Spaltung und in Folge dessen zu einem Anstieg der
Konzentration des jetzt biologisch aktiven Molekuls. Diese freigesetzten Botenstoffe konnen
nun an dem entsprechenden Zielort, wie z.B. den synaptischen Rezeptoren, binden und
zellulare Prozesse auslosen.

Vorteile dieser speziellen Methode liegen darin, dass die Freisetzung des Biomolekuls
sehr schnell und repetitiv erfolgen kann und dass fein graduierte Konzentrationsanderungen
des Molekdls in Abhangigkeit von der Stimulationsstarke erreicht werden kénnen (Ellis-Davies,
2007).

Gerade die Verwendung inaktivierter Neurotransmitter eignet sich besonders als
Hilfsmittel flr die kontrollierte Stimulation von Synapsen oder auch extrasynaptischen
Transmitter-Rezeptoren. Dabei bieten sie den Vorteil, dass nur ein einzelner und spezieller
Neurotransmitter freigesetzt und dessen Wirkung untersucht werden kann, wohingegen bei
einer elektrischen Stimulation auch andere Substanzen aus der axonalen Terminale mit
ausgeschuttet werden. Die Aktivierung von Spannungs-gesteuerten Kanalen zur Transmitter-
Freisetzung aus der Prasynapse ist nicht erforderlich. Durch die Kontrolle des Uncaging-
Volumens kdnnen viele Rezeptoren oder auch mehrere Synapsen gleichzeitig aktiviert werden
(Ellis-Davies et al., 2007).

Viele chemisch maskierte (,caged“) Substanzen finden ihre Anwendung in der
konfokalen Mikroskopie und werden im UV-Bereich freigesetzt. Dabei gelten all die

Einschrankungen wie bereits fur die Ein-Photonen-Anregung im vorrangegangenen Kapitel
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beschrieben. Durch die Entwicklung von chemisch maskierten Substanzen, die auch in der
Zwei-Photonen-Mikroskopie eingesetzt werden, konnen diese Nachteile vermieden werden.
Wie bereits fur die Zwei-Photonen-Anregung beschrieben, kdnnen diese Substanzen in einem
sehr kleinen und fokal begrenzten Volumen freigesetzt werden. AuRerdem ist die Freisetzung,
im Gegensatz zu UV, auch in tiefen Schichten von Geweben mdglich, die Streuung des
Lichtes (vom Laser) ist verringert und die Verwendung langerer Wellenlangen ist weniger
toxisch fur lebende Zellen, insbesondere fir Langzeitbeobachtungen (siehe dazu auch der
Vergleich zwischen Zwei-Photonen und UV-konfokale Mikroskopie von Sako et al., 1997).

FUr die Untersuchung exzitatorischer Synapsen und deren Funktion hat sich im
Allgemeinen das fur die Zwei-Photonen-Mikroskopie geeignete 4-Methoxy-7-nitroindolinyl-
Glutamat kurz MNI-Glutamat (Matsuzaki et al., 2001) durchgesetzt, obwohl es mittlerweile
eine ganze Anzahl an chemisch maskierten Glutamat-Derivaten gibt (siehe Auflistung bei Ellis-
Davies, 2013). Durch das Zwei-Photonen-Uncaging des maskierten Glutamats koénnen
lokalisiert und kontrolliert einzelne Spines bzw. individuelle Synapsen stimuliert werden. Dabei
wird das MNI-Glutamat, das biologisch inaktiv ist, durch zumeist kurze Laserpulse bei einer
Wellenlange von rund 720 nm gespalten. Das jetzt aktive Glutamat kann an die verschiedenen
Glutamat-Rezeptoren, binden. Eine schematische Darstellung der Wirkungsweise des Zwei-

Photonen Ungagings ist in Abb. 2.9 zu finden.
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Abb. 2.9: Lokalisierte Stimulation eines Spines durch Zwei-Photonen Freisetzung von Glutamat
(Uncaging); (A) Allgemeines Funktionsprinzip: durch einen kurzen Laserpuls wird der
Neurotransmitter freigesetzt und kann an die Zielrezeptoren binden und diese
aktivieren; (B) durch das Zwei-Photonen Uncaging kann in einem kleinen Volumen die
Substanz freigesetzt werden und somit kann ein einzelner Spine bzw. eine einzelne
Synpase kontrolliert stimuliert werden
(Abbildung aus Judkewitz et al., 2006)
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2.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Untersuchung der Hypothese, dass der Spine Apparat an der
Kalzium-Dynamik wahrend der synaptischen Transmission als zusatzliche Kalzium-Quelle
beteiligt ist. Dazu sollen Kalzium-Transienten in Excrescencen der Mooszellen im Hilus des
Gyrus dentatus in organotypischen Schnittkulturen von Wildtyp und Synaptopodin-Knock-out
Mausen miteinander verglichen werden. Fir die Experimente werden die Patch-Clamp-
Technik mit der Zwei-Photonen-Mikroskopie und der optischen Freisetzung von Glutamat

(Zwei-Photonen-Uncaging) kombiniert.

Untersucht werden soll die basale synaptische Transmission mittels Induktion von
einzelnen exzitatorischen postsynaptischen Stromen (UEPSCs) und postsynaptischen

Potentialen (UEPSPSs) durch Glutamat-Uncaging an individuellen Synapsen.

AuBerdem soll durch spezifische pharmakologische Blockade ionotroper Glutamat-
Rezeptoren die Beteiligung der postsynaptischen Rezeptoren an den elektrophysiologischen

Antworten und Kalzium-Signalen analysiert werden.

Des Weiteren sollen resultierende Kalzium-Transienten wahrend einer starken
Stimulation, die zur Induktion von synaptischer Plastizitat fuhren kann, zwischen den
Genotypen verglichen werden. Dazu sollen die durch Uncaging induzierten exzitatorischen
postsynaptischen Potentiale und in die Zelle =zurickpropagierende Aktionspotentiale

kombiniert werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

Fur alle in dieser Untersuchung verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Gerate

sind die genauen Bezeichnungen und Bezugsquellen im Anhang (Abschnitt 7.1.) aufgelistet.

3.2. Methoden

3.2.1. Gewebekultur

3.2.1.1. Versuchstiere

Fur diese Arbeit wurden homozygote Mause, entweder Wildtyp (WT) oder Synaptopodin
Knock-out (KO, Deller et al., 2003) mit einem C57/Bl6-Hintergrund, mit einem Alter von drei
bis funf Tagen (postnatal, P3 bis P5) verwendet. Die Haltung und Tétung der Tiere erfolgte
gemal den deutschen Richtlinien zum Umgang mit Versuchstieren.

3.2.1.2. Pr&paration

Die Herstellung der organotypischen Schnittkulturen des entorhino-hippocampalen Komplexes
erfolgte nach der von Stoppini, Buchs und Muller (1991) entwickelten Methode und wurde
unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

Die Jungtiere wurden mit einer grol3en Schere dekapitiert und die Schnittflache und

Kopfhaut mit Isopropanol desinfiziert. Anschliel3end konnten die Kopfhaut und die Schadel-
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decke mit sterilem Besteck vorsichtig entfernt werden. Das so freigelegte Gehirn wurde mittels
eines Spatels in ein vorbereitetes Petri-Schalchen mit kaltem Praparationsmedium (genaue
Zusammensetzung siehe Anhang unter Abschnitt 7.2. Medien und diverse LdAsungen)
Uberfuhrt. Alle weiteren Schritte erfolgten unter einem Stereomikroskop.

Der frontale Kortex wurde zusammen mit dem Riechkolben durch einen koronaren
Schnitt entfernt und das Kleinhirn vom Rest des Gehirns abgetrennt. Durch einen
Sagitalschnitt wurden schlie3lich die beiden Hemispharen voneinander getrennt und in ein
neues Petri-Schalchen vorsichtig Uberfuhrt. Das Umsetzen gewahrleistete dabei eine Situation
von relativ konstanten reduzierten Temperaturen wahrend der Praparation, was eine optimale
Entwicklung der Kulturen beginstigte. AuRerdem wurden die beiden Hirn-Hemispharen auch
im sterilen Praparationsmedium gespult und dadurch die Anzahl von potentiell infektiosen
Mikroorganismen, in Hinsicht auf die lange Haltung der Schnitt-Kulturen, verringert.

Nach dem Entfernen des Mittelhirns wurde der Hippocampus mit dem am temporalen
Pol befindlichen entorhinalen Kortex isoliert. AnschlieRend wurden 300 pm dicke transversale
Schnitte (Schema siehe Abb. 3.1 — A) mittels eines Gewebeschneiders angefertigt. Mithilfe
von zwei Spateln konnten nun die Schnitte mittig auf die mit Praparationsmedium
angefeuchtete Kulturmembran aufgelegt werden. Auf jeder Membran befand sich letztendlich
jeweils nur ein Schnitt (eine schematische Darstellung siehe Abb. 3.1 -B). Von jedem
Hippocampus konnten meist drei Schnitte und somit von einem Tier im Mittel sechs Kulturen

gewonnen werden.

3.2.1.3. Kultivierung

Die Membranen mit den angefertigten Schnittkulturen wurden in Falcon™ Multiwell-
Zellkulturplatten (6-well) mit 1,2 ml Inkubations-Medium (Rezeptur siehe Anhang
Abschnitt 7.2.) uberfihrt und in einem COs-Inkubator bei 37° C, 5 % CO, und mit einer
Luftfeuchtigkeit von 95 % gehalten.

Jeden zweiten Tag erfolgten anschlie3end eine Begutachtung der Kulturen hinsichtlich
der Qualitdt der Schnitte und moglicher Infektionen und das Auswechseln des Inkubations-
Medium. Fur die hier durchgefiuihrten Experimente wurden die organotypischen Schnitte 25 bis
35 Tage in Kultur gehalten (Days In Vitro, DIV 25-35), um die Ausreifung der Zellen bzw. der

Spines und des Spine Apparates zu gewabhrleisten.



3. MATERIAL UND METHODEN 38

Millicell-
Membran Schnitt-

/ kultur
: \

Inkubations-
medium

Zellkultur-
platte

Abb. 3.1: Herstellung einer organotypischen Schnittkultur des Komplexes aus Hippocampus und
enthorinalen Kortex; A schematische Darstellung der Lage des Hippocampus im Gehirn
eines Nagers und der erzeugten transversalen Schnittkulturen, integriert sind die Zellen
bzw. Zellbander der Prinzipalneurone im Hippocampus und ihre jeweiligen Projektionen
(modifiziert nach: Andersen et al., “The Hippocampus Book™ 2007); B lllustration des
angewendeten Kultivierungs-Verfahrens, die Gewebe-Kultur liegt dabei auf einer
Membran und sollte nicht mit dem Inkubationsmediums bedeckt sein (modifizierte
Darstellung der Abb. 1A aus Stoppini et al., 1991), Aufnahme einer frisch préaparierten
Schnittkultur einer Maus im Alter von P4
fi = Fimbria, CA1-3 = Pyramidenzellbander, DG = Gyrus Dentatus, pp = Tractus
Perforans (perforant pathway), EC = Entorhinaler Kortex

3.2.2. Immunhistochemische Farbung

Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden die organotypischen Schnittkulturen beider
Genotypen (KO und WT) bis zu einem Alter von circa 19-20 Tagen wie oben beschrieben
gehalten (DIV 19-20). Nach der Kultivierung konnten die Mooszellen unter dem Mikroskop
mittels der Patch-Clamp-Technik (exakte Beschreibung folgt in Abschnitt 2.2.4. Elektro-
physiologie) mit einem Farbstoff, in diesem Falle mit 100 uM Alexa Fluor® 488 Dextran, gefullt

werden.
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Anschlie3end erfolgte eine Immersions-Fixierung mit einer 4 %igen Paraformaldehyd-
Losung (PFA) in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (PB), beide Rezepturen sind im Anhang in
Abschnitt 7.2. zu finden, fur circa 2,5 h bei Raumtemperatur (RT) und Uber Nacht bei 4° C.
Nach mehrmaligem Sptlen in 0,1 M PB konnten die fixierten Kulturen mit einem Vibratom auf
50 um geschnitten werden.

Zuerst wurde eine Vorinkubation der Schnitte mit einer Lésung mit 5 % Normal Goat
Serum (NGS) in 0,1 M PB bei RT fir eine halbe Stunde durchgefiihrt. Danach erfolgte die
Inkubation in der priméaren Antikdrper-Losung, bestehend aus 1 % NGS, 0,1 % NaNgs, 0,1 %
Triton X-100 und dem Erstantikérper Rabbit-anti-Synaptopodin in einer 1:10.000 Verdinnung
(SE-19, Sigma) in 0,1 M PB, uber zwei Tage bei 4° C. Die Schnitte wurden nach erneutem
mehrmaligen Spilen mit 0,1 M PB mit dem Zweit-Antikérper (Alexa 594 Goat-anti-Rabbit
1:500 in 0,1 M PB) Uber Nacht ebenfalls bei 4° C inkubiert. Zum Abschluss erfolgte noch eine
Markierung der Zellkerne zur besseren Orientierung im Schnitt mit Diamidino-phenylindol-
dihydrochlorid (DAPI) mit einer Verdiinnung von 1:10.000 in 0,12 M PB (30 min bei RT).

Letztendlich wurden die Schnitte auf einen Objekttrager aufgezogen und mit einem fir
die Fluoreszenz-Mikroskopie geeigneten Eindeckmediums und einem kleinen Deckglas
eingeschlossen.

Die so gefarbten Schnitte, entweder mit oder ohne die markierten Mooszellen, konnten
nun mit einem konfokalen Mikroskops (LSM 510, Zeiss) untersucht werden. Dazu wurde
hauptsachlich ein Plan-Neofluar 40x/1,3 Ol DIC Objektiv benutzt und es wurden Aufnahmen
(Z-Stapel) mit einer Voxel-Gréf3e von 0,12 um (x,y) und 0,3 um (z) angefertigt. Aus den so
entstandenen Rohdaten wurden mit dem Programm ImageJ Abbildungen der mit Farbstoff

gefullten Mooszellen und der immunhistochemischen Markierung von Synaptopodin erstellt.

3.2.3. Immunogold-Markierung (EM) von Synaptopodin

Die Immunogold-Markierung von Synaptopodin (Synpo) in den Spines bzw. Excrescencen der
Mooszellen in organotypischen Schnittkulturen erfolgte vor der Einbettung (,Pre-Embedding®)
fur die Elektronen-Mikroskopie (EM).

Die Fixierung der Wildtyp-Kulturen erfolgte daflr nach 26 Tagen in Kultur (DIV 26) mit
einer Fixierldsung fur die EM (siehe Abschnitt 7.2. im Anhang unter Fixativ fur die EM-Immun-

zytochemie) tiber rund 2,5 h bei RT unter mehrmaligen Wechsel der Losung. Daran schloss
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sich eine Postfixierung mit einer 4 %igen PFA-LOsung an (Rezeptur siehe ebenfalls im
Anhang unter Abschnitt 7.2.) Gber Nacht bei 4° C. Nachdem die fixierten Kulturen am darauf-
folgenden Tag mehrmals mit 0,1 M PB gespiilt wurden, konnten diese anschliel3end in kaltem
PB mit einem Vibratom auf 50 um horizontal geschnitten werden.

Eine Vorbehandlung der Schnitte mit einer kryoprotektiven Ldsung, bestehend aus
12,5 % Saccharose und 5 % Glycerin in 50 mM PB, erfolgte bei RT fir eine halbe Stunde.
Anschlie3end wurden sie Uberfuhrt in eine weitere 50 mM PB-Losung mit diesmal 25 %
Saccharose und 10 % Glycerin und fir 1 h bei RT inkubiert. Die Permeabilisierung der
Membran erfolgte durch das Schockfrosten der Schnitte flr 2-3 s in Isopentan in flissigem
Stickstoff. Nach einer kurzen Verweildauer in der kryoprotektiven Lésung mit hdherem Gehalt
an Saccharose und Glycin erfolgten zwei jeweils 10 minltige Spul-Schritte, zuerst in 50 mM
PB und anschlieBend in einer 50 mM Tris-gepufferter Kochsalzlosung (TBS, 0,9 %
Natriumchlorid).

Danach erfolgte eine Vorinkubation in einer Blockierungs-Losung bestehend aus 10 %
NGS in 50 mM TBS fur eine halbe Stunde bei RT. Mit der Erstantikdrper-Lésung, zusammen-
gesetzt aus 2% NGS in 50 mM TBS und dem Erstantikdrper Rabbit-anti-Synaptopodin
(SE-19, der gleiche Antikdrper wie unter Abschnitt 2.2.3. verwendet) in einer Konzentration
von 1:2.000, wurden die Schnitte bei 4° C fir zwei Tage inkubiert. Die Schnitte wurden tber
40 min mit 50 mM TBS unter mehrmaligem Wechsel der Lésung gespilt. Hierauf erfolgte die
Inkubation mit einem sekundéren Nanogold-Antikérper (1,4 nm Gold-konjugiert Goat- anti-
Rabbit) in einer Verdinnung von 1:100 bei 4° C Uber Nacht.

Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte bei zweimaligem Wechsel mit 50 mM
TBS fir 20 min gespilt und des Weiteren in eine 25 mM Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(PBS) Uberfuhrt und nochmals 20 min gewaschen. Eine Postfixierung mit 1 % Glutaraldehyd in
25mM PBS fur 10 min bei RT schloss sich an. Das Fixativ wurde durch 25 mM PBS
ausgewaschen und anschlieRend erfolgten zwei weitere Spul-Schritte in Aqua bidest (ddH,0)
fur 30 s. Eine Intensivierung der Gold-Nanopartikel mit Silber (HQ Silver ™ Enhancement Kit)
wurde unter dunklen Bedingungen flr eine Dauer von circa 8 min durchgefiihrt. Anschliel3end
erfolgte nach mehrmaligem Spulen der Schnitte in ddH,O und zum Schluss in normalen 0,1 M
PB eine Nachfixierung mit einer 1 %igen Osmiumtetroxidlosung (OsOg4 in 0,1 M PB) fur 35 min
bei RT. Nach wiederholtem Waschen in 0,1 M PB und nach 10 minutiger Behandlung mit
50 % Ethanol (EtOH) folgte eine Inkubation mit einer 1 %igen Uranylacetatlésung in 70 %
EtOH fur 35 min bei RT, um eine Negativkontrastierung der Schnitte zu erhalten. Vor der

Flacheinbettung in Durcupan wurden verschiedene Dehydrierungs-Schritte (jeweils 10 min in
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90 %, 95 % und zwei Mal in 100 % EtOH) und weiteres Waschen (zwei Mal fur jeweils 15 min)
in Propylenoxid durchgefuhrt.

Ultradiinn-Schnitte wurden hergestellt und auf Formvar-beschichtete Kupfer-Netzchen
(Grids) aufgezogen. Diese konnten letztendlich unter einem Phillips-CM 100 Elektronen-
mikroskops angeschaut und Aufnahmen der mit Synaptopodin markierten Spine Apparate in
komplexen Spines von Mooszellen angefertigt werden.

3.2.4. Elektrophysiologie

Die Schnittkulturen auf den Millicell Membranen wurden zu Beginn eines Experimentes
mehrmals in einer kunstlichen N&hrlésung (ACSF, genaue Zusammensetzung siehe Anhang
Abschnitt 7.2.) kurz gespult, um das serumhaltige Inkubations-Medium zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Kulturen direkt in eine individuell gefertigte Messkammer des
Mikroskops transferiert und mit genau 700 pl ACSF mit MNI-Glutamat (20 mM) bedeckt. Die
Begasung der Losung mit angefeuchtetem Carbogen (5 % CO, und 95 % O,) zur Einstellung
des richtigen pH Bereichs erfolgte Uber zwei integrierte Kanéale im Deckel der Messkammer.
Dieser diente auch dazu, die Membran ein wenig unter Spannung zu halten, um Bewegungen
der Kultur bzw. der Zellen zu minimieren. Dies ermdéglichte im weiteren Verlauf der
Experimente einen zumeist konstanten Zugang zu den Zellen (Patch-Clamp-Technik) und
stabile Bedingungen fur die Abbildungsverfahren (Imaging) und die optische Glutamat-
Freisetzung (Uncaging). Eine integrierte Heizung im Deckel erwarmte aul3erdem das ACSF
auf eine Temperatur von circa 33° bis 34° C, die Uber das gesamte Experiment automatisch
aufgezeichnet und geregelt wurde. Bei dieser Temperatur erfolgten auch alle experimentellen
Messungen. Um die Verdunstung von Wasser auszugleichen und eine konstante Osmolaritat
des ACSFs zu gewahrleisten, wurde mittels einer Peristaltischen Pumpe gleichmafig Wasser
mit einer Rate von ungefahr 3,2 pl pro Minute zugefthrt.

Die grolRen Somata der Mooszellen im Hilus des Gyrus dentatus (Hilar Mossy Cells)
wurden mit Hilfe der Infrarot (IR) Gradientenkontrast-Mikroskopie (Dodt und Zieglgansberger,
1994) uber eine CCD-Kamera identifiziert und aufgenommen (Bespielbild siehe Abb. 3.2). Fur
die Experimente wurden meist Mooszellen im Hilus am suprapyramidalen Blatt der

Kornerzellen nah des Zellbandes ausgewahlt.
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suprapyramidal

e o ]

Abb. 3.2: Abbildung einer lebenden Mooszelle in einer organotypischen Schnittkultur;
Schematischer Aufbau des DG (adaptiert aus Andersen et al., 2007 ) mit vergré3ertem
Ausschnitts aus dem Hilus; Aufnahme mittels IR-Gradientenkontrast-Mikroskopie (Dodt
und Zieglgansberger, 1994); In der Mitte ist der groRe Zellkoérper einer Mooszelle (WT,
P5, DIV 27) nach erfolgreichem Patchen mit der Pipette zu sehen. Weiterhin erkennbar
sind kleinere Somata anderer Zellen und das diffus aussehende Neuropil.

GCL — Kérnerzellband, ML — Molekularschicht, CA3 - Pyramidenzellband

Um die elektrophysiologischen Signale der Mooszellen aufzunehmen, wurde ein
Zugang in der ,Whole-Cell* Konfiguration zu den Zell-Somata mittels der Patch-Clamp-
Technik hergestellt. Dabei wurden Pipetten aus Borosilikat-Glaskapillaren verwendet, die mit
einem Elektrodenziehgeréat hergestellt wurden. Die Patch-Pipetten hatten dabei im Schnitt
einen Widerstand von 6 bis 11 MQ. Um eine Stabilitdt der Messungen Uber einen langeren
Zeitraum zu gewabhrleisten, wurde ein kleiner piezo-getriebener Mikromanipulator verwendet.
Die Elektrodenspitze wurde bei allen Experimenten mit einer farbstofffreien intrazellularen
Ldsung (Rezeptur siehe im Anhang Abschnitt 7.2.) geflllt, um wahrend des Patchens (bis zur
Seal-Bildung) eine starke Hintergrundfarbung im Schnitt zu vermeiden.

Jeweils vor Beginn und nach Beendigung der Experimente (vor erster Testpulsreihe
und nach dem Potenzierungsprotokoll) wurden das Ruhemembranpotential und der
Serienwiderstand der Zelle gemessen. Das Membranpotential lag direkt nach dem Patchen
meist zwischen -55 bis -65 mV. Fur die Messungen in der Voltage-Clamp-Konfiguration (VC)
wurden die Zellen bei einer Spannung von ungefahr -60 mV geklemmt. In der Current-Clamp-
Konfiguration (CC) wurde bei Bedarf ein konstanter Strom in die Zelle injiziert, um das
Membranpotential bei rund -60 mV zu halten. Fir beide Bedingungen galt, dass bei einer
Strominjektion von mehr als -150 pA oder wenn das Potential bei -40 mV lag, die Messungen
abgebrochen wurden. Der Serienwiderstand erreichte zu Beginn Werte zwischen 10 MQ und
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30 MQ. Ab einem Widerstand von mehr als 30 MQ wurden die Experimente sofort abge-
brochen bzw. die Zellen in der Auswertung verworfen.

Fur die Serie der in die Spines zuriick propagierenden Aktionspotentiale (bAPs) wurden
Uber die Patch-Pipette kurze somatische Strome (1-2ms, 1,5nA) appliziert, entweder
15 Pulse mit einer Frequenz von 50 Hz oder 24 Pulse mit 25 Hz. Konnten keine APs ausgeldst
oder Kalzium-Transienten gemessen werden, erfolgte ebenfalls ein Abbruch der Experimente.

Fur die Kontrolle des Patch-Clamp-Verstarkers (ELC-03XS) sowie die zeitliche
Koordinierung der Strominjektionen wurde ein in der Gruppe eigens entwickeltes Aufnahme-
Programm, entworfen in der Entwicklungsumgebung von LabView, verwendet. Die elektro-
physiologischen Daten wurden ebenfalls durch dieses Programm erfasst und bei 100 kHz

digitalisiert und gespeichert unter Nutzung der Computersteckkarte NI PCI-6251.

3.2.5. Abbildungsverfahren (Imaging)

Die Messkammer wurde in ein individuell gefertigtes Zwei-Photon-Laser-Scanning Mikroskop
integriert, basierend auf einem BX50WI Mikroskop und einer FluoView 300 Scanning Einheit.

Um die Veranderung der intrazellularen Kalziumkonzentrationen sichtbar zu machen
(Calcium-Imaging), wurde der grine Kalzium-sensitive Farbstoff Fluo-5F Pentakaliumsalz mit
einer Konzentration von 200 uM verwendet. Dieser Kalzium-Farbstoff besitzt eine mafige
Affinitat fir Kalzium mit einer Dissoziationskonstante Ky im Puffer von rund 2,3 uM (laut
Katalogangabe Molecular Probes) und ist somit flr die Detektion von Kalzium-
Konzentrationen bis zu wenigen uM geeignet (Yasuda et al., 2004). Allerdings andert sich die
Kqy des Indikators und somit die Affinitat fur Kalzium in Abh&angigkeit von der vorherrschenden
Temperatur wahrend der Messungen in vitro (siehe dazu Woodruff et al., 2002) und kann
somit nicht exakt fir die hier durchgefiihrten Experimente angegeben werden. Als zweiter
Farbstoff mit einer roten Fluoreszenz wurde 100 uM Alexa Fluor® 594 Dextran (10.000 MW,
anionisch und fixierbar) fur die Zellmorphologie verwendet. Es wurde an jedem Experiment-
Tag ein frischer Farbstoff-Ansatz verwendet (siehe dazu im Anhang Punkt 7.2.).

Zur Zwei-Photonen-Anregung der beiden Farbstoffe diente ein modengekoppelter
Titan:Saphir (Ti:Sa) Laser mit einer Pulswiederholrate von 1 GHz, einer Pulsweite von
mehreren hundert Femtosekunden auf der Fokusebene und einer spektralen Halbwertsbreite
von rund 30 nm (GigaJdet 20C). Bei allen durchgefiihrten Experimenten erfolgten die

Aufnahmen der Zellmorphologie sowie der Kalzium-Transienten immer bei einer Wellenlange
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von circa 805 nm. Der Ti:Sa-Laser wurde dabei durch einen Neodym-dotierten Yttrium-
Vanadat Festkorperlaser (kurz Nd:YVO4, Verdi V5) bei 532 nm optisch gepumpt.

Der Laser-Strahl wurde im Verlauf zum Mikroskop mit einem Teleskop auf etwa das
Zweifache der hinteren Eintritts-Pupille des verwendeten Wasserimmersions-Objektivs (100x,
NA 1.0, LUMPFL) aufgeweitet, um eine maximale raumliche Auflésung zu erhalten.

Da die Zwei-Photonen-Anregung direkt zu einer auf den Focus beschréankten
Fluoreszenz fuhrt und sich somit im Gegensatz zur Ein-Photonen-Anregung der hier
notwendige raumliche Filter (Lochblende oder auch ,pinhole“) und somit auch die Ruckfihrung
des Fluoreszenzlichtes Uber die Scanspiegel erubrigt, kann alles (auch am Gewebe
gestreutes) Licht aus dem Pré&parat in alle Richtungen detektiert werden. Diese sogenannte
non-descanned Detektion erhéht dramatisch die Detektions-Effizienz insbesondere bei stark
streuenden Geweben und ist ein wesentliches Argument fur die Anwendung der Zwei-
Photonen-Mikroskopie. Die emittierte Fluoreszenz der Farbstoffe wurde durch einen
dichromatischen Spiegel (680 DCXXR) direkt Uber dem Objektiv abgelenkt. Nach dem
Passieren eines farbigen Bandpass-Glasfilters (2 mm mit anti-reflektierender Beschichtung,
BG39) und eines HQ 510/80 Filters wurde das griine Licht von einer bikonvexen-asphéarischen
Linse (fokale Lange: 29,5 mm) auf einen Photomultiplier (PMT, Type R3896) fokussiert
(,gruner Epikanal“). Das abgegebene Fluoreszenz-Licht wurde auf3erdem durch einen
Olimmersions-Kondensor (BX-UCDB-2) gesammelt und anschlieRend durch einen
dichromatischen Spiegel (560 DCXR) hinter einem IR-blockierenden Kurzpassfilter (HC-2P
Emitter 680/SP) geteilt. Nach dem Passieren entsprechender Bandpassfilter (HQ 510/80 fur
den ,grinen Transkanal® und HQ 610/75 fur den ,roten Transkanal“) wurde das Fluoreszenz-
Licht schlieZlich auf zwei PMTs fokussiert und detektiert, wie bereits flr den ,grinen Epikanal®
beschrieben. Die emittierte Fluoreszenz der beiden Farbstoffe wurde wie beschrieben
simultan detektiert und aufgezeichnet. Fur die Analyse der Kalzium-Signale (siehe Abschnitt
3.2.8.) wurden die zwei grinen Kanale (Epi und Trans) summiert.

Die verstarkten PMT-Ausgangssignale fir die quantitative Auswertung der verwendeten
punktuellen Abtastungen (Point-Scans) wurden bei 2,5 MHz Uber das Multifunktions-
Datenerfassungsmodul NI PCI-6132 (National Instruments) digitalisiert. Das Scannen
kontrollierte dabei die FluoView Software (Version 4.2, Olympus) und die zeitliche
Koordinierung und Datenerfassung erfolgte mit dem selbst entwickelten Programm unter
LabView (siehe Datenerfassung Elektrophysiologie).

Es wurden Punkt-Scans anstatt Linien-Scans verwendet, um eine maximale zeitliche
Auflosung zu erhalten und grol3ere Zeitverzégerungen innerhalb der Messungen zu

verhindern. Das bedeutet, dass ein unnétiger Aufenthalt des Laserstrahls in nicht
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interessierenden Bereichen, wie z.B. das den Spine umgebende Neuropil, und
Verschwendung von wertvoller Lichtsammel-Zeit entfallt. Dadurch war es nicht nétig den
Durchschnitt aus mehreren Mess-Wiederholungen eines einzelnen Experimentes zu
berechnen, sondern es konnten individuelle Ereignisse bzw. Kalzium-Transienten ausgewertet
werden. Die Messung erfolgte dabei immer zentral im Zytoplasma des Spine-Kopfes (ein
Beispiel daflr ist in der Ausschnitts-VergroRerung einer Mooszelle in Abb. 3.3 zu sehen).

Die Aufzeichnung der PMT-Signale erfolgte Uber einen Zeitraum von zwei Sekunden.
Dabei war der Laser-Strahl in den ersten und letzten 100 ms durch eine mechanische Blende
(Shutter) geblockt und die eigentliche Fluoreszenz wurde nur fur 1,8 s aufgenommen.

Eine Ubersichtsaufnahme (VoxelgroRe x-y = 0,138 um und z = 0,5 pm) der lebenden
Mooszelle und eine Detaildarstellung (Voxelgrof3e x-y =0,055um und z=0,25 um) des
gemessenen Spines wurde mit dem Programm FluoView erstellt und bearbeitet. Ein Beispiel
einer aufgenommenen Mooszelle und des dazugehdrigen erfolgreich gemessenen Spines ist
in Abbildung 3.3 dargestellt.

Uncaging
(720 nm)

x .
X Imaging
(805 nm)

Abb. 3.3: Aufnahme einer lebenden Mooszelle in einer organotypischen Schnittkultur mittels der
Zwei-Photonen-Mikroskopie; gleiche Zelle wie in der IR-Aufnahme in Abb. 3.2; typische
Mooszelle mit groBem multipolaren Zellkbrper mit Excrescencen an den proximalen
Dendriten (WT, DIV 27); gefullt mit Alexa 594 Dextran (100 uM) mittels der Patch-
Clamp-Technik; Patch-Pipette rechts am Soma zu erkennen; Ausschnitts-Vergré3erung
eines grofRen Spines mit der Markierung des Punkt-Scans fir die optische Glutamat-
Freisetzung an der Synapse (Uncaging mit MIRA bei 720 nm) und das Kalzium-Imaging
im Spine (GigaJet bei 805 nm).
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3.2.6. Glutamat-Uncaging

Fur die optischen Glutamat-Freisetzung (Uncaging) wurde das 4-Methoxy-7-nitroindolinyl
(MNI)-gebundenes Glutamat (fur die Zwei-Photonen-Mikroskopie entwickelt und beschrieben
von Matsuzaki et al., 2005) in ACSF gel6st und in einer Konzentration von 20 mM fur alle
Experimente verwendet. Die allgemeine Funktionsweise und Anwendung des MNI-Glutamats

istin Abb. 3.4 dargestellt.

Chemisch maskiertes
A chemisch freigesetzter, C Glutamat (MNI-Glu)
maskierte physiologisch abgetrennte
Verbindung, aktiver maskierende Yo
nicht aktiv!!! Botenstoff Gruppe oostaser
-bouton
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> L
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B Freies Synapse
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Abb. 3.4: Allgemeines Funktionsprinzip der optischen Freisetzung (Uncaging) von chemisch
maskierten Neurotransmittern; (A) schematische Darstellung der optischen Freisetzung
eines Neurotransmitters; dabei wird aus einer nicht aktiven, gebundenen, chemischen
Verbindung durch einen kurzen Lichtpuls ein physiologisch-aktiver Botenstoff freigesetzt;
(B) chemische Formel und Reaktion des in diesen Experimenten verwendeten MNI-
Glutamats nach Ellis-Davies, 2007 (siehe dazu Abbildung 2b); (C) lllustration des
Glutamat-Uncagings an einer einzelnen Moosfaser-Synapse eines Spines, lokale
Freisetzung durch einen Punkt-Scan (gelbe Ellipse entspricht der Punktspreizfunktion =
PSF des Punkt-Scans) nur im Synaptischen Spalt.

Fur das Uncaging wurde ein zweiter modengekoppelter Ti:Sa-Laser (MIRA Optima 900)
bei einer Wellenlange von 720 nm betrieben. Dieser wurde ebenfalls durch einen Nd:YVO4
Festkdrperlaser (Verdi V10) optisch gepumpt.

Die Freisetzung des Glutamats erfolgte immer 400 ms nach Beginn der elektro-
physiologischen sowie Fluoreszenz-Aufnahmen durch einen kurzen Laser-Puls (oder durch
eine Abfolge von 24 Pulsen mit einer Frequenz von 25 Hz bei der Potenzierung). Die hierbei

verwendete Pulsdauer von 0,5 ms wurde durch einen elektro-optischen Modulator erzeugt.
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Fur das Uncaging wurden ebenfalls Punkt-Scans verwendet, die an der Oberflache der Spines
positioniert wurden. Von wesentlicher Bedeutung dabei war die exakte Lage des Scan-
Punktes, da die Synapse genau getroffen werden musste, um erfolgreich Signale zu
induzieren. Da in den Ubersichtsaufnahmen der lebenden Zellen die Synapsen nicht markiert
waren, wurde deren Position am Spinekopf abgeschatzt. Sehr haufig resultierte ein
erfolgreiches Uncaging, wenn der Punkt-Scan in Einbuchtungen der Spines platziert wurde.
Eine schematische Darstellung ist in Abb. 3.4 zu finden und Abb. 3.3 zeigt in der Ausschnitts-
VergroRerung einen Spine mit der Markierung des Punkt-Scans, an dem ein erfolgreiches
Uncaging stattfand.

Es wurde eine Serie von sechs Einzel-Ereignissen an einem individuellen Spine bzw.
einer einzelnen Synapse ausgelost und die jeweiligen resultierenden Reaktionen darauf
aufgezeichnet. Dabei stieg mit jeder Wiederholung des Experiments die Laser-Leistung an,
beginnend mit 10,0 mW dber 13,23 mW, 15,81 mW, 18,03 mW, 20,0 mW zu maximal
21,79 mW. Aufgrund der quadratischen Abhangigkeit des Zwei-Photonen-induzierten Effektes
zu der Intensitat des Lichts resultierte aus dieser Leistungs-Reihe ein erwarteter linearer
Anstieg der freigesetzten Glutamat-Menge. Die Laser-Leistungen wurden dabei durch einen
elektro-optischen Modulator genau reguliert. Fur die verwendeten Uncaging-Stufen wurde im
Vorfeld die exakte Leistung des Lasers direkt nach dem Objektiv bestimmt.

Das Uncaging-Protokoll wurde fir die Einzel-Ereignisse zuerst im Voltage-Clamp- und
anschlieBend im Current-Clamp-Modus durchlaufen, um die resultierenden exzitatorischen
postsynaptischen Strome (UEPSCs) bzw. die Potentiale (UEPSPs) zu bestimmen. Die
Messung der elektrophysiologischen Ereignisse erfolgte am Soma uber die Patch-Pipette und
gleichzeitig wurde die dazugehdrige Verdnderung der Kalziumkonzentration in dem
angeregten Spine beobachtet.

Ein modifiziertes Stimulations-Protokoll wurde im Anschluss an die erfolgreich
induzierten Einzelsignale und die beiden Aktionspotential-Serien (15 und 24 bAPs) im CC-
Modus durchgefihrt. Adaptiert wurde dieses Protokoll von den Experimenten von Kwon und
Castillo, 2008, die durch eine niederfrequente Stimulation eine NMDA-Rezeptor-abhéngige
postsynaptische Langzeitpotenzierung (LTP) an der Moosfaser-Synapse induzieren konnten.
Eine Abfolge von 24 einzeln induzierten EPSPs mit einer Frequenz von 25 Hz wurde durch
das Glutamat-Uncaging bei einer konstanten Laser-Leistung von 20,00 mW und einer
Pulsdauer von 0,5 ms erzeugt. Diese UEPSPs wurden mit 24 bAPs mit 25 Hz, ausgel6st durch
Strominjektion im Soma (wie bereits im Abschnitt Gber die Elektrophysiologie beschrieben),
kombiniert. Dabei folgten die ausgeldsten Aktionspotentiale mit einer Zeitverzégerung von

10 ms auf die Uncaging-Ereignisse. Das Zeitintervall von 10 ms zwischen der synaptischen
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Aktivitat und den Aktionspotentialen wurde gewahlt, um eine Potenzierung auszulésen, wie bei
den Experimenten von Astori et al. (2010) an der Moosfaser-Synapse in CAS3
Pyramidenzellen.

Alle Experimente wurden abgebrochen, wenn die basale ,grine“ Fluoreszenz
(summierte Kalzium-Kanale) deutlich anstieg als Anzeichen fir Photo-Toxizitat (Koester et al.,
1998) oder wenn, wie bereits erwahnt, eine Verschlechterung des Membranpotentials oder
des Eingangswiderstands beobachtet wurde.

Alle experimentellen zeitlichen Ablaufe, sowie die Steuerung des EOMs fur Puls-
Leistung und -Dauer, wurden uber den Computer und das bereits erwahnte Aufnahme-

Programm unter LabView gesteuert.

3.2.7. Pharmakologie

Um die beteiligten Komponenten an den elektrophysiologischen Signalen genauer zu
analysieren, wurden in Kontroll-Versuchen zwei verschiedene Blocker der postsynaptischen
ionotropen Glutamat-Rezeptoren verwendet.

In einem Set an Experimenten wurde zusatzlich zu dem MNI-Glutamat (20 mM) dem
ACSF noch 200 uM 2-Amino-5-phosphonovaleriansaure (APV) zugegeben. Bereits in einer
geringen Konzentration wirkt dieser kompetitive und selektive Antagonist hemmend auf die
NMDA-Rezeptoren.

Einer weiteren Versuchsgruppe wurde der kompetitive Antagonist 6-Cyano-7-
nitrochinoxalin-2,3-dion (kurz CNQX) mit einer Konzentration von 20 uM verwendet, um die
AMPA- und Kainat-Rezeptoren zu blockieren.

Unter beiden Kontroll-Bedingungen (APV und CNQX) wurden exakt die gleichen
Experimente mit derselben Abfolge, wie fir die Normalbedingung (nur MNI-Glutamat im

ACSF) bereits beschrieben, durchgefuhrt und die entsprechenden Antworten aufgezeichnet.
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3.2.8. Schematischer allgemeiner Versuchsablauf:

Patchen der Mooszelle
e Verteilung der Farbstoffe fur circa 15 min
e Ubersichtsaufnahme des zu messenden Spines
e Bestimmung Serienwiderstand und RMP der Zelle

Induzierte Einzel-Signale im VC-Modus (UEPSCS)
¢ Uncaging mit steigender Laser-Leistung und Pulsdauer von 0,5 ms:
10,00 mW - 13,23 mW - 15,81 mW - 18,03 mW - 20,0 mW - 21,79 mW

e Aufzeichnung der resultierenden elektrophysiologischen Antworten und Kalzium-
Signale

Induzierte Einzel-Signale im CC-Modus (UEPSPSs)
¢ Uncaging mit steigender Laser-Leistung und Pulsdauer von 0,5 ms:
10,00 mW - 13,23 mW - 15,81 mW - 18,03 mW - 20,0 mW - 21,79 mW
e Aufzeichnung der resultierenden elektrophysiologischen Antworten und Kalzium-
Signale

Serie von 15 bAPs mit 50 Hz
e Strominjektion im Soma (1-2 ms, 1,5 nA)
e Aufzeichnung der resultierenden elektrophysiologischen Antworten und Kalzium-
Signale

Serie von 24 bAPs mit 25 Hz
e Strominjektion im Soma (1-2 ms, 1,5 nA)
e Aufzeichnung der resultierenden elektrophysiologischen Antworten und Kalzium-
Signale

Stimulations-Protokoll:
24 UEPSPs (25 Hz) kombiniert mit 24 bAPs (25 Hz)
e Uncaging mit konstanter Laser-Leistung von 20,00 mW und Pulsdauer von 0,5 ms
e Strominjektion im Soma (1-2 ms, 1,5 nA) mit einer Zeitverzogerung von 10 ms
o Aufzeichnung der resultierenden elektrophysiologischen Antworten und Kalzium-
Signale

Experiment-Ende
o Bestimmung Serienwiderstand und RMP der Zelle
e Ubersichtsaufnahme der Zelle und des gemessenen Spines
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3.2.9. Datenanalyse

Das benutzte Programm zum automatischen Auswerten der gesammelten Daten, sowohl
elektrophysiologische als auch die Fluoreszenz-Signale der Veranderung der Kalzium-
Konzentrationen, wurde ebenfalls in LabView erstellt. Die graphische Aufbereitung und
Darstellung der Ergebnisse erfolgte hauptsachlich mit dem Programm Excel (Microsoft
Office 1997 - 2003).

Die Induktion der exzitatorischen postsynaptischen Ereignisse (UEPSCs und UEPSPS)
mittels der Methode des Glutamat-Uncagings erfolgte immer 400 ms nach Beginn der
Aufzeichnungen und konnte dadurch leicht detektiert werden. Um eine Verringerung des
Rauschens der Signale innerhalb der aufgezeichneten Rohdaten (gefiltert bei 5 kHz durch den
Verstarker) zu erhalten, wurde zunachst eine Regressions-Routine angewandt, die steile
Anstiege weitgehend erhalt (Scheipl und Kneib, 2009). Aus diesen Daten konnten
anschlieend die maximale Amplituden und die 20 % - 80 % Anstiegsraten der Einzel-Signale
bestimmt werden. AnschlieRend wurde von diesen Werten fir jede der sechs Uncaging-Stufen
der Mittelwert getrennt nach dem Genotyp (Wildtyp oder Synaptopodin Knock-out) und der
Standard-Fehler (SEM) und die Standard-Abweichung (SD) berechnet. Fir die graphische
Darstellung der Ergebnisse wurde nur der SEM verwendet. Fur die Abbildung eines
beispielhaften durchschnittlichen exzitatorischen postsynaptischen Ereignisses (EPSE) beider
Genotypen wurden jeweils die induzierten Signale in der hdchsten Leistungs-Stufe von
21,79 mW genutzt. Eine exemplarische mittlere elektrophysiologische Kurve wurde ebenfalls
fur die beiden Aktionspotential-Serien und fur das Stimulations-Protokoll zur Induktion der
NMDA-Rezeptor-abhangigen Potenzierungen erstellt.

Zur Analyse der Fluoreszenz-Signale bzw. der Kalzium-Transienten wurde wie folgt
verfahren. Zu Beginn wurde vor jedem Experiment die Hintergrund-Fluoreszenz im Gewebe
aulRerhalb der mittels Farbstoff geflllten Zelle gemessen. AnschlieR3end wurden die einzelnen
Experimente durchgefuhrt und jeweils die Fluoreszenz-Signale der drei PMTs (roter
Transkanal, griner Epi- und Transkanal) tdber zwei Sekunden aufgezeichnet. Die beiden
grinen Kanale wurden fir die Analyse schlief3lich summiert. Am Anfang der Messung war die
Laserblende (Shutter) des Gigajets fur 100 ms geschlossen, um zusatzlich den Dunkelstrom
der PMTs zu bestimmen. AulRerdem wurde die Blende 100 ms vor Beendigung der Messung
geschlossen, so dass die eigentliche Bestimmung der Fluoreszenz-Signale nur tber einen
Zeitraum von 1,8 s erfolgte. Die Basislinie der grinen Fluoreszenz bzw. des basalen

Kalziumlevels in dem jeweiligen Spine (Griin gasa) Wurde aus circa 200 ms vor dem Uncaging-
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Ereignis oder der Abfolge der bAP, die immer bei 400 ms nach Beginn der Aufzeichnung
ausgelost wurden, bestimmt. Die allgemeine Bestimmung der griinen Basal-Fluoreszenz aus
den aufgezeichneten Rohdaten der PMTs ist fur ein Beispiel in Abbildung 3.5 veranschaulicht.
Die Festlegung der durchschnittlichen Fluoreszenz fir den roten morphologischen Farbstoffs

(Rot) erfolgte tber die gesamten 1,8 Sekunden der Messung.

Uncaging-Puls
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Abb. 3.5: Bestimmung der basalen grinen Fluoreszenz aus den Aufnahmen der Kalzium-
Transienten; Rohdaten der summierten Signale des griinen Epi- und Transkanals; vor
dem Offnen der Laserblende (Shutter) bei 0,1 s oder nach dem SchlieRen bei 1,9 s
konnte der Dunkelstrom der PMTs bestimmt werden; das Fluoreszenz-Signal wurde
somit Uber einen Zeitraum von 1,8 s aufgezeichnet; bei 0,4 s wurde immer das Uncaging-
Ereignis durch einen kurzen Laser-Puls (0,5 ms) ausgeldst; aus dem circa 300 ms langen
Signal vor dem Puls konnte die griine Basal-Fluoreszenz (Griin gas5) bestimmt werden.

Die Berechnung der relativen Anderung der Fluoreszenzen bzw. Kalzium-
Konzentrationen A [Ca®‘] erfolgte nach Yasuda et al. (2004). Nach Subtraktion der jeweiligen
Hintergrund-Fluoreszenz wurde die aktuelle grine Fluoreszenz (Griin) minus basaler grtiner
Fluoreszenz (Griin gasa) durch die durchschnittliche rote Fluoreszenz (Rot) geteilt. Es ergibt

sich folgende Gleichung:
A [Ca®"] = (Griin — Griin gasa) / (Rot)
oder kurz:

A[Ca*1=AGI/R



3. MATERIAL UND METHODEN 52

Die so ermittelten Kurven wurden an eine Modellfunktion angepasst (im Englischen ,Fit®), der
die Annahme zugrunde liegt, dass es eine konstante Einstromrate (ki,) wahrend der
Anstiegsphase (ti,) des Kalzium-Transienten gibt und eine Extrusionsrate (kex), die zur

aktuellen Kalzium-Konzentration proportional ist:

Abfall: Y() = Y(tin) * exp(-Kex * (t - tin)) I: t > tin

wobei (Kin / kKex) die Amplitude des Gleichgewichtszustandes zwischen Einstrom und Extrusion
darstellt und Y(tiy) den Hochstwert der Amplitude repréasentiert, die am Ende der
Einstromphase erreicht wird (siehe Vorlesungs-Manuskript von Prof. M. Sernetz und
Mitarbeiter mit dem Titel ,Pharmakokinetik und Wachstumskinetik®, Ausgabe 2000).

Fur die so berechneten Kalzium-Transienten aller Experimente wurden folgende
Parameter bestimmt: maximale Amplitude Kalzium AG/R, Einstromrate ki Kalzium [AG/R]/s
und Ausstromrate ke Kalzium [AG/R]/s. Fur diese Parameter erfolgte, wie bereits fur die
elektrophysiologischen Ergebnisse beschrieben, die Bestimmung der Mittelwerte und der SEM
und die SD in den jeweiligen Uncaging-Stufen getrennt nach dem Genotyp und die graphische
Darstellung der Ergebnisse. Der prozentuale Anteil der Spines bzw. Synapsen, die auf einen
Uncaging-Puls zuséatzlich zu der elektrophysiologischen auch eine Kalzium-Antwort zeigten,
wurde ebenfalls bestimmt. Zu Grunde dafur lagen die Gesamtzahl der Spines mit einem
erfolgreich induzierten Strom oder Potential und die Anzahl der Spines mit einem Kalzium-
Transienten.

Fir den statistischen Vergleich aller Parameter zwischen den beiden Genotypen wurde
ein generalisierter ,Wilcoxon, Mann und Whitney“-Test oder auch kurz U-Test auf der Ebene
der einzelnen Spines verwendet. Der U-Test findet Anwendung bei zwei unabhangigen
Stichproben bei nicht normalverteilten Werten (Ramm und Hofmann ,Biomathematik®, 1987).
Die Generalisierung fur unterschiedliche Standardabweichungen und Stichprobengréf3en
erfolgte nach Neuhauser und Ruxton (2009). Das Signifikanz-Niveau wurde dabei auf a = 0,05
festgelegt und die jeweiligen signifikanten Werte mit einem Sternchen markiert (*). Da an
denselben Spines viele Hypothesen simultan getestet wurden, bestand eine nicht zu
ignorierende Wahrscheinlichkeit, zufallig einige falsch signifikante Ergebnisse zu erhalten
(,false discovery rate”, FDR). Um die FDR zu kontrollieren, wurden entsprechend der Methode
von Benjamini und Hochberg (Benjamini und Hochberg, 1995; Benjamini und Yekutieli, 2001)

die jeweils betroffenen einzelnen p-Werte angepasst.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Immunhistochemische Farbungen

Von vier bis funf Tagen (P4-5) alten Wildtyp und Synaptopodin Knock-out Mausen (WT bzw.
KO) wurden nach der Methode von Stoppini et al. (1991) organotypische Schnittkulturen vom
Hippocampus und enthorinalen Kortex hergestellt. Nach 19- bzw. 20-tagiger Kultivierung
(DIV 19-20) wurden die Schnitte in die Messkammer im Mikroskop platziert und mit einer
kunstlichen Cerebrospinalflissigkeit (ACSF-Losung, mit Carbogen begast) durch eine
kontinuierliche Perfusion versorgt.

Durch die Patch-Clamp-Technik konnte anschlieRend tber die Pipette ein Fluoreszenz-
Farbstoff (Alexa Fluor® 488 Dextran, 10.000 MW, 100 pM) in die Mooszelle eingebracht
werden. Nach den Experimenten erfolgte eine Fixierung (4 %iges PFA) der Kulturen und eine
immunhistochemische Farbung gegen Synaptopodin (Synpo). Dazu wurde der Erstantikorper
Rabbit-anti-Synaptopodin in einer 1:10.000 Verdinnung (SE-19, Sigma) und der
Zweitantikorper Alexa 594 Goat-anti-Rabbit 1:500 verwendet. Zur Orientierung innerhalb der
Schnitte wurden zusétzlich alle Zellkerne mit DAPI (Konzentration von 1:10.000) markiert.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen sind in den Abbildungen 4.1 und
4.2 dargestellt. Dabei zeigt die Abb. 4.1 jeweils eine Ubersichtsaufnahmen beider Genotypen
Uber einen grol3en Bereich der Kulturen, allerdings ohne eine mit Farbstoff gefillte Mooszelle.
In der Synpo-KO konnte keine spezifische Markierung festgestellt werden (siehe Abb. 4.1
unter A). Im WT hingegen war eine deutliche punktuelle Farbung (Uberblick in Abb. 4.1 in B)
zu finden, die besonders ausgepragt im Stratum oriens und im Stratum lucidum von CA3 und
im Hilus des Gyrus dentatus war (siehe Ausschnitts-VergroRerung in Abb. 4.1 in C und D).
Eine solche punktférmige Farbung von Synaptopodin fanden bereits Deller et al. (2000) in der
Ratte. In dieser Untersuchung konnte ebenfalls eine besonders starke Synpo-posititve
Markierung im Bereich des Stratum lucidum von CA3 in Form von grof3eren Punkten
festgestellt werden. Allerdings zeigte der Hilus im Gegensatz zu den hier durchgefihrten
Farbungen nur eine geringe Anzahl der punktférmigen Markierungen. Diese Abweichung ist
moglicherweise zurickzufihren auf die unterschiedlichen Versuchstiere (Maus vs. Ratte) und

untersuchten Abschnitte des Hippocampus.
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Abb. 4.1:

Immunhistochemische Farbung gegen Synaptopdin (Synpo) in organotypischen
Schnittkulturen (DIV 19-20) vom Komplex aus Hippokampus und enthorinalem Kortex; (A)
Aufnahme einer Kock-out Kultur mit negativer Synpo-Farbung und Zellkernmarkierung
durch DAPI; (B) Ubersicht tiber eine positive Markierung von Synpo in einer Wildtyp-
Kultur; Zellb&ander im Hippokampus sind als Negativ zu erkennen; weif3es Rechteck mit
durchgéngiger Linie markiert Bereich unter (C) und mit gestrichelter Linie Ausschnitt in
(D); Vergrolerungen des Hilus (C) und von CA3 (D) mit Zellkernfarbung und deutlicher
punktueller Synaptopodin-Farbung, auffallig starke Anfarbung vor allem des Stratum
lucidum im Vergleich zum Stratum radiatum von CAS3;

DAPI 1:10.000 (blau), Synaptopodin 1:10.000 (rot);

GCL - Koarnerzellband, CA1 und CA3 — Pyramidenzellb&nder, so — Stratum oriens, sl —
Stratum lucidum, sr — Stratum radiatum

Des Weiteren konnten von den mit Farbstoff gefillten Zellen konfokale Aufnahmen in

einer hoheren Auflésung angefertigt werden. Die Abb. 4.2 — A zeigt eine Mooszelle in Griin mit

ihrer typischen Morphologie. Die Zelle zeichnet sich durch ein gro3es Soma und eine

multipolare Organisation der Dendriten mit einzelnen komplexen Spines bzw. Excrescencen
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(durch Pfeile markierte Strukturen in der VergroRerung in Abb. 4.2 unter D) aus. Die
immunhistochemische Féarbung (rot) gegen Synaptopodin ergab wie bereits erwéhnt eine
punktuelle Markierung (siehe Abb. 4.2 — B und E). Auf Einzelzellniveau zeigten bereits Bas
Orth et al. (2005), dass diese Synpo-positiven Punkte zu 95 % in den dendritischen Spines der
Prinzipalneurone des Hippocampus zu finden sind. Daher kann gesagt werden, dass die
einzelnen punktuellen Markierungen zum grof3ten Teil die einen Spine Apparat enthaltenden
Spines im Neuropil der Schnittkultur reprasentieren. Bei der Uberlagerung beider Farbkanéle
(siehe Abb. 4.2 in C und F) war schlie3lich zu erkennen, dass es hauptsachlich in den grof3en
Riesenspines bzw. Excrescencen der Mooszellen zu einer deutlichen Kolokalisation der

Signale kam.

Abb. 4.2: Synatopodin ist lokalisiert in komlexen Spines von Mooszellen; Konfokale Aufnahme einer
mittels Patch-Clamp Technik mit Farbstoff gefiiliten Mooszelle und immunhistochemisch
nachgewiesenes Synaptopodin in einer organotypischen Schnittkultur (DIV 19-20); (A)
Aufnahme einer Mooszelle im Hilus gefullt mit Alexa Fluor® 488 Dextran; (B) punktuelle
Farbung von Synaptopodin im Neuropil; (C) Uberlagerung der beiden Kanile; weiles
Rechteck markiert den Ausschnitt unter (D) bis (F); (D) VergroRerte Darstellung eines
Dendriten mit komplexen Spines (markiert durch die beiden Pfeile); (E) VergroRerter
Ausschnitt aus dem gegen Synaptopodin gefarbten Neuropil; Pfeile an gleicher Position
wie in (D) markieren groRe gefarbte Strukturen; (F) Uberlagerungen der beiden
Fluoreszenz-Aufnahmen; deutliche Kolokalisation von den Spines und Synaptopodin
(siehe Pfeile);

Mooszelle (grun), Synaptopodin (rot)
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Diese Ergebnisse sind gut mit der Prasenz von Synpo-positiv markierten Spine
Apparaten (SA) in den von Moosfasern innervierten komplexen Riesen- oder auch
»,Mushroom“-Spines vereinbar, da durch Deller et al. (2000) eine direkte Beziehung zwischen
Synpo und dem SA gezeigt wurde. AulRerdem besitzen nach Spacek und Harris (1997) die
ausgereiften ,Mushroom®“-Spines der CAl-Pyramidenzellen fast immer eine solche spezielle
Organelle. Des Weiteren konnte zu 100 % ein SA in diesem Spine-Typ im visuellen Kortex der
Maus gefunden werden (Spacek, 1985). Daher stellt die ausgepragte Farbung im Hilus und im
Stratum lucidum von CA3 das Vorhandensein eines SA in den dort lokalisierten Excrescencen

der Moos- und Pyramidenzellen dar.

4.2. Immunogold-Markierung von Synaptopodin

Es wurden organotypische Schnittkulturen vom Komplex aus Hippocampus und entorhinalen
Kortex von Wildtyp-Mausen (P4) nach 26 Tagen in Kultur (DIV 26) fixiert und fur die
Elektronenmikroskopie vorbereitet. AuRerdem erfolgte eine Immunogold-Markierung nach der
Preembedding-Methode von Synaptopodin (SE-19) mit dem gleichen Antikérper wie in den
bereits beschriebenen Fluoreszenz-Farbungen mit einer Konzentration von 1:2.000. Es
wurden dann elektronenmikroskopische Abbildungen im Bereich des Hilus mit den Mooszellen
und vor allem deren Excrescencen angefertigt.

In Abbildung 4.3 ist ein komplexer Spine (S) bzw. ein Spine-Kopf einer Excrescence
einer Mooszelle aus dem Hilus zu erkennen. Dieser Spine bildete mehrere Synapsen (markiert
mit Pfeilspitzen) mit zwei Moosfaser-Terminalen der Kérnerzellen (Moosfaser-Boutons, MFB),
die anhand der vielen Vesikel im Zytoplasma zu identifizieren waren. Innerhalb des Spines ist
ein Mitochondrium (M) zu erkennen und in unmittelbarer Nahe ein Spine Apparat (siehe Pfeil
in Abb. 4.3). An dem Spine Apparat sind silberintensivierte Goldkdrner (schwarze Strukturen)
zu finden, die aus der Immun-Reaktion flir Synaptopodin resultieren.

Damit konnte direkt gezeigt werden, dass in den verwendeten Schnittkulturen ein SA,

der assoziiert ist mit Synpo, in den Excrescencen von Mooszellen gebildet wurde.
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Abb. 4.3: Synaptopodin ist kolokalisiert mit dem Spine Apparat in Excrescencen von Mooszellen;
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines komplexen Spines im Wildtyp einer
organotypischen Schnittkultur (DIV 26); silberintensivierte Immunogold-Markierung von
Synaptopodin (schwarze Punkte) assoziiert mit dem Spine Apparat (siehe Pfeil); der
Spine bildet mehrere Synapsen (Pfeilspitze) mit den zwei angrenzenden Moosfaser-
Boutons der Kérnerzellen (mit vielen Vesikeln im Zytoplasma) aus;

S — Spine; MFB — Moosfaser-Bouton; M — Mitochondrium
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4.3. Optische Freisetzung von Glutamat (Uncaging)

Nach 25- bis 35-tagiger Kultivierung (DIV 25-35, Methode nach Stoppini et al., 1991) der
entorhino-hippocampalen Schnitte wurden diese komplett mit der Membran in die
Messkammer im Mikroskop platziert. Die Messkammer war mit 0,7 ml einer Salzlésung geftillt,
die in ihrer Zusammensetzung der Cerebrospinalflissigkeit entsprach (ACSF-L6sung). Die
Kultur wurde wahrend der gesamten Experimentzeit bei einer Temperatur von circa 33° C
gehalten. Um eine konstante Osmolaritdt und einen korrekten pH-Wert zu gewahrleisten,
wurde kontinuierlich Wasser und befeuchtetes Carbogen tber den Deckel der Messkammer
eingeleitet.

Mittels der Dodt-Gradientenkontrast-Mikroskopie (Dodt und Zieglgénsberger, 1994)
wurden anschlieBend im Hilus die grofien Somata der Mooszellen gesucht und mittels der
Patch-Clamp-Technik Gber die Pipette ein Zugang zur Zelle hergestellt. In der sogenannten
~Whole-Cell*-Konfiguration konnten nun die Zellen elektrophysiologisch abgeleitet und
gleichzeitig mit zwei Farbstoffen geflllt werden. Fir die morphologische Identifikation der
Zellen, vor allem der zu untersuchenden komplexen Spines, diente ein roter Fluoreszenz-
Farbstoff (Alexa Fluor® 594 Dextran, 10.000 MW, 100 pM) und zur Visualisierung der
Veranderungen der intrazellularen Kalziumkonzentrationen ein griner Kalzium-Fluoreszenz-
Farbstoff (Fluo-5F, 200 uM). Beide Farbstoffe waren fir die Zwei-Photonen-Mikroskopie
geeignet und wurden in diesen Experimenten mit einer Wellenlange von 805 nm mit einem
Titan-Saphir-Laser (Ti:Sa-Laser) angeregt und Uber getrennte Photomultiplier (PMTSs)
detektiert.

4.3.1. Experimente unter Normalbedingungen

Bei den Versuchen unter Normalbedingungen enthielt das ACSF zusatzlich einen chemisch
maskierten exzitatorischen Neurotransmitter, der optisch freigesetzt werden konnte
(Uncaging). Das fir das Zwei-Photonen-Uncaging geeignete 4-Methoxy-7-nitroindolinyl-(MNI)-
Glutamat (entwickelt und beschrieben von Matsuzaki et al., 2001) wurde dabei in einer
Konzentration von 20 mM verwendet. Dieses MNI-Glutamat konnte nun durch einen kurzen
Puls mit einem zweiten Ti:Sa-Laser bei einer Wellenlange von 720 nm sehr lokalisiert im

synaptischen Spalt an der Moosfaser-Synapse optisch freigesetzt werden. Durch die
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speziellen Eigenschaften der Zwei-Photonen-Anregung muss der Spine bzw. die Synapse
genau mit dem hier verwendeten Punkt-Scan getroffen werden, da nur in der Fokusebene
(Punkt) und nicht dariber oder darunter eine Anregung bzw. Freisetzung stattfindet.
AulRerdem kommt es durch die Verwendung héherer Wellenldngen nicht zu einer Schadigung
des Gewebes wie durch kurzwelliges UV-Licht und die Eindringtiefe ins Gewebe wird deutlich
erhoht. Das so aktivierte Glutamat diente schlie3lich als normaler physiologischer
Neurotransmitter und konnte durch Bindung an die verschiedenen Rezeptoren eine
postsynaptische Reaktion auslésen.

Unter diesen Normalbedingungen besal3en die untersuchten Mooszellen ein fir diesen
Zelltyp typisches Ruhemembranpotential (RMP) von -60 mV bis -65 mV (siehe dazu Abb. 4.8
unter D). Die ebenfalls aufgezeichnete spontane Aktivitat, die auf eine direkte Moosfaser-
Aktivierung zurtckzufihren ist (Scharfman, 1993), zeichnete sich durch ein hohe Frequenz
und GroRRe der jeweiligen synaptischen Signale aus. Zwei Beispiele fur diese hohe spontane
Aktivitat sind in Abbildung 4.4 und 4.7 jeweils fir den Voltage-Clamp-(VC)- bzw. den Current-
Clamp-(CC)-Modus dargestellt.

4.3.1.1. Induzierte Einzel-Signale im Voltage-Clamp-Modus (UEPSCS)

Durch kurze Laser-Pulse (0,5 ms) mit ansteigender Leistung konnten durch Uncaging
induzierte exzitatorische postsynaptische Stréme (UEPSCs) erzeugt und Uber die Patch-
Pipette am Soma abgeleitet werden. Gleichzeitig wurde im ausgewéhlten Spine die
resultierende Kalzium-Antwort mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie gemessen. Die Rohdaten
eines beispielhaften Experimentes im Voltage-Clamp-Modus mit drei ausgewéhlten Uncaging-
Stufen an einem individuellen Spine sind in Abb. 4.4 zu sehen. Dabei wurden die verwendeten
Leistungs-Stufen so gewahlt, dass eine lineare Zunahme der freigesetzten Glutamatmenge
erreicht und dass ein moglichst grof3er Wirkbereich der Synapsen abgedeckt wurde.

Im Allgemeinen stiegen mit zunehmender Leistung die Amplituden der induzierten
elektrophysiologischen Signale in beiden Genotypen an. Beginnend bei der niedrigsten Laser-
Leistungsstufe von 10 mW erreichten die gemessenen elektrischen Stréme (UEPSCs) im
Durchschnitt eine maximale Amplitude von -26,0+3,6 pA (n=74) fur den Wildtyp
und -29,3 + 4,4 pA (n = 81) fur den Knock-out. Nach schrittweiser Erhéhung der Leistung und
somit vermehrter Freisetzung an Glutamat konnten in der starksten Laser-Leistungsstufe von
21,79 mW maximale Amplituden fir den Wildtyp von -115,6 = 9,4 pA (n = 74) und beim Knock-
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Abb. 4.4: Messungen von exzitatorischen postsynaptischen Stromen (UEPSCs) und gleichzeitig
resultierende Kalzium-Antworten in einem individuellen Spine induziert durch Zwei-
Photonen-Uncaging; Ausschnitte aus den Rohdaten fur die Elektrophysiologie (obere
Zeile) und grine Fluoreszenz-Signale (untere Zeile) der Experimente mit 20 mM MNI-
Glutamat (Normalbedingung); bei 0,4 s erfolgte durch einen kurzen Laser-Puls (0,5 ms
bei 720 nm) immer die optische Freisetzung des Transmitters; mit zunehmender Laser-
Leistung stiegen die Amplituden der induzierten Signale an; verwendete Uncaging Stufen
von 10,00 mW - 13,23 mW — 20,00 mW

out von -94,3 £ 7,1 pA (n = 83) erzielt werden. Eine schematische Darstellung der Ergebnisse
fur die durchschnittlichen Werte der maximalen Amplituden fur die einzelnen Uncaging-Stufen
istin Abb. 4.5 unter A zu finden und die Messwerte sind in Tab. 7.1 im Anhang aufgelistet.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse war zu erkennen, dass zwischen den beiden
Genotypen in den ersten vier Uncaging-Stufen keine auffalligen Unterschiede zwischen den
maximalen Amplituden zu finden waren. Allerdings fand sich ab der flnften Stufe ein Trend zu
groReren Amplituden im WT. So erreichten z.B. bei 20,00 mW die mittleren Amplituden fir den
WT -108,5 + 9,5 pA (n =75) und waren damit deutlich hoher als im KO mit -87,2 + 7,1 pA
(n = 80). Die mittleren Amplituden zeigten Uber alle Stufen hinweg zwischen den Genotypen
keine signifikanten Unterschiede. Die Zunahme der EPSC-Amplituden mit steigender Laser-
Leistung folgte im WT in etwa einem linearen Anstieg, wohingegen die Werte im KO ab den

letzten beiden Uncaging-Stufen einen sublinearen Anstieg im Sinne einer Sattigung zeigten.
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Abb. 4.5: Elektrophysiologische Einzel-Signale gemessen im Voltage-Clamp-(VC)-Modus nach

optischer Glutamat-Freisetzung (Uncaging) mit steigender Laserleistung; 20 mM MNI-
Glutamat im ACSF enthalten (Normalbedingung); vergleichende Darstellung der
Mittelwerte + Standardfehler (SEM) von Wildtyp (WT — blaue Raute) und Knock-out (KO —
rotes Quadrat); Zahlenangaben Uber den Werten in der jeweiligen Farbe entsprechen der
Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen Spines; (A) maximale durchschnittliche Amplitude
der mittels Uncaging ausgeltsten exzitatorischen postsynaptischen Strome (UEPSCS) in
Abhangigkeit von der Laser-Leistung; (B) entsprechende 20 % - 80 % Anstiegsraten der
unter A gemessenen UuEPSCs Uber alle Uncaging-Stufen; (C) Darstellung des
durchschnittlichen Stroms beider Genotypen in der hdchsten Leistungs-Stufe von
21,79 mW.
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Mit zunehmender durchschnittlicher maximaler Amplitude nahmen auch die
20 % - 80 % Anstiegsraten der uEPSCs zu (siehe Abb.4.5- B und im Anhang Tab. 7.1).
Angefangen bei -28,8 + 3,7 nA/s (n = 74) fur den WT und -31,4 £ 4,3 nA/s (n = 81) fir den KO
bei der kleinsten Leistungsstufe von 10,00 mW stiegen die Raten an bis hin
zu -123,1+£9,7nA/s (WT, n=74) und -102,0 +7,5nA/s (KO, n=83) bei der hdchsten
gemessenen Stufe von 21,79 mW. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Genotypen festgestellt werden. Allerdings zeigten die Anstiegsraten des WTs eine
anndhernd lineare Zunahme Uber alle Uncaging-Stufen hinweg und im KO konnte eher ein
sublinearer Anstieg vor allem in den beiden letzten Stufen beobachtet werden. Damit folgten
die Werte der Anstiegsraten denen der maximalen Amplitude, wo bereits ein solcher
Zusammenhang auftrat.

Von der Gesamtanzahl der Spines, in denen erfolgreich ein postsynaptischer Strom
mittels Uncaging erzeugt wurde, zeigten nicht alle auch gleichzeitig eine entsprechende
Kalzium-Antwort. Bei der kleinsten Uncaging-Stufe (10 mW) konnte in rund 65 % der Spines
im WT und in 64 % im KO ein Kalzium-Transient gemessen werden (siehe die integrierte
Tabelle in Abb. 4.6 — B). Mit zunehmender Laser-Leistung nahm der prozentuale Anteil der mit
Kalzium antwortenden Spines zu, bis hin zu Werten von 93 % im WT und 90 % im KO bei
21,79 mW. Allerdings konnte selbst in der hochsten Stufe bei einigen Spines keine Kalzium-
Antwort zusatzlich zu den uEPSCs ausgelost werden. Zwischen den beiden Genotypen war
kein grofRer Unterschied in der prozentualen Verteilung der mit Kalzium antwortenden Spines
ersichtlich.

Bei der Analyse dieser Kalzium-Transienten erreichten die antwortenden Spines dabei
im Durchschnitt eine maximale Amplitude (max. AG/R) von 0,012 + 0,001 (WT, n =48) und
0,014 + 0,002 (KO, n =52) in der kleinsten Uncaging-Stufe von 10,00 mW. Mit zunehmender
Laser-Leistung bzw. Glutamat-Freisetzung nahm, wie bereits erwahnt, nicht nur der Anteil der
antwortenden Spines zu, sondern auch die Amplitude des Kalzium-Signals stieg an. Die
Zunahme folgte in den drei ersten Uncaging-Stufen vor allem im WT einem linearen Verlauf,
wohingegen im KO der Wert (0,021 +£0,002; n=69) in der dritten Stufe von 15,81 mW
gegenuber dem WT (0,025 £ 0,002) deutlich abfallt (siehe Abb. 4.6 — A). Bei allen Leistungs-
Stufen bestand dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (siehe
Abb. 4.6 — A und in Tab. 7.2 im Anhang). In den letzten drei Uncaging-Stufen konnte ein
sublinearer Anstieg bis hin zu einer Art Sattigung der Kalzium-Amplituden registriert werden.
So erreichten die Mittelwerte im WT maximal 0,030 £+ 0,003 (n = 69) bei 21,79 mW und im KO
maximal 0,029 + 0,003 (n = 73) bei 20,00 mW. Im direkten Vergleich der durchschnittlichen
Kalzium-Transienten in der héchsten Uncaging-Stufe von 21,79 mW konnten, wie in Abb. 4.6
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Abb. 4.6: Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im VC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit

steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat (Normalbedingung); vergleichende
Darstellung der Mittelwerte £ SEM von WT (blaue Raute) und KO (rotes Quadrat);
Angaben Uber den Werten entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen
Kalzium-Antworten; (A) Durchschnittliche maximale Amplituden (AG/R) der gemessenen
Kalzium-Transienten; (B) Prozentualer Anteil der Spines, die auf einen Uncaging-Puls
zusatzlich zu einem Strom eine gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigten; (C) Darstellung
eines durchschnittlichen Kalzium-Transienten beider Genotypen in der Leistungs-Stufe von
21,79 mW; Werte der Einstrom- k; (D) und Ausstromraten k. (E) fur die durchschnittlichen
Kalzium-Transienten.
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unter C ersichtlich, keine offensichtlichen Unterschiede im Kurvenverlauf zwischen Wildtyp
und Knock-out festgestellt werden.

Bei genauer Analyse der Kalzium-Transienten in Bezug auf die Einstromrate k; und die
Ausstromrate ke, das heillt der Anstieg und der Abfall von AG/R pro s, waren zwischen den
beiden Genotypen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zu finden (siehe Abb. 4.6 D
und E und im Anhang unter Tab. 7.3). Auffallig bei den Einstromraten waren allerdings die im
Allgemeinen sehr groRen Werte fur den Standardfehler und die Standardabweichung, vor
allem zutreffend fir den KO. AuRerdem zeigten die Raten fur den KO keine kontinuierliche
Zunahme, sondern befanden sich bereits auf einem hohen Niveau (Werte zwischen
1,596 £ 0,250/ s bei 21,79 mW; n =75 bis maximaler Wert 1,823 = 0,244 / s bei 20,00 mW;
n = 73) mit Ausnahme der niedrigsten Stufe (0,902 £ 0,185/ s; n=52). Im Gegensatz dazu
nahmen die Einstromraten beim WT anfangs linear zu (beginnend mit 0,455 + 0,076 / s bei
10,00 mW; n = 48), aber ab der vierten Stufe (18,03 mW) wurde ebenfalls eine Art Plateau
erreicht, wobei der maximale Wert von 1,625+ 0,205/s (n=66) bei der funften Stufe
(20,00 mW) lag. Damit war die Zunahme der Anstiegsraten im Wildtyp vom Verlauf her
entsprechend mit dem Verlauf des Anstiegs der maximalen Kalzium-Amplituden. Bei der
Kalzium-Ausstromrate konnte keine besondere Verteilung der Werte bei beiden Genotypen
festgestellt werden. Die Werte schwankten beim Wildtyp zwischen 6,992 + 1,083 /s (n = 50,
bei 13,23 mW) und 17,875 £ 9,023 /s (n =48, bei 10,00 mW) und beim Knock-out in einem
etwas kleineren Bereich von einer minimal erreichten Rate von 7,909 + 1,213 /s (n =75, bei
21,79 mW) und maximal von 13,029 + 2,865 /s (n =54, bei 10,00 mW). Besonders auffallig
waren die grof3en Standardfehler (und auch Standardabweichung) bei den Stufen von 10,00
und 20,00 mW im WT.

4.3.1.2. Induzierte Einzel-Signale im Current-Clamp-Modus (UEPSPS)

Unter Normalbedingungen wurden anschlieBend an die Messungen im VC-Modus dieselben
sechs Leistungs-Stufen zum optischen Freisetzen des Glutamats unter Current-Clamp-(CC)-
Bedingungen verwendet und die resultierenden exzitatorischen postsynaptischen Potentiale
(UEPSPs) und die entsprechenden Kalzium-Antworten gemessen. Fur den CC-Modus sind in
Abb. 4.7 ebenfalls die Rohdaten eines beispielhaften Experimentes im mit drei ausgewahlten

Uncaging-Stufen an einem individuellen Spine dargestellt.
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Abb. 4.7: Messungen von exzitatorischen postsynaptischen Potentialen (UEPSPs) und gleichzeitig
resultierende Kalzium-Antworten in einem individuellen Spine induziert durch Zwei-
Photonen-Uncaging; Ausschnitte aus den Rohdaten fir die Elektrophysiologie (obere
Zeile) und grune Fluoreszenz-Signale (untere Zeile) der Experimente mit 20 mM MNI-
Glutamat (Normalbedingung); bei 0,4 s erfolgte durch einen kurzen Laser-Puls (0,5 ms bei
720 nm) immer die optische Freisetzung des Transmitters; mit zunehmender Laser-
Leistung stiegen die Amplituden der induzierten Signale an; verwendete Uncaging Stufen
von 10,00 mW - 13,23 mW - 18,03 mW

Wahrend der kompletten Messungen an einem Spine, die circa 10 bis 15 min dauerte,
wurde (wenn notig) ein konstanter hyperpolarisierender Strom in das Soma injiziert, um das
RMP der Mooszelle unter -60 mV zu halten. Aus den Rohdaten des CC-Modus wurde das
jeweilige RMP fiir die einzelnen Experiment-Abschnitte bestimmt. Uber die einzelnen
Uncaging-Stufen hinweg war im Durchschnitt aller gemessenen Zellen das RMP konstant
(siehe Abb. 4.8 — D und Tab. 4 / Anhang), so dass die die Ausgangslage fur die Aktivierung
spannungsabhangiger lonenkanale in beiden Genotypen dieselbe war.

Die durchschnittichen maximalen Amplituden der erzeugten UEPSPs verhielten sich

gleichermal3en wie im Voltage-Clamp-Modus, das heil3t sie nahmen von der kleinsten bis zur
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Abb. 4.8: Elektrophysiologische Einzel-Signale gemessen im CC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit

steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat im ACSF enthalten (Normalbedingung);
vergleichende Darstellung der Mittelwerte + SEM von Wildtyp (WT — blaue Raute) und
Knock-out (KO — rotes Quadrat); Zahlenangaben Gber den Werten entsprechen der Anzahl
(n) der erfolgreich gemessenen Spines; (A) maximale durchschnittiche Amplitude der
mittels Uncaging ausgeldsten exzitatorischen postsynaptischen Potentiale (UEPSPS) in
Abhangigkeit von der Laser-Leistung; (B) entsprechende 20 % - 80 % Anstiegsraten der
unter A gemessenen UEPSPs; (C) Darstellung eines durchschnittlichen Stroms beider
Genotypen in der hochsten Uncaging-Stufe von 21,79 mW; (D) durchschnittliches
Ruhemembranpotential (RMP) Uber alle Uncaging-Stufen hinweg
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gro3ten Leistungsstufe in beiden Genotypen zu. So wurden Werte von 1,0 £ 0,1 mV (WT,
n=78)und 1,2 £ 0,1 mV (KO, n = 84) in der ersten Stufe (10,00 mW) bis hin zu 4,7 £ 0,3 mV
(WT, n=66) und 4,1 £ 0,3 mV (KO, n = 82) bei dem hdchsten Uncaging-Level von 21,79 mW
erreicht (siehe Abb. 4.8 — A und Tab. 7.5 im Anhang). Dabei folgte die Zunahme von Stufe zu
Stufe in den ersten vier Werten einen linearen Verlauf und bog in den beiden grof3ten Laser-
Leistungen in eine Sattigung ab, was bereits bei den Ergebnissen im VC-Modus ersichtlich
war. Dieser Anstieg der uEPSPs war in beiden Genotypen zu erkennen, allerdings war er im
KO deutlicher ausgepragt, wo sogar der letzte Mittelwert der maximalen Amplitude gegentber
dem Vorletzten leicht abfallt. Vergleichend konnte zwischen den induzierten Potentialen der
beiden Genotypen uber alle Stufen hinweg kein signifikanter Unterschied (die exakten p-Werte
sind in Tab. 7.5 im Anhang aufgelistet) festgestellt werden, im Gegensatz zu den UEPSCs, bei
denen ein signifikanter Unterschied in der gréf3ten Uncaging-Stufe auftrat. Ebenfalls waren
keine Unterschiede in der Kinetik der elektrophysiologischen Signale zu erkennen, wie bei der
gemeinsamen Darstellung der durchschnittichen Potentiale der beiden Genotypen in der
hdchsten Leistungs-Stufe von 21,79 mW in Abb. 4.8 — C ersichtlich ist.

Die 20 % - 80 % Anstiegsraten (Abb. 4.8 — B und Tab. 7.5/ Anhang) folgten auch dem
gleichen Muster, wie bereits bei den Experimenten unter der VC-Bedingung beschrieben. Die
Raten stiegen ebenfalls von der kleinsten Stufe (10,00 mW) von 679 + 78 mV/s (WT, n = 78)
und 743+85mV/s (KO, n=84) zu maximal 2769 +195mV/s (WT, n=66) und
2447 £ 162 mV/s (KO, n=82) in der hochsten Stufe (21,79 mW) an. Dabei folgte der
Kurvenverlauf der Zunahme der Raten Uber die Uncaging-Stufen hinweg bei beiden
Genotypen dem Verlauf der maximalen Amplituden der uEPSPs, mit einem linearen Anstieg in
den ersten vier Stufen und einem sublinearen weiteren Anstieg der Ubrigen Werte. Auch hier
trat kein signifikanter Unterschied zwischen den bestimmten Anstiegsraten der uEPSPs der
beiden Genotypen auf.

Auch unter diesen elektrophysiologischen Messbedingungen (CC) war zu beobachten,
dass nicht jeder erfolgreich gemessene Spine zusatzlich zu einem uEPSP auch eine
gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigte. So konnten bei der kleinsten Stufe von 10,00 mW in nur
43 % (WT) und 45 % (KO) der Spines ein Kalzium-Transient (siehe Abb. 4.9 in der Tabelle
unter B) detektiert werden. Die prozentualen Anteile nahmen mit steigender Laser-Leistung bis
zu maximalen Werten von 85 % bzw. 82 % in der letzten Stufe (21,79 mW) fur die Genotypen
(WT bzw. KO) zu. Die prozentuale Verteilung der mit Kalzium antwortenden Spines unter
Voltage-Clamp-Bedingungen war annahernd vergleichbar mit der im Current-Clamp. Nur in
der kleinsten Uncaging-Stufe konnten im CC rund 20 % weniger Kalzium-Transienten

gemessen werden als im VC. In diesen Experimenten gab es ebenfalls Spines, die bis
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Abb. 4.9: Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im CC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit

steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat (Normalbedingung); vergleichende
Darstellung der Mittelwerte £+ SEM von WT (blaue Raute) und KO (rotes Quadrat);
Zahlenangaben tber den Werten entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen
Kalzium-Antworten; (A) Durchschnittliche maximale Amplituden (AG/R) der gemessenen
Kalzium-Transienten; (B) Prozentualer Anteil der Spines, die auf einen Uncaging-Puls
zusatzlich zu einem Potential eine gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigten; (C) Darstellung
eines durchschnittlichen Kalzium-Transienten beider Genotypen in der Leistungs-Stufe
von 21,79 mW; Werte der Einstrom-k; (D) und Ausstromratenk. (E) fir die
durchschnittlichen Kalzium-Transienten.
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einschlieBlich des hochsten Leistungslevels nur eine elektrophysiologische Reaktion und kein
Kalzium-Signal auf die optische Glutamat-Freisetzung zeigten.

Bei der Betrachtung der durchschnittlichen maximalen Amplituden (max. AG/R) der
Kalzium-Transienten war kein offensichtlicher Unterschied zwischen den beiden Genotypen
ersichtlich. Die gemessenen Werte (siehe Abb. 4.9 — A und im Anhang in Tab. 7.6) erreichten
0,013 £ 0,002 (WT, n=33) und 0,016 £ 0,003 (KO, n =38) in der kleinsten Leistungs-Stufe
von 10,00 mW und stiegen leicht an bis zu einem Maximum in der hdchsten Stufe (21,79 mW)
von 0,032 +0,003 (WT, n=56) im Vergleich zu 0,030+ 0,002 (KO, n=67). Dabei
entsprachen die Amplituden annahernd den Werten, die bereits unter VC-Bedingungen
gefunden wurden. Im Allgemeinen konnten allerdings leicht héhere Amplituden festgestellt
werden, z.B. fir den WT 0,030 im VC gegenuber 0,032 im CC. Des Weiteren war auch hier
ein linearer Anstieg der Amplituden uUber die ersten drei Uncaging-Stufen hinweg zu erkennen,
der in eine sublineare Zunahme in den hdoheren Stufen Uberging. Auch im CC-Modus gab es
bei den durchschnittichen Kalzium-Transienten in der grof3ten Laserleistungs-Stufe
(21,79 mW) keine auffallenden Unterschiede zwischen den beiden Genotypen (siehe
Abb. 4.9 - C).

Die beiden Parameter Einstrom- und Ausstromrate der Kalzium-Transienten (AG/R
pros) zeigten auch unter Current-Clamp-Bedingungen eine hohe Varianz innerhalb der
einzelnen Stufen und Uber beide Genotypen verteilt (siehe die sehr grolen Fehlerbalken in
Abb.4.9—-D und E und SEM- und SD-Werte in Tab. 7.7 / Anhang). Dabei konnten fur beide
Parameter keine besonderen Verteilung der Werte Uber die Stufen hinweg beobachtet werden.
Im Allgemeinen wurden jedoch deutlich hoéhere Einstromraten erreicht als unter VC-
Bedingungen, so lagen z.B. die minimalen Raten im WT bei 1,251+0,178/s (n=53;
13,23 mW) und im KO bei 1,441 +£0,291/s (n=53; 13,23 mW) gegenuber 0,455 /s bzw.
0,902 /s bei 10,00 mW im VC. Die maximalen Raten erreichten Werte von 2,032 + 0,410 /s
(WT, n=53; 18,03 mW) und 2,531 £0,493/s (KO, n=74; 20,00 mW) vs. 1,625/s und
1,823 /s im VC. Der gleiche Sachverhalt traf ebenfalls fur die Ausstromraten beider
Genotypen zu. Die einzelnen Raten vergleichend, lagen keine signifikanten Unterschiede

zwischen Wildtyp und Knock-out vor.
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4.3.1.3. 15 bAPs mit 50 Hz

An die vorhergegangenen Experimente, in denen zuvor einzelne elektrophysiologische
Signale sowie Kalzium-Antworten mittels Uncaging induziert wurden, schlossen sich weitere
Versuche an, um zu uberprifen, ob in denselben Spines funktionsfahige spannungs-
gesteuerte Kalzium-Kanale (VGCCs) vorhanden waren. Dazu wurden Aktionspotentiale
(bAPs) ausgel6st, die in den Dendritenbaum und somit auch in den Spine propagierten, hier
die Zellmembran depolarisierten und zur Offnung der VGCCs fiihrten. Dies erfolgte durch
kurze Strompulse (1-2 ms mit 1,5 nA) im Current-Clamp-Modus, die Uber die Patch-Pipette in
das Soma der Mooszellen injiziert wurden. Fir diese Experimente wurde eine Abfolge von
15 bAPs mit einer Frequenz von 50 Hz ausgeldst. Gleichzeitig konnten im Spine die Kalzium-
Antworten, resultierend aus dem Einstrom von Kalzium durch die VGCC und als Folge einer
maoglichen Kalzium-abhangigen Kalzium-Freisetzung (CICR) aus dem Spine Apparat (SA),
gemessen werden.

Eine reprasentative elektrophysiologische Ableitung am Zellsoma, die die Abfolge der
15 bAPs bei 50 Hz zeigt, ist in der Abb. 4.10 in A dargestellt. Dabei konnten eindeutige
Aktionspotentiale (eine klare Depolarisation tber 0 mV hinaus) festgestellt werden, die nach
erfolgter AP-Serie auch schnell wieder auf das Niveau des Ruhemembranpotentials
zurtckkehrten. Dabei lag im Durchschnitt das RMP im WT bei -64,6 + 0,7 mV (n = 51) und im
KO bei -64,0+0,5mV (n=61). AuRerdem zeigten die APs eine fur Mooszellen typische
Kinetik (Scharfman und Schwartzkroin, 1988), da eine Nach-Hyperpolarisation nicht oder nur
sehr gering vorhanden war.

Unter Normalbedingungen (nur MNI-Glutamat im ACSF) konnten Kalzium-Transienten
mit einer mittleren maximalen Amplitude (AG/R) von 0,121 + 0,007 (n =51) fur den Wildtyp
und 0,092 £ 0,005 (n=61) fur den Knock-out (siehe Abb. 4.10 unter B und im Anhang
Tab. 7.8), als Antwort auf eine erfolgreich induzierten bAP-Serie, ermittelt werden. Dieser
Unterschied der mittleren maximalen Amplituden von 23,5 % zwischen den beiden Genotypen
war mit einem p-Wert von 0,015087 signifikant.

Bei der Analyse der Parameter der Kalzium-Einstromraten und -Ausstromraten (AG/R
pro s) konnte festgestellt werden, dass der Wildtyp eine schnellere Einstrom-Rate aufwies als
der Knock-out (zu finden im Anhang unter Tab. 7.9) und zwar 0,607 + 0,042 /s (n=51)
gegenuber 0,476 £0,031/s (n=61) und dieser Unterschied erreichte ebenfalls eine

eindeutige Signifikanz mit einem p-Wert von 0,0438. Die Ausstromraten hingegen
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unterschieden sich nicht wesentlich voneinander (2,484 + 0,12 /s im WT vs. 2,502 £0,10/s
im KO).

Diese Ergebnisse deuten auf eine zusatzliche Freisetzung von Kalzium durch den
Prozess des CICR aus dem Spine Apparat im WT hin, wohingegen dieser Mechanismus
durch den Mangel einer solchen Organelle in der KO fehlt und dadurch zu kleineren Kalzium-
Transienten fhrt.

A Elektrophysiologische Ableitung am Zellsoma wéhrend der
Serie der 15 bAPs mit 50 Hz unter Normalbedingungen

Zeit [s]
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B Durchschnittliche Kalzium-Transienten wahrend der
Serie der 15 bAPs mit 50 Hz unter Normalbedingungen
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Abb. 4.10: Induzierte Abfolge von 15 bAPs mit einer Frequenz von 50 Hz zur Aktivierung von VGCCs;
Auslosen der APs durch kurze depolarisierende Strompulse (im CC-Modus, 1-2 ms,
1,5 nA) im Soma der Mooszellen; 20 mM MNI-Glutamat im ACSF (Normalbedingung); (A)
Darstellung einer elektrophysiologischen Ableitung (Potentiale) Uber eine Zeitdauer von
1,8 s; deutliche Depolarisation tiber 0 mV hinaus, keine Hyperpolarisation der APs; RMP
rund -64 mV (B) Durchschnittliche erfolgreich gemessene Kalzium-Transienten (AG/R) in
den komplexen Spines als Antwort auf 15 bAPs bei 50 Hz; vergleichende Darstellung der
Ergebnisse von Wildtyp (WT — blaue Kurve) und Synaptopodin Knock-out (KO - rote
Kurve) mit den jeweiligen Angaben fir die Anzahl der gemessenen Spines (n); signifikanter
Unterschied der maximalen Amplituden mit (*) markiert (a = 0,05); SEM und SD der Werte
ersichtlich aus Tab. 7.8 im Anhang.



4. ERGEBNISSE /2

4.3.1.4. 24 bAPs mit 25 Hz

Nach den erfolgreichen Messungen der Kalzium-Transienten (15 bAPs mit 50 Hz) wurden
anschlieBend Experimente mit 24 bAPs mit einer Frequenz von 25 Hz durchgefuhrt. Das
Auslosen der Aktionspotentiale erfolgte ebenfalls durch Strominjektion am Soma und die
gleichzeitig resultierende Kalzium-Antwort wurde in denselben Spines wie in den
vorangegangenen Experimenten gemessen.

Aus einer beispielhaften elektrophysiologischen Ableitung am Soma der Zellen (siehe
Abb. 4.11 unter A) konnte festgestellt werden, dass eine klare Depolarisation tber 0 mV
hinaus erfolgte und die Aktionspotentiale die charakteristische Kinetik der Mooszellen zeigten
(keine Hyperpolarisation). Das Ruhemembranpotential hatte sich dabei im Vergleich mit den
Experimenten mit 15 bAPs bei 50 Hz nicht wesentlich geandert und lag im Mittel im WT
bei -63,5 + 0,7 mV (n =47) und im KO bei -63,2 £ 0,6 mV (n = 54).

Diese Kalzium-Transienten (AG/R) hatten im Vergleich zu denen bei 15 bAPs eine
geringere durchschnittiche maximale Amplitude (Abb. 4.11 —B und Tab. 7.8 / Anhang) mit
Werten von 0,102 £ 0,007 (n=47) im WT und von 0,072 £ 0,005 (n =54) im KO. Auch bei
diesen geringeren Amplituden war ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Genotypen
feststellbar (Differenz WT zu KO von 29,4 %) und mit einem p-Wert von 0,0107 wurde das
Signifikanzniveau (a = 0,05) erreicht.

Im Allgemeinen erfolgte die Zunahme an Kalzium deutlich langsamer als in den
Versuchen mit den 15 bAPs (siehe Tab. 7.9 im Anhang). Die Kalzium-Einstromraten (AG/R
pro s) zeigten Werte von 0,277 +0,019/s (n=47) im WT und 0,219 £0,031/s (n =54) im
KO und dieser Unterschied war ebenfalls signifikant (p = 0,04586). Bei der Betrachtung der
Ausstromraten des Kalziums konnten keine groRen Unterschiede zwischen den Genotypen
festgestellt werden, allerdings entsprachen sie in etwa den Raten der vorangegangenen
Versuche (2,47 / svs. 2,48/ sim WT oder 2,72 / s vs. 2,50 / s im KO).

Diese Ergebnisse sprechen gleichermal3en fur eine Beteiligung des Spine Apparats an

der Bildung der Kalzium-Transienten im WT und veranderter Kalzium-Signale im KO.
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Abb. 4.11: Induzierte Abfolge von 24 bAPs mit einer Frequenz von 25 Hz; Auslésen der APs durch

kurze depolarisierende Strompulse (im CC-Modus, 1-2ms, 1,5nA) im Soma der
Mooszellen; 20 mM MNI-Glutamat im ACSF (Normalbedingung); (A) Darstellung einer
elektrophysiologischen Ableitung (Potentiale) Uber eine Zeitdauer von 1,8 s; deutliche
Depolarisation Gber 0 mV hinaus, keine Hyperpolarisation der APs; (B) Durchschnittliche
gemessene Kalzium-Transienten (AG/R) in den komplexen Spines als Antwort auf
24 bAPs bei 25 Hz; vergleichende Darstellung der Ergebnisse von Wildtyp (WT — blaue
Kurve) und Synaptopodin Knock-out (KO — rote Kurve) mit den jeweiligen Angaben fir
die Anzahl der gemessenen Spines (n); signifikanter Unterschied der maximalen
Amplituden mit (*) markiert (a = 0,05); SEM und SD der Werte ersichtlich aus Tab. 7.8 im
Anhang.
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4.3.1.5. 24 uEPSPs (25 Hz) kombiniert mit 24 bAPs (25 Hz)

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Potenzierungs-Protokoll modifiziert angewendet, das
durch eine niederfrequente Stimulation eine gezielte NMDA-Rezeptor-abhangige Langzeit-
potenzierung (LTP) an der Moosfaser-Synapse postsynaptisch induziert (Kwon und
Castillo, 2008).

Eine Abfolge von 24 einzeln induzierten EPSPs mit einer Frequenz von 25 Hz (erzeugt
mittels Glutamat-Uncaging bei einer konstanten Laser-Leistung von 20,00 mW und 0,5 ms
Pulsdauer) wurde kombiniert mit den oben bereits beschriebenen 24 bAPs mit 25 Hz
(Strominjektion im Soma). Dabei wurden die Aktionspotentiale mit einer Zeitverzégerung von
10 ms auf die Uncaging-Ereignisse ausgeltst. Das Zeitintervall von 10 ms zwischen der
synaptischen Aktivitdt und den Aktionspotentialen wurde gewahlt, um eine Potenzierung an
der Moosfaser-Synapse auszulésen, folgend den Experimenten zur Impuls- und
zeitabhangigen Plastizitat (STDP) von Astorietal. (2010). Diese Kombination von
Depolarisation (bAPs) und Glutamatbindung (Uncaging) fahrt zum Lésen des
Magnesiumblocks und zur effektiven Offnung des Kalzium-permeablen NMDA-Rezeptors.
Dieser Kalzium-Einstrom ist Voraussetzung fiir einige Formen synaptische Plastizitat, wobei
groRe Mengen an Kalzium eine Potenzierung induzieren, wohingegen kleine Mengen eine
Depression verursachen (Abbott und Nelson, 2000). Da in den hier durchgefihrten
Experimenten eine Potenzierung ausgelost werden sollte, musste sichergestellt werden, dass
eine ausreichend gro3e Menge an Kalzium durch den NMDA-Rezeptor in den Spine
einstromt.

In der Darstellung der elektrophysiologischen Ableitung der Zellen in Abb. 4.12 unter A
sind die durch Uncaging induzierten Potentiale (UEPSPs) und bAPs, jeweils 24 mit einer
Frequenz von 25 Hz, deutlich zu erkennen. Aus der in die Abbildung integrierten
VergroRerung der ersten drei kombinierten Ereignisse (UEPSP und bAP) ist erkenntlich, dass
beim ersten Uncaging-Puls ein uEPSP mit einer Amplitude von circa 4 mV und im weiteren
Verlauf Potentiale mit rund 2 mV erzeugt wurden. AulRerdem waren die folgenden
Aktionspotentiale mit einer Zeitverzogerung von 10 ms nach den synaptisch induzierten
Signalen deutlich abgrenzbar. Das Ruhemembranpotential der Zellen lag dabei im WT
bei -63,5 + 0,8 mV (n = 38) und im KO bei -63,1 + 0,8 mV (n = 41) und unterschied sich nicht

zu den Versuchen mit den zwei verschiedenen Serien an bAPs.
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Abb. 4.12: Angewendetes NMDA-Rezeptor-abhangiges Potenzierungsprotokoll; 20 mM MNI-
Glutamat im ACSF (Normalbedingung); Abfolge von 24 uEPSPs (Uncaging bei einer
konstanten Laser-Leistung von 20,00 mW und 0,5ms Pulsdauer) und mit einer
Zeitverzdgerung von 10 ms folgender bAPs (Strominjektion im Soma im CC-Modus,
1-2ms, 1,5pA) mit einer Frequenz von 25Hz; (A) Darstellung der gemittelten
elektrophysiologischen Ableitung (Potentiale) der Zellen; vergrof3erter Ausschnitt der
ersten drei kombinierten Ereignisse; (B) Mittlere gemessene Kalzium-Transienten
(AG/R) in den Spines als Antwort auf das Potenzierungsprotokoll; vergleichende
Darstellung der Ergebnisse von WT (blaue Kurve) und Synpo KO (rote Kurve) mit
den jeweiligen Angaben fir die Anzahl der gemessenen Spines (n); signifikanter
Unterschied der maximalen Amplituden mit (*) markiert (a = 0,05); SEM und SD der
Werte ersichtlich aus Tab. 7.10 im Anhang.
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Die in diesen Experimenten gemessenen Kalzium-Transienten zeigten dement-
sprechend im Vergleich zu den Einzelereignissen sehr hohe durchschnittliche maximale
Amplituden (AG/R). Es wurden Werte von 0,2489 +0,0154 (n=38) im Wildtyp und
0,1859 + 0,0127 (n = 41) im Knock-out erreicht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die in den
voran gegangenen Versuchen (nur 24 bAPs mit 25 Hz) erzielt wurden, war eine deutliche
Steigerung der Amplituden zu erkennen. So nahm beispielsweise das maximale Kalzium im
WT um rund 0,15 und KO um circa 0,11 zu. Bei dem Vergleich zwischen den beiden
Genotypen konnte festgestellt werden, dass die Kalzium-Amplituden im KO erheblich geringer
waren als im WT (siehe Abb. 4.12 — B und Tab. 7.10 im Anhang). Der Unterschied betrug
zahlenméalRig 0,063, was eine prozentuale Differenz von 25,3 % bedeutete. Aul3erdem wurde
mit einem p-Wert von 0,0168 eine deutliche Signifikanz erreicht.

Die Einstrom- und -Ausstromraten der Kalzium-Transienten (AG/R pros) wurden
ebenfalls berechnet und sind aus Tabelle 7.11 im Anhang zu entnehmen. Der Kalzium-
Einstrom war im Vergleich zu den Versuchen mit den bAPs allein deutlich schneller. Es
ergeben sich dabei Raten von 1,066 £ 0,109 /s (n =38) im WT und 0,772 £ 0,069 /s (n =41)
im KO. Im Vergleich der Genotypen zueinander, konnte zwischen WT und KO kein
signifikanter Unterschied bestimmt werden. Fir die Ausstromraten ergaben sich zwischen den
beiden Genotypen auch keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich zu den
vorhergegangenen Versuchen waren sie aber deutlich schneller mit Werten von
3,382 + 0,336 /s (WT, n =38) und 3,415 + 0,283 / s (KO, n = 41).

Diese Ergebnisse bestéatigen die Befunde der vorhergegangenen Versuche. Es wurden
ebenfalls Unterschiede von rund 25 % zwischen WT und KO gefunden, was auf eine

zusatzliche Freisetzung von Kalzium aus dem Spine Apparat hindeutet.
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4.3.2. Experimente unter dem NMDA-Rezeptor Blocker APV

Zuséatzlich zum MNI-Glutamat (20 mM) wurde dem ACSF noch 200 pM 2-Amino-5-
phosphonovalerianséaure (APV) beigegeben. Dieser kompetitive und selektive Antagonist wirkt
auf die NMDA-Rezeptoren bereits in geringen Konzentrationen hemmend. Unter diesen
Bedingungen wurden ebenfalls durch das optische Freisetzen von Glutamat
elektrophysiologische Einzel-Signale induziert und entsprechende Kalzium-Antworten im

Spine aufgezeichnet.

4.3.2.1. Induzierte Einzel-Signale im Voltage-Clamp-Modus (UEPSCSs) unter APV

Unter der Blockade der NMDA-Rezeptoren konnten erfolgreich postsynaptische Stréme durch
Uncaging (UEPSCSs) induziert werden.

Die durchschnittlichen maximalen Amplituden der uEPSCs beider Genotypen stiegen
dabei mit zunehmender Laser-Leistung proportional an (siehe Abb.4.13-A und
Tab. 7.1/ Anhang). Uber alle Ergebnisse hinweg betrachtet, gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Ein Beispiel fur die gemittelten uEPSCs,
induziert bei 21,79 mW, ist in Abb. 4.13 — C dargestellt. Im Vergleich zu den Experimenten
unter Normalbedingungen (nur MNI im ACSF, kein Rezeptor Antagonist) war ersichtlich, dass
beim WT die durchschnittlichen maximalen Amplituden der ersten drei Stufen fast identisch
waren (siehe dazu auch Tab. 7.1 im Anhang). So erreichten zum Beispiel bei 10,00 mW die
Amplituden Werte von -26,0 pA nur mit MNI und -26,8 + 5,8 pA (n = 22) mit APV oder bei der
dritten Leistungs-Stufe (15,81 mW) von -74,5 pA mit MNI und -71,4 + 11,3 pA (n = 23) unter
APV-Einfluss. Bei den restlichen drei Stufen waren die Amplituden leicht gro3er als unter
Normalbedingungen und erzielten unter APV Einwirkung maximal -134,8 + 18,9 pA (n = 23) in
der hdochsten Uncaging-Stufe von 21,79 mW im Gegensatz zu -115,6 pA ohne Blocker. Im KO
hingegen konnten in allen Stufen deutlich grol3ere mittlere Amplituden als unter
Normalbedingungen gemessen werden. Beispielsweise wurden uEPSCs erreicht beginnend
mit minimal -45,3 + 10,4 pA (n = 24) bei 10,00 mW (unter Normalverhéltnissen -29,3 pA) bis
hin zu maximal -150,5 + 18,0 pA (n = 23) bei 21,79 mW (hingegen nur -94,3 pA ohne Blocker).

Wie aus der Abb. 4.13 — B zu erkennen ist (Messwerte sind ersichtlich im Anhang in

Tab. 7.1), nahmen auch die 20 % - 80 % Anstiegsraten der uUEPSCs mit den Uncaging-Stufen
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Abb. 4.13: Elektrophysiologische Einzel-Signale gemessen im VC-Modus nach Glutamat-Uncaging
mit steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 200 uM APV (NMDA-Rezeptor
Blocker) im ACSF enthalten; vergleichende Darstellung der Mittelwerte £ SEM von WT
(blaue Raute) und KO (rotes Quadrat); Zahlenangaben Uber den Werten in der
jeweiligen Farbe entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen Spines; (A)
maximale durchschnittliche Amplitude der mittels Uncaging ausgeltsten exzitatorischen
postsynaptischen Strome (UEPSCs) in Abhangigkeit von der Laser-Leistung; (B)
entsprechende 20 % - 80 % Anstiegsraten der unter A gemessenen UEPSCs Uber alle
Uncaging-Stufen; (C) Darstellung des durchschnittlichen Stroms beider Genotypen in der
hdchsten Leistungs-Stufe von 21,79 mW.
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annahernd linear zu, was fir beide Genotypen zutraf. Auch bei diesem untersuchten
Parameter waren keine signifikanten Unterschiede zu finden. Passend zu den bereits
beschriebenen Werten der maximalen Amplituden zeigten auch die Werte der Anstiegsraten
des WTs ein sehr a@hnliches Verhaltnis vergleichend zu den Experimenten ohne Rezeptor
Antagonist. Die Raten waren ebenfalls in den ersten drei Stufen nur leicht erhéht und in den
letzten Stufen waren die Zunahmen etwas deutlicher ausgepragt. Im Knock-out fielen diese
Unterschiede gegentiber den Normal-bedingungen wieder deutlicher aus, z.B. beginnend
mit -49,9 £ 11,1 nA/s (n = 24) gegen-lUber -31,4 nA/s (MNI) in der kleinsten Stufe (10,00 mW),
wurde die groldte Differenz zwischen den Raten mit Werten von -156,9 + 19,7 nA/s (n = 23)
und -102,0 nA/s (MNI) bei der starksten Uncaging-Leistung von 21,79 mW erreicht.

Im Allgemeinen war auffallig, dass bei beiden Genotypen die Standard-Fehler
und -Abweichung (siehe Tab. 7.1 / Anhang) der maximalen Amplituden als auch der
20 % - 80 % Anstiegsraten Uber alle Uncaging-Stufen deutlich grof3er ausgefallen sind als
unter Normalbedingungen. Allerdings wurden unter APV Einwirkung deutlich weniger Zellen
(im Schnitt 23 Spines im WT und 24 im KO gegenuber 75 bzw. 84 ohne Blocker) gemessen.

Wie aus der integrierten Tabelle unter B der Abb. 4.14 erkenntlich ist, reagierten im
Allgemeinen weniger Zellen auf einen Uncaging-Puls zusatzlich zu einem elektro-
physiologischen Signal auch noch mit einem gleichzeitigen Kalzium-Einstrom in den Spine.
Bei der kleinsten Leistungs-Stufe zeigten im Wildtyp nur 23 % (nur funf Spines von insgesamt
22) und im Knock-out nur 25 % (sechs Spines von 24) der gemessenen Spines Uberhaupt
einen Kalzium-Transienten als Antwort auf den Uncaging-Puls. Der prozentuale Anteil nahm in
beiden Gruppen mit zunehmender Laser-Leistung immerhin zu und endete bei der hdchsten
Stufe von 21,79 mW bei 57 % im WT und 65 % im KO. Vergleichend zu der Verteilung unter
Normalbedingungen war eine Reduktion der mit Kalzium antwortenden Spines zu erkennen
und zwar um rund ein Drittel, denn unter den Experimenten ohne Blocker lagen die Anteile bei
93 % im WT und 90 % im KO.

Dabei stagnierten die maximalen mittleren Amplituden (AG/R) der Kalzium-Transienten
(siehe Abb. 4.14 — A und Tab. 7.2 / Anhang) bei den ersten Stufen auf einem sehr geringen
Level, um Werte von 0,006 fur beide Genotypen, und nahmen mit ansteigender Leistung nur
noch geringfugig zu. So wurden maximale Amplituden von rund 0,012 im WT und in der KO in
der jeweils hdchsten Uncaging-Stufe erreicht. Im Vergleich mit den vorangegangenen
Experimenten ohne Antagonist blieben die Ergebnisse allerdings einheitlich um die Werte der
kleinsten Stufe von 10,00 mW, wo bereits eine maximale Amplitude von 0,012 bzw. 0,014 (WT

vs. KO) bestimmt wurde. Die deutliche Reduktion der maximalen Amplituden ist gut bei den
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Abb. 4.14: Kalzium-Antworten der Einzel-Signhale im VC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit

steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 200 uM APV im ACSF; ver-
gleichende Darstellung der Mittelwerte £+ SEM von WT (blaue Raute) und KO (rotes
Quadrat); Zahlenangaben tber den Werten entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich
gemessenen Kalzium-Antworten; (A) Durchschnittiche maximale Amplituden (AG/R) der
Kalzium-Transienten; (B) Prozentualer Anteil der Spines, die auf einen Uncaging-Puls
zuséatzlich zu einem Strom eine gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigten; (C) Darstellung
eines gemittelten Kalzium-Transienten beider Genotypen bei 21,79 mW; Werte der
Einstrom- k; (D) und Ausstromraten k. (E) fur die durchschnittlichen Kalzium-Transienten.
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gemittelten Kalzium-Transienten bei 21,79 mW Abb. 4.14 — C im Vergleich zu den Versuchen
der Normalbedingung zu erkennen. Zwischen den beiden Genotypen konnten Kkeine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Fur die beiden Parameter der Kalzium-Einstrom- und Ausstromraten (AG/R pro s) galt,
dass die Verteilung tber die Uncaging-Stufen keinem klaren Muster folgte (siehe Abb. 4.14 in
D und E sowie im Anhang Tab. 7.3). Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte zwischen
den beiden Genotypen nicht festgestellt werden. Durch die relativ kleine Anzahl der Spines mit
einer Kalzium-Antwort und die hohe Variabilitat der Signale (groRe SEM und SD) in allen
Uncaging-Stufen haben diese Ergebnisse allerdings eine geringe Aussagekratft.

Durch die elektrophysiologischen Ergebnisse konnte gut die schnelle Komponente der
synaptischen Transmission, die durch den AMPA-Rezeptor vermittelt wird, aufgeldst werden.
AuRerdem zeigten die Ergebnisse der Kalzium-Antworten, dass der Kalzium-Einstrom in den
Spine wéhrend der synaptischen Transmission hauptséchlich durch den NMDA-Rezeptor

erfolgte, da unter APV ein Grof3teil der Kalzium-Signale geblockt werden konnte.

4.3.2.2. Induzierte Einzel-Signale im Current-Clamp-Modus (UEPSPs) unter APV

Wie bereits in den Experimenten unter Normalbedingungen durchgefuhrt, wurden nach
erfolgreicher optischer Glutamat-Freisetzung im VC die elektrophysiologischen Signale und
Kalzium-Antworten im CC fir die gleichen sechs Leistungs-Stufen bestimmit.

Uber die einzelnen Uncaging-Stufen hinweg lag im Durchschnitt aller gemessenen
Zellen das RMP fur den WT bei -62,7mV und fur den KO bei -62,9mV (siehe
Abb. 4.15 unter D) und unterschied sich damit nicht grol3 von den gemessenen Werten unter
der Normalbedingung (Vergleich unter Tab. 4 im Anhang).

Die durch Uncaging induzierten Potentiale (UEPSPs) zeigten auch unter diesen
Messbedingungen eine lineare Zunahme der gemittelten maximalen Amplituden mit
zunehmenden Laser-Leistungen vor allem im KO. Im WT kam es ab der vierten Uncaging-
Stufe zu einer eher sublinearen Zunahme (siehe Abb. 4.15—- A und Tab. 7.5 im Anhang).
Aufféllig fur die Werte des Wildtyps war, dass in fast allen Leistungs-Stufen die Amplituden im
Schnitt rund 0,2 mV bis 0,6 mV unter den Ergebnissen ohne APV lagen. Nur bei dem groi3ten
Uncaging-Level von 21,79 mW waren die Werte mit 4,9 + 0,6 mV (n = 23) gegenuber 4,7 mV
(nur MNI) leicht erhéht. Anders verhielt es sich mit den Messungen im KO, wo alle uEPSPs

groRere mittlere Amplituden als unter Normalbedingung aufwiesen. So zeigten die Werte
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Abb. 4.15: Elektrophysiologische Einzel-Signale gemessen im CC-Modus nach Glutamat-Uncaging

mit steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 200 uM APV (NMDA-Rezeptor
Blocker) im ACSF; vergleichende Darstellung der Mittelwerte £+ SEM von WT (blaue
Raute) und KO (rotes Quadrat); Zahlenangaben Uber den Werten entsprechen der
Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen Spines; (A) maximale durchschnittliche Amplitude
der mittels Uncaging ausgeldsten exzitatorischen postsynaptischen Potentiale (UEPSPS)
in Abh&ngigkeit von der Laser-Leistung; (B) entsprechende 20 % - 80 % Anstiegsraten der
unter A gemessenen UEPSPs; (C) Darstellung eines durchschnittlichen Stroms beider
Genotypen in der héchsten Uncaging-Stufe von 21,79 mW,; (D) durchschnittliches RMP
uber alle Uncaging-Stufen hinweg.
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vergleichend zur Normalbedingung den kleinsten Unterschied von 0,1 mV (mit APV
1,3+£0,2mV, n=24 und mit MNI 1,2 mV) in der ersten Leistungs-Stufe und die maximale
Differenz von 1,8 mV (APV mit 6,0 + 0,6 mV, n = 24 und MNI mit 4,1 mV) in der grof3ten Stufe.
Die gemittelten Potentiale bei 21,79 mW der beiden Genotypen im Vergleich sind in
Abb. 4.14 — C dargestellt. Allerdings waren die Standard-Fehler (und auch -Abweichungen)
deutlich erh6ht im Vergleich zu den Normalbedingungen, bei reduzierter Anzahl der
gemessenen Zellen. Zwischen den beiden Genotypen traten in den gesamten Uncaging-
Stufen keine signifikante Unterschiede zwischen den maximalen Amplituden auf.

Entsprechend zu den maximalen Amplituden verhielten sich auch die 20 % - 80 %
Anstiegsraten der Potentiale in beiden Genotypen, z.B. konnte ebenfalls eine lineare Zunahme
der Werte Uber die Uncaging-Stufen hinweg im KO und ab der vierten Stufe einen sublinearen
Anstieg im WT festgestellt werden. Im WT waren aulRerdem die Raten in den ersten funf
Stufen im Vergleich zu den Versuchen ohne Blocker auch deutlich geringer und nur in der
letzten Stufe leicht erhoht (siehe Abb. 4.15 — B und die Messwerte in Tab. 7.5 im Anhang). Die
gesamten Anstiegs-Raten im KO hingegen waren im Vergleich zu den Normalbedingungen zu
Beginn leicht und am Ende deutlich erhoht, was in Ubereinstimmung mit den erhohten
maximalen Amplituden war. Auch in diesen Versuchen konnten grol3ere Standard-Fehler fir
beide Genotypen festgestellt werden, allerdings fiel auch die Anzahl der gemessenen Spines
im Vergleich zu den Experimenten ohne Blocker geringer aus. Zwischen WT und KO gab es
bei den Anstiegsraten der uUEPSPs keine signifikanten Unterschiede.

Aus der integrierten Tabelle in Abb. 4.16 — B ist zu erkennen, dass der prozentuale
Anteil der Spines, die als Reaktion auf einen Uncaging Puls zuséatzlich zu einem
postsynaptischen erregenden Potential auch einen Kalzium-Transienten zeigten, im Vergleich
zu den Versuchen unter Normalbedingungen deutlich reduziert war. So wurden in der
hdchsten Uncaging-Stufe von 21,79 mW Quoten im WT von nur 57 % und im KO von 67 %
erreicht im Gegensatz zu 85 % bzw. 82 % ohne Blocker. Die ermittelten prozentualen
Verteilungen beider Genotypen waren dabei in etwa mit denen vergleichbar, die in den
vorangegangenen Voltage-Clamp Messungen (UEPSC) gefunden wurden.

Die gemessenen Kalzium-Transienten nahmen ebenfalls fur beide Genotypen mit
zunehmender Laser-Leistung nur leicht in ihren durchschnittlichen maximalen Amplituden
(AG/R) zu (siehe Abb.4.16 — A und Tab. 7.6 / Anhang). So wurden im WT die grof3ten
Amplituden von 0,011 £+ 0,003 (n = 11) bei 20,00 MW und im KO 0,012 + 0,002 (n = 16) bei
21,79 mW erreicht. Vergleichend mit den Kalzium-Transienten in den Experimenten ohne

NMDA-Rezeptor Blocker konnte festgestellt werden, dass die maximal gemessenen mittleren
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Abb. 4.16: Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im CC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit

steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 200 uM APV, vergleichende
Darstellung der Mittelwerte + SEM von WT (blaue Raute) und KO (rotes Quadrat);
Zahlenangaben Uber den Werten entsprechen der Anzahl (n) der gemessenen Kalzium-
Antworten; (A) Durchschnittliche maximale Amplituden (AG/R) der gemessenen Kalzium-
Transienten; (B) Prozentualer Anteil der Spines, die auf einen Uncaging-Puls zusatzlich
zu einem Potential eine gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigten; (C) Darstellung eines
durchschnittlichen Kalzium-Transienten beider Genotypen bei 21,79 mW; Werte der
Einstrom- k; (D) und Ausstromraten K, (E) fur die durchschnittlichen Kalzium-Transienten.
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Amplituden beider Genotypen unter dem Niveau der kleinsten Uncaging-Stufe (vergleichend
dazu 0,013 im WT und 0,016 im KO mit MNI) lagen. Dies ist auch gut zu erkennen im
Vergleich der gemittelten Kalzium-Transienten der jeweiligen Versuche (siehe Abb. 4.16 - C
fur APV). Es fand sich auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen WT und KO.

Aufgrund der geringeren Anzahl der gemessenen Spines mit einem Kalzium-
Transienten konnten keine klaren Verteilungsmuster bei den Parametern der Kalzium-
Einstromraten und -Ausstromraten hergestellt werden (Werte siehe Abb. 4.16 in Dund E
sowie im Anhang unter Tab. 7.7). Die Raten fur den Kalzium-Einstrom beider Genotypen
nahmen dabei tUber die Uncaging-Stufen hinweg zu und lagen zumeist unter den Raten, die
unter Normalbedingungen ermittelt wurden. Die Werte fUr die Ausstromraten dagegen zeigten
eine groRere Variabilitat. Die Standard-Fehler und -Abweichungen der Raten beider
Parameter waren zum Teil ebenfalls sehr gro3. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Genotypen konnte nicht festgestellt werden.

Aus den Ergebnissen im CC-Modus konnen die gleichen Schlussfolgerungen wie im
VC-Modus gezogen werden. Es wurde ebenfalls die schnelle, AMPAR-vermittelte
Komponente der synaptischen Transmission aufgelost und der NMDA-Rezeptor als

Hauptquelle des Kalzium-Einstroms in den Spine bestimmit.

4.3.2.3. 24 UEPSPs (25 Hz) kombiniert mit 24 bAPs (25 Hz) unter APV

Das bereits unter Normalbedingungen beschriebene Potenzierungsprotokoll zur Induktion des
NMDAR-abhéangigen LTPs wurde ebenfalls unter dem Einfluss des NMDA-Rezeptor Blockers
APV angewendet.

Eine beispielhafte elektrophysiologische Ableitung mit der Abfolge der durch Uncaging
induzierten 24 uEPSPs und ausgelosten bAPs mit einer jeweiligen Frequenz von 25 Hz ist in
Abbildung 4.17 — A dargestellt. In der Ausschnitts-Vergré3erung der ersten drei kombinierten
Events ist zu erkennen, dass sehr deutliche und grof3e EPSPs ausgeldst werden konnten, die
sich klar zu den mit 10 ms Zeitverzogerung erzeugten APs abgrenzten. Der erste Uncaging-
Puls induzierte dabei ein uEPSP mit einer durchschnittichen Amplitude von mehr als 4 mV
und im Weiteren wurden Potentiale von rund 2 mV erreicht. Damit unterschied sich die mittlere
elektrophysiologische Kurve im Wesentlichen nicht zu der, die bei den Versuchen ohne einen

pharmakologischen Blocker ermittelt wurde. Aul3erdem konnten &hnlich Werte fir das RMP
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bestimmt werden, mit Potentialen im WT von -654+12mV (n=15) und im KO
von -64,5 £ 0,8 mV (n = 18).

Im Vergleich zu den Normalbedingungen waren fur beide Genotypen die maximalen
mittleren Amplituden (max. AG/R) der Kalzium-Transienten deutlich verringert. Wie aus der
Tabelle 7.10 (im Anhang) und der Abbildung 4.17 — B ersichtlich, erreichte der WT nur einen
maximalen Wert von 0,152 £ 0,015 (n = 15) im Gegensatz zu 0,249 unter MNI und der KO von
0,134 + 0,013 (n=18) vs. 0,186 ohne Blocker. Zwischen den beiden Genotypen selbst
bestand eine nominelle Differenz von 0,018 (WT zu KO, entspricht 11,83 %), die allerdings
kein statistisches Signifikanzlevel erreichte. Dieser Unterschied fiel damit kleiner aus, als unter
den Experimenten ohne Blocker zu beobachten war.

Des Weiteren konnte registriert werden, dass die Raten des Kalzium-Einstroms (AG/R
pros) in beiden Genotypen gegenuber der Normalbedingung eine sehr deutliche Ver-
langsamung aufwiesen. So lag die Rate im Wildtyp bei 0,441 + 0,041 /s (n = 15) gegenuber
1,066 in den Versuchen ohne Blocker und im Knockout 0,421 + 0,035 / s (n = 18) vergleichend
zu 0,772 / s. Der gleiche Sachverhalt, eine klare Reduktion der Raten beider Genotypen im
Gegensatz zur Normalbedingung, traf auch fur die Kalzium-Ausstromraten zu. Es wurde ein
Wert im WT von 2,584 + 0,311 /s (n = 15) und im KO von 2,401 £ 0,398 / s (n = 18) bestimmt
gegenuber 3,382 /s und 3,415/s (WT und KO) nur mit MNI-Glutamat als ACSF Zusatz. Die
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen fielen hingegen fur beide Parameter sehr
gering aus und erlangten auch keine Signifikanz (p-Werte sind im Anhang in Tab. 7.11
aufgelistet).

Aus diesen Ergebnissen kann der Anteil des Kalzium-Einstroms durch den NMDAR-
Kanal abgeschéatzt werden. Im Vergleich zu den Versuchen unter Normalbedingung kann der
Unterschied in den maximalen Amplituden von 0,093 im WT und 0,052 im KO auf die
Blockierung des Rezeptors zurtickgefiihrt werden. Die Differenz in diesem Effekt zwischen
den Genotypen weist darauf hin, dass im WT zusétzlich zum direkten Einstrom von Kalzium
durch den NMDA-Rezeptor eine verstarkte Freisetzung von Kalzium aus dem Spine Apparat
erfolgt, die in der KO fehlt.
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Abb. 4.17: Angewendetes NMDA-Rezeptor-abhangiges Potenzierungsprotokoll;, 20 mM MNI-

Glutamat und 200 pM APV im ACSF; Abfolge von 24 uEPSPs (Uncaging bei einer
konstanten Laser-Leistung von 20,00 mW und 0,5 ms Pulsdauer) und mit einer
Zeitverzégerung von 10 ms folgender bAPs (Strominjektion im Soma im CC-Modus,
1-2ms, 1,5pA) mit einer Frequenz von 25 Hz; (A) Darstellung der gemittelten
elektrophysiologischen Ableitung (Potentiale) der Zellen; vergrof3erter Ausschnitt der
ersten drei kombinierten Ereignisse; (B) Mittlere gemessene Kalzium-Transienten
(AG/R) in den Spines als Antwort auf das Potenzierungsprotokoll; vergleichende
Darstellung der Ergebnisse von WT (blaue Kurve) und Synpo KO (rote Kurve) mit den
jeweiligen Angaben flr die Anzahl der gemessenen Spines (n); SEM und SD der Werte
ersichtlich aus Tab. 7.10 im Anhang.
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4.3.3. Experimente unter dem AMPA-Rezeptor Blocker CNQX

In einer weiteren Serie an Kontrollversuchen wurde auf3er MNI-Glutamat (20 mM) noch
zusatzlich 20 uM 6-Cyano-7-nitrochinoxalin-2,3-dion (CNQX) dem ACSF beigegeben. Unter
diesem kompetitiven AMPA- und Kainat-Rezeptor Antagonist konnten ebenfalls Einzel-Signale
im VC- und CC-Modus mittels Glutamat-Uncaging induziert und ein Potenzierungsprotokoll

angewendet werden.

4.3.3.1. Induzierte Einzel-Signale im Voltage-Clamp-Modus (UEPSCs) unter CNQX

Wahrend der Blockade der AMPA-Rezeptoren durch CNQX konnten exzitatorische
postsynaptische Strome (UEPSCSs) in den jeweiligen Uncaging-Stufen ausgelést und am Soma
aufgezeichnet werden.

Diese Strome erreichten allerdings nur sehr kleine durchschnittiche maximale
Amplituden im Vergleich zu den vorangegangenen Versuchen. So wurde im WT die kleinste
Amplitude bei 13,23 mW mit -5,7 £ 1,8 pA (n=11) und ein Maximum von -12,1 + 2,4 pA
(n = 11) in der vierten Leistungs-Stufe bestimmt. Vergleichend mit dem WT fielen die mittleren
Amplituden im KO in den jeweiligen Stufen im Allgemeinen noch etwas kleiner aus. Die Werte
waren dabei am kleinsten bei 10,00 MW mit -4,2 +1,3 pA (n=12) und am gro3ten mit
durchschnittlich -8,4 £ 1,7 pA (n =11) bei 20,00 mW. AuBBerdem konnte festgestellt werden,
dass im KO mit zunehmender Laser-Leistung die mittleren Amplituden leicht anstiegen, wie in
Abb. 4.18 — A und im Anhang in Tab. 7.1 zu erkennen ist. Fir den WT zeigten sich dagegen
zwischen den einzelnen Stufen einige Schwankungen der maximalen Amplitude. Die
Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider Genotypen erlangten kein Signifikanzlevel.

Im Vergleich zu den vorangegangenen Messungen unter Normalbedingung oder unter
APV Einfluss wurden weit geringere maximale Amplituden bestimmt. Im WT gab es z.B.
Unterschiede von rund 104 pA (vergleiche -8,0 pA unter CNQX mit -115,6 pA ohne jeden
pharmakologischen Blocker) und in der KO von 86 pA (-8,3 pA gegenuber -94,3 pA), die
jeweils in der hochsten Stufe erreicht wurden. Gegentber den Experimenten unter Einwirkung
von APV zeigten die Ergebnisse noch gréf3ere Unterschiede. So konnten Differenzen (APV
gegeniiber CNQX) der maximalen Strome in der héchsten Uncaging-Stufe von rund 123 pA
(WT) bzw. 142 pA (KO) gebildet werden. Die Anzahl der gemessenen Zellen bzw. Spines (im
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Abb. 4.18: Elektrophysiologische Einzel-Signale gemessen im VC-Modus nach Glutamat-Uncaging

mit steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 20 uM CNQX (AMPA-Rezeptor
Blocker) im ACSF enthalten; vergleichende Darstellung der Mittelwerte + SEM von WT
(blaue Raute) und KO (rotes Quadrat); Zahlenangaben Uber den Werten in der
jeweiligen Farbe entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen Spines; (A)
maximale durchschnittliche Amplitude der mittels Uncaging ausgeltsten exzitatorischen
postsynaptischen Strome (UEPSCs) in Abhéngigkeit von der Laser-Leistung; (B)
entsprechende 20 % - 80 % Anstiegsraten der unter A gemessenen UEPSCs Uber alle
Uncaging-Stufen; (C) Darstellung des durchschnittlichen Stroms beider Genotypen in der
hdchsten Leistungs-Stufe von 21,79 mW; die Oszillationen kommen durch die kleine
Anzahl der hier gemittelten Stromkurven zustande.
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Schnitt 10-12) war unter diesen experimentellen Bedingungen allerdings erheblich geringer als
in den vorrangegangenen Experimenten.

Die 20 % - 80 % Anstiegsraten der uEPSCs waren in beiden Genotypen im Gegensatz
zu den Normalbedingungen stark verlangsamt (siehe Abb. 4.18 — B). Im KO nahmen dabei die
Raten in den ersten Uncaging-Stufen noch zu und ab der dritten Stufe blieben sie auf einem
Niveau von rund 6,7 mV/s. Im WT dagegen konnten zwischen den einzelnen Stufen deutliche
Schwankungen in den Raten festgestellt werden (die Messwerte der einzelnen Stufen sind
aus Tab. 7.1 im Anhang zu entnehmen). Zum Vergleich wurden unter Normalbedingungen
Raten von rund -29 bis -123 nA/s im WT und -31 bis -102 nA/s in der KO bestimmt. Unter
Einfluss von APV fielen die Unterschiede mit Raten von circa -31 bis -140 nA/s (WT) und -50
bis -157 nA/s (KO) noch gravierender aus. Bei den Anstiegsraten der uEPSCs gab es wie
bereits bei den maximalen Amplituden keine signifikanten Unterschiede.

Die deutlich verringerten Amplituden und langsamen Anstiegsraten sind auch gut in der
Gegenuberstellung der gemittelten uEPSCs von WT und KO in der gréf3ten Uncaging-Stufe
von 21,79 mW Abb. 4.18 — C zu erkennen.

Der prozentuale Anteil der Spines, die zusatzlich zu einem elektrophysiologischen
Signal auf einen Uncaging-Puls auch mit einem Kalzium-Transienten reagierten, ist aus der
kleinen Tabelle in Abb. 4.19 — B abzulesen. Im Vergleich zu den gefundenen Anteilen unter
Normalbedingungen waren die Werte ein wenig reduziert, z.B. in der letzten Stufe im WT
erfolgte eine Reduktion von 93 % ohne Blocker zu 73 % unter CNQX Einwirkung und im KO
von 90 % zu 75 %. Allerdings wurden in anderen Stufen maximale Anteile von 91 % und sogar
100 % (WT und KO) gefunden. Eine deutliche Erh6éhung des Anteils der mit Kalzium
antwortenden Spines in allen Uncaging-Stufen konnte allerdings im Vergleich zu den
Versuchen mit APV festgestellt werden. So zeigten Spines z.B. bereits in der kleinsten
Leistungsstufe von 10,00 mW mit 64 % bzw. 50 % (WT bzw. KO) gegenuber 23 % bzw. 25 %
(APV) einen entsprechenden Kalzium-Einstrom. Die Gesamtanzahl der gemessenen Spines
unter CNQX war jedoch noch geringer als mit APV.

Auch wenn die Anzahl der erfolgreich gemessenen Spines relativ gering ausfiel, war
dennoch ein Anstieg der maximalen durchschnittlichen Amplituden der Kalzium-Transienten
(AG/R) in beiden Genotypen mit zunehmender Laser-Leistung zu erkennen (siehe Abb. 4.19 —
A und Tab. 7.2 / Anhang). Dabei wurde im KO bei den ersten beiden Uncaging-Stufen ein
annahernd gleiches Kalzium-Niveau von 0,006 erreicht und ab der zweiten bis fiinften Stufe
folgte die Zunahme der Amplitude einem linearen Verlauf. Im WT nahm das maximale Kalzium
von der ersten bis zur dritten Stufe linear zu und erreichte einen maximalen Wert von

0,028 £ 0,008 (n = 6) bei 20,00 mW. Vergleichend mit den Experimenten ohne einen Rezeptor
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Abb. 4.19: Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im VC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit
steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 20 uM CNQX im ACSF; ver-
SEM von WT (blaue Raute) und KO (rotes
Quadrat); Zahlenangaben Uber den Werten entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich
gemessenen Kalzium-Antworten; (A) Durchschnittliche maximale Amplituden (AG/R) der
Kalzium-Transienten; (B) Prozentualer Anteil der Spines, die auf einen Uncaging-Puls
zusatzlich zu einem Strom eine gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigten; (C) Darstellung
eines gemittelten Kalzium-Transienten beider Genotypen bei 21,79 mW; Werte der
Einstrom- k; (D) und Ausstromraten k. (E) fur die durchschnittlichen Kalzium-Transienten.

gleichende Darstellung der Mittelwerte
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Blocker wurden jedoch in beiden Genotypen allgemein geringere mittlere Amplituden
gemessen, was auch gut im Vergleich der gemittelten Kalzium-Transienten bei 21,79 mW zu
erkennen ist (siehe Abb. 4.19 — C). Die Werte (Messwerte siehe Tab. 7.2 im Anhang) lagen
dabei gerade in der kleinsten Stufe mit 0,007 + 0,001 (n = 7) gegenuber 0,012 im WT und mit
0,007 £ 0,001 (n=6) vs. 0,014 in der KO deutlich unter den Ergebnissen der Messungen in
der Normalbedingung. In einigen hoheren Stufen fielen die Unterschiede zwischen den
Messwerten nicht mehr so deutlich aus. So wurden z.B. im WT bei 20,00 mW exakt gleiche
maximale Amplituden von 0,028 erreicht. Im Vergleich zu den ersten Kontrollversuchen
(Blockade der NMDA-Rezeptoren durch APV) konnte allerdings eine deutliche Erhéhung der
maximalen mittleren Amplituden der Kalzium-Transienten festgestellt werden. Eine Ausnahme
davon konnte in der zweiten Uncaging-Stufe im KO gefunden werden, in der fast identische
Werte bestimmt wurden. Auch unter diesen experimentellen Voraussetzungen waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider Genotypen zu ermitteln.

Trotz der zum Teil geringen Anzahl der gemessenen Spines zeigten die Kalzium-
Einstromraten (AG/R pro s) kaum Schwankungen. Sie lagen in einem Bereich von 0,32 / s bis
1,42/s im WT und 0,70 /s bis 1,11 /s im KO (siehe Abb. 4.19 unter D und E sowie in
Tab. 7.3 im Anhang). Fir den Parameter der Ausstromraten galt vor allem im WT, dass die
Raten, bis auf den einen Wert in der funften Uncaging-Stufe, auf einem konstanten Niveau
von circa 14,2 /s lagen. Im KO waren die Raten Uber einen gré3eren Bereich verteilt. Die
Standardfehler waren zum Teil erneut sehr hoch und eine Signifikanz zwischen den beiden
Gruppen nicht vorhanden.

Aus den elektrophysiologischen Ergebnissen dieser Kontrollversuche konnte gut die
langsame Komponente der synaptischen Transmission, die durch den NMDA-Rezeptor
vermittelt wird, aufgeltst werden. Aul3erdem wird der Kalzium-Einstrom in den Spine wéahrend
der synaptischen Transmission nicht oder nur wenig durch die Blockade der AMPA-

Rezeptoren verandert.

4.3.3.2. Induzierte Einzel-Signale im Current-Clamp-Modus (UEPSPSs) unter CNQX

Nach erfolgreicher Durchfiihrung der Experimente im VC schlossen sich Messungen am
gleichen Spine unter denselben Uncaging-Bedingungen im CC an. Die Anzahl der unter-
suchten Spines war dabei wie schon im vorrangegangenen Messmodus relativ gering, vor

allem in Bezug auf die Kalzium-Antworten.



4. ERGEBNISSE 93

Das RMP, das wahrend der Versuche in den einzelnen Uncaging-Stufen bestimmt
wurde, lag im Durchschnitt aller gemessenen Zellen im WT bei -62,8 mV und im KO
bei -63,5mV (siehe Abb. 4.20 unter D) und unterschied sich damit nicht gro3 von den
gemessenen Werten der vorangegangenen Experimente (Vergleich unter Tab. 4 im Anhang).

Die induzierten postsynaptischen Potentiale (UEPSPs) besalRen eine sehr kleine
durchschnittliche Amplitude, die Uber die sechs Leistungsstufen hinweg in beiden Genotypen
dennoch leicht zunahm (siehe Abb. 4.20 unter A). Dabei folgte die Zunahme einem annahernd
linearen Verlauf. Die Amplituden des WTs waren im Vergleich ein klein wenig grol3er als die
des KOs (siehe im Anhang Tab. 7.5), mit Ausnahme der kleinsten Uncaging-Stufe, in der
Potentiale von 0,15 + 0,04 mV (n = 10) im WT bzw. 0,18 £ 0,03 mV (n = 11) im KO bestimmt
wurden. In der héchsten Leistungsstufe von 21,79 mW wurden schlieZlich die maximalen
Amplituden von 0,72 + 0,17 mV (WT, n=10) und 0,65 £ 0,13 mV (KO, n =12) erreicht. Die
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen erreichten jedoch in keiner Uncaging-Stufe das
Signifikanzlevel.

Vergleichend zu den Normalbedingungen ist die Reduktion der Potentiale in diesen
Kontrollversuchen deutlich zu erkennen. Die ermittelten Differenzen (ohne Blocker zu CNQX)
lagen bei 0,88 mV (WT) und 1,0 mV (KO) in der kleinsten Stufe und erreichten 4,00 mV bzw.
3,49 mV (WT bzw. KO) in der hoéchsten Stufe. Die Unterschiede zwischen den maximalen
Amplituden fallen noch deutlicher im Vergleich zu den Versuchen unter APV aus, im denen
z.B. Differenzen in der héchsten Leistungsstufe von circa 4,2 mV und 5,4 mV (WT und KO)
zwischen den beiden Bedingungen bestimmt werden konnten.

Die 20 % - 80 % Anstiegsraten der uEPSPs waren im Vergleich zu den anderen beiden
Gruppen (ohne Blocker und APV) extrem verlangsamt (siehe Abb. 4.20 — B und vergleichend
mit den beiden anderen Versuchsbedingungen in Tab. 7.5 im Anhang). So wurden zum
Beispiel in der letzten Stufe (21,79 mW) im WT lediglich Raten von 212,1 + 57,6 mV/s (n = 10)
im Gegensatz zu 2769,1 mV/s unter Normalbedingung oder 2864,3 mV/s unter Einfluss von
APV und im KO 175,0 + 28,9 mV/s (n = 12) gegenuber 2447,4 mV/s und 3607,4 mV/s erzielt.
Wie auch bereits bei den mittleren Amplituden festgestellt wurde, nahmen die Raten ebenfalls
in einem anndhernd linearen Verhaltnis Gber die Uncaging-Stufen hinweg zu, jedoch im WT
kam es ab der vierten Stufe zu einem sublinearen Anstieg. Die Anstiegsraten im WT waren im
Allgemeinen in allen Leistungsstufen gré3er als im KO, allerdings erreichten die Unterschiede
zwischen den Genotypen keine statistische Signifikanz.

Die deutliche Reduktion der maximalen Amplituden und verlangsamten Anstiegsraten
sind auch gut in den gemittelten Potentialverlaufen der beiden Genotypen bei der grdéfdten
Uncaging-Stufe in Abb. 4.20 — C zu erkennen.
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Abb. 4.20: Elektrophysiologische Einzel-Signale gemessen im CC-Modus nach Glutamat-Uncaging

mit steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 20 uM CNQX (AMPA-Rezeptor
Blocker) im ACSF; vergleichende Darstellung der Mittelwerte + SEM von WT (blaue
Raute) und KO (rotes Quadrat); Zahlenangaben utber den Werten entsprechen der
Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen Spines; (A) maximale durchschnittiche Amplitude
der mittels Uncaging ausgeltsten exzitatorischen postsynaptischen Potentiale (UEPSPS)
in Abhéngigkeit von der Laser-Leistung; (B) entsprechende 20 % - 80 % Anstiegsraten der
unter A gemessenen UEPSPs; (C) Darstellung eines durchschnittlichen Stroms beider
Genotypen in der hochsten Uncaging-Stufe von 21,79 mW,; (D) durchschnittliches RMP
uber alle Uncaging-Stufen hinweg.



4. ERGEBNISSE 95

Zusatzlich zu den elektrophysiologischen Signalen wurden ebenfalls in einigen Spines
entsprechende Kalzium-Transienten durch das Uncaging ausgeldst. Die prozentualen Anteile
der mit Kalzium antwortenden Spines nahmen im WT von 50 % bis maximal 80 % und im KO
von 55 % bis maximal 92 % zu (siehe integrierte Tabelle in Abb. 4.21 — B). Damit wurden im
CC-Modus ahnliche Anteile gefunden wie vorher bereits im CC-Modus. Im Vergleich zu den
anderen beiden Experimentgruppen (ohne jedweden Blocker und mit APV) war zu erkennen,
dass die Verteilung ahnlich ist wie unter Normalbedingung und auf3erdem in beiden
Genotypen hohere Anteile als unter APV-Einfluss erreicht wurden.

Die durchschnittlichen maximalen Amplituden der Kalzium-Transienten (AG/R) n&herten
sich in etwa den ermittelten Werten unter Normalbedingungen an (Messwerte siehe Anhang
Tab. 7.6), blieben aber zumeist unter diesen. Bei der kleinsten Stufe von 10,00 mW konnten
Transienten ausgelost werden, die Amplituden von 0,007 £0,004 (n=5) im WT und
0,015 £ 0,005 (n=6) in der KO aufwiesen. Mit ansteigender Laser-Leistung nahmen die
maximalen Amplituden fir den WT deutlich zu bis maximal 0,032 £ 0,010 (n=5) in der
hdchsten Uncaging-Stufe (siehe Abb. 4.21 — A). Im KO konnte beobachtet werden, dass sich
die Amplituden Uber die ersten vier Uncaging-Stufen hinweg auf einem ahnlichen Niveau von
rund 0,016 befanden und danach leicht anstiegen bis maximal 0,022 + 0,004 (n = 10) in der
hdchsten Leistungsstufe. Darliber hinaus konnten zumeist deutlich héhere Amplituden im
Vergleich zu den Hochstwerten der Experimente unter APV Einfluss (WT 0,011 und KO 0,012)
gemessen werden.

Uber allen Stufen hinweg wurde aulRerdem bei den mittleren Kalzium-Amplituden kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen festgestellt. Ein Beispiel fur die
gemittelten Kalzium-Transienten beider Genotypen bei der Uncaging-Stufe von 21,79 mW ist
in Abb. 4.21 — C zu finden.

Die ermittelten Werte (AG/R pro s) fur die beiden Parameter der Kalzium-Einstromraten
und -Ausstromraten (siehe Abb. 4.21 unter D und E sowie in Tab. 7.7 / Anhang) bewegten
sich in etwa im gleichen Bereich, wie bereits in den anderen beiden Versuchsbedingungen
festgestellt. Allerdings waren groRe Schwankungen bzw. Standardfehler (sehr grof3 vor allem
fur den KO) und kein klarer Zusammenhang innerhalb der Raten zu erkennen. Fir beide
Parameter galt auRerdem, dass zwischen den Raten von WT und KO kein signifikanter
Unterschied bestand.

Diese Ergebnisse bestatigen die Befunde, die bereits unter den VC-Messungen
gefunden wurden. So konnte die langsame, NMDAR-vermittelte Komponente der synap-
tischen Signale isoliert werden und durch die Blockade der AMPAR wurde der Kalzium-

Einstrom in den Spine wahrend der synaptischen Transmission nur wenig verandert.
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Abb. 4.21: Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im CC-Modus nach Glutamat-Uncaging mit
steigender Laserleistung; 20 mM MNI-Glutamat und 20 uM CNQX; vergleichende
Darstellung der Mittelwerte + SEM von WT (blaue Raute) und KO (rotes Quadrat);
Zahlenangaben tber den Werten entsprechen der Anzahl (n) der erfolgreich gemessenen
Kalzium-Antworten; (A) Durchschnittliche maximale Amplituden (AG/R) der gemessenen
Kalzium-Transienten; (B) Prozentualer Anteil der Spines, die auf einen Uncaging-Puls
zusétzlich zu einem Potential eine gleichzeitige Kalzium-Antwort zeigten; (C) Darstellung
eines durchschnittlichen Kalzium-Transienten beider Genotypen bei 21,79 mW,; Werte der
Einstrom- k; (D) und Ausstromraten k. (E) fur die durchschnittlichen Kalzium-Transienten.
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4.3.3.3. 24 UEPSPs (25 Hz) kombiniert mit 24 bAPs (25 Hz) unter CNQX

Unter dem Einfluss des AMPA-Rezeptor-Blockers CNQX wurde auch das Potenzierungs-
protokoll angewendet, wie bereits in den vorangegangenen Messungen ohne einen Rezeptor-
Blocker und anschliel3end mit APV beschrieben. Hier wurde allerdings nur eine kleine Anzahl
von erfolreichen Versuchen erreicht, was die quantitativen Ergebnisse hier recht unsicher
erscheinen lasst.

In diesen Kontrollversuchen konnte ein durchschnittiches RMP der Mooszellen von
jeweils -63,1 mV im WT (n=4) und im KO (n =5) bestimmt werden und unterschied sich
damit nicht von den vorangegangenen Messungen.

Eine beispielhafte Darstellung der Abfolge der erfolgreich induzierten 24 uEPSPs
(durch kurze Uncaging-Pulse bei 20,00 mW) und bAPs (kurze Strominjektionen im Soma) mit
einer jeweiligen Frequenz von 25 Hz ist in Abbildung 4.22 unter A zu finden. Bei der
Betrachtung der ersten drei kombinierten elektrophysiologischen Ereignisse (siehe Ausschnitt
in Abb. 4.22), ist zu sehen, dass nur sehr kleine induzierte Potentiale (UEPSPs) 10 ms vor den
bAPs entstanden. Passend zu den maximalen Amplituden der Einzel-Signale erreichten diese
Potentiale Amplituden von nicht einmal 0,5 mV beim ersten Uncaging-Puls. Im weiteren
Verlauf wurden die uEPSPs noch kleiner und schwer erkennbar. Damit unterschied sich die
elektrophysiologische Kurve unter der Einwirkung von CNQX doch erheblich von denen der
anderen beiden Versuchsgruppen, in denen eindeutig die induzierten Potentiale erfasst
werden konnten.

Trotz der geringen Anzahl der gemessenen Spines (fur den WT nur vier und fir den KO
funf Zellen) konnten Verdnderungen der Kalzium-Transienten besonders im Vergleich des
Verlaufs zu den Experimenten unter der Blockade des NMDA-Rezeptors mit APV festgestellt
werden (siehe Abb. 4.22 —B und zum Vergleich die Werte in Tab. 7.10 im Anhang). Die
gemittelten maximalen Amplituden der Kalzium-Transienten (AG/R) erreichten im WT einen
Wert von 0,161 + 0,027 und im KO 0,189 + 0,038. Damit liegen die Werte fir den WT Uber
denen aus den Versuchen mit APV (0,152), allerdings reichten sie bei weitem nicht an die
Werte unter Normalbedingungen (0,249) heran. Fur den KO galt hingegen, dass die
gemessenen Amplituden deutlich groRer als unter APV (0,134) und mit den Werten der
Normalbedingung (0,186) vergleichbar waren. Auffallig war auch der geringe Unterschied
zwischen den beiden Genotypen. Jedoch ist der Verlauf der Kalziumtransienten mit einem
bauchigen Anstieg dem Verlauf unter Normalbedingungen &ahnlich, wohingegen unter NMDA-

Rezeptor Blockade ein flacher Anstieg zu sehen war.
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Abb. 4.22: NMDA-Rezeptor-abhangiges Potenzierungsprotokoll; 20 mM MNI-Glutamat und 20 pM

CNQX im ACSF; Abfolge von 24 uEPSPs (Uncaging bei einer konstanten Laser-
Leistung von 20,00 mW und 0,5 ms Pulsdauer) und mit einer Zeitverzégerung von
10 ms folgender bAPs (Strominjektion im Soma im CC-Modus, 1-2 ms, 1,5 pA) mit einer
Frequenz von 25 Hz; (A) Darstellung der gemittelten elektrophysiologischen Ableitung
(Potentiale) der Zellen; vergroRRerter Ausschnitt der ersten drei kombinierten Ereignisse;
(B) Mittlere gemessene Kalzium-Transienten (AG/R) in den Spines als Antwort auf das
Potenzierungsprotokoll; vergleichende Darstellung der Ergebnisse von WT (blaue
Kurve) und Synpo KO (rote Kurve) mit den jeweiligen Angaben fir die Anzahl der
gemessenen Spines (n); SEM und SD der Werte ersichtlich aus Tab. 7.10 im Anhang.
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In Bezug auf die Kalzium-Einstromraten (AG/R pro s) konnte registriert werden, dass
die Raten fur beide Genotypen mit den Raten in den Ausgangsexperimenten ohne einen
Blocker vergleichbar waren (siehe Tab. 7.11 im Anhang). Entsprechend konnten Raten von
0,975+0,186/s (n=4) im WT und von 0,797 £0,114/s (n=5) im KO im Vergleich zu
1,066 /s und 0,772 /s (nur MNI) bestimmt werden. Im Gegensatz dazu waren die Raten
gegenuber den Experimenten unter APV Einwirkung (rund 0,4 / s) wieder deutlich erhdht. Die
Kalzium-Ausstromraten zeigten von allen durchgefuhrten Potenzierungs-Versuchen die
grofdten Werte mit 4,946 + 1,340 /s (WT, n=4) und 4,415 + 0,537 / s (KO, n =5). Fur beide
Parameter konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt
werden.

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, dass durch die Blockade der AMPA-Rezeptoren
die synaptischen Signale, die durch das Uncaging induziert wurden, deutlich verandert waren,
wie auch in den Experimenten der Einzel-Signale bereits zu sehen war. Allerdings hat diese
Blockade nur einen geringen Einfluss auf den Kalzium-Einstrom in den Spine. Durch die sehr
kleine Anzahl der gemessenen Spines haben diese Ergebnisse jedoch eine geringe

Aussagekraft.
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5. DISKUSSION

5.1. Kontrollierte lokale Stimulation eines Spines bzw. einer Synapse

Durch die spezielle Architektur des Gyrus Dentatus ist es schwierig wenn nicht sogar
unmdoglich direkt einzelne Moosfaser-Synapsen, egal ob an CA3-Pyramidenzellen oder
Mooszellen, in einem kompakten Gewebe wie der in dieser Arbeit verwendeten organo-
typischen Schnittkultur zu untersuchen.

Analysen der synaptischen Transmission erfolgten daher eher indirekt z.B. an isolierten
Membran-Patches der Mooszellen (Livsey et al., 1993). Durch lokale Verabreichung von
Glutamat, um die synaptische Transmission zu simulieren, konnten exzitatorische Signale
gemessen werden. Eine erhdhte Glutamat-Konzentration hatte zur Folge, dass auch ein
Anstieg der Amplituden zu verzeichnen war. Dieses Ergebnis konnte ebenfalls in den hier
durchgefiihrten Experimenten beobachtet werden, in denen mit zunehmender Uncaging-
Leistung und somit groRerer Menge an freigesetztem Glutamat ebenfalls die Amplituden der
erregenden synaptischen Signale anstiegen. Dabei unterscheidet sich die spontane
synaptische Aktivitat mit relativ haufig auftretenden Ereignissen mit grof3en Amplituden in der
Studie nicht wesentlich von der aufgezeichneten Aktivitat der Mooszellen in dieser
Untersuchung (Vergleiche dazu Abbildung 1 bei Livsey et al., 1993).

Eine direkte elektrische Stimulation der Kornerzellen bzw. Moosfasern (MF) Uber eine
Elektrode ist extrem schwierig und zeitaufwendig. In den Versuchen von Jonas et al. (1993)
wurden zumeist mehrere Minuten und auch viele Versuche bendétigt, um ein synaptisch
verbundenes Paar aus Kornerzelle und CA3-Pyramidenzelle zu finden, in dem mit einer
Elektrode die Kornerzelle extrazellular am Soma stimuliert wurde. In einigen Fallen gelang
dies gar nicht. AulRerdem wurden haufig mehrere prasynaptische Fasern stimuliert und die
postsynaptischen Signale mit einer Zeitverzogerung von rund vier Millisekunden abgeleitet.
Die Methode von Jonas et al. (1993) bedeutet somit einen sehr hohen experimentellen
Aufwand, um ein synaptisches Paar zu finden. Fir eine Mooszelle, die verstreut im Hilus zu
finden ist und die von ungeféhr 100 Kdrnerzellen innerviert wird (Henze und Buzsaki, 2007),
wird eine solche elektrische Stimulation nochmals schwieriger ausfallen. In unserem Labor
erwies sich die extrazellulare lokale elektrische Stimulation von einer Moosfaser bzw. eines
MF-Boutons an einem individuellen Spine als fast nicht durchfihrbar und somit als nicht
effektiv.
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Des Weiteren kann bei der Suche nach einem synaptisch verbundenen Paar auch eine
Kaliumlésung, die zur Aktivierung von Neuronen fuhrt, verwendet werden. Durch die lokale
Applikation eines kurzen Kalium-Puffs Uber eine Pipette an verschiedenen Positionen im
Kornerzellband koénnen ebenfalls synaptische Antworten in einer gepatchten CAS-
Pyramidenzelle ausgelost werden. Die Erfolgsrate, mit Hilfe dieser Methode ein
monosynaptisch verbundenes Paar (Kérnerzelle zu Pyramidenzelle) zu finden, liegt allerdings
nur bei hochstens zehn Prozent (Mori et al., 2004). Diese Methode wurde ebenfalls in unserer
Gruppe probiert, fihrte aber nicht zum Erfolg und wurde schnell wieder verworfen. Aufgrund
der bereits sehr hohen Spontanaktivitait der Mooszellen konnte die durch Kalium
hervorgerufene erhéhte Aktivitat schwer eindeutig zugeordnet werden.

Die Schwierigkeiten und Nachteile der beschriebenen Vorgehensweisen kénnen mittels
der Methode der optischen Glutamat-Freisetzung (Uncaging) sehr einfach (bergangen
werden, weil die prasynaptische Komponente der Transmission auf3er Acht gelassen werden
kann. Durch das Uncaging kann die Glutamat-Freisetzung aus den Vesikeln der Prasynapse
simuliert werden und das lokal freigesetzte Glutamat kann direkt an der Postsynapse durch
Bindung an die jeweiligen Rezeptoren wirken. Dadurch kommt es zu keinerlei Zeitverzégerung
zwischen Stimulation und resultierender Antwort und entspricht damit auch dem tatséachlichen
Zeitablauf wahrend der synaptischen Transmission. Durch die enge zeitliche Korrelation
kénnen somit auch sehr kleine Signale detektiert werden, wie zum Beispiel wahrend den
Experimenten unter dem AMPA-Rezeptor Blocker CNQX, bei denen die abgeleiteten Signale
nur zwischen vier und zwolf Pikoampere (pA) bzw. deutlich unter einem Millivolt (mV) lagen.

Diese Art der Stimulation kann auf3erdem relativ einfach in einer Schnittkultur an
intakten Neuronen angewendet werden und zeichnet sich durch eine fast 100 %ige Erfolgsrate
aus. Das Zwei-Photonen Glutamat-Uncaging bietet dartiber hinaus den Vorteil, zeitlich und vor
allem raumlich genau kontrolliert einen einzelnen Spine bzw. eine individuelle Synapse zu
stimulieren. In den hier verwendeten Schnittkulturen ist das Neuropil entsprechend der
Situation in perfusionsfixiertem Hirngewebe sehr dicht und bietet nicht viel freien
extrazellularen Raum, wie in der elektronenmikroskopischen Aufnahme eines Ausschnittes
aus dem Hilus in Abb. 4.3 (im Ergebnisteil) zu sehen ist. Die verwendete L6ésung mit dem
chemisch maskierten und damit inaktivierten Glutamat wird sich innerhalb des Schnittes im
diesem engen Extrazellularraum verteilen und auch in den synaptischen Spalt diffundieren. Es
stellte sich letztendlich heraus, dass der fir das Uncaging verwendete Laser genau auf die
vermutete Synapse bzw. den synaptischen Spalt fokussiert werden musste, da bereits bei
kleinen Abweichungen die induzierten elektrischen Signale sehr klein oder gar nicht mehr

vorhanden waren. Andere Forschergruppen fanden ebenfalls einen solchen Zusammenhang.
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Mit zunehmender Entfernung der Uncaging-Position zum Spine-Kopf reduzierten sich die
Amplituden der induzierten Potentiale und Kalzium-Transienten dramatisch (siehe Araya et al.,
2007 unter der Abbildung 3 — A2 und Sobczyk et al., 2005 im Anhang Abbildung 1A). Nach
zwei bis drei Mikrometer Abstand zum Spine konnten letztendlich keine Antworten mehr
ausgelost werden. Dies zeigt, wie exakt lokalisiert ein Spine bzw. eine Synapse durch die
Methode des Zwei-Photonen-Uncagings stimuliert werden kann.

Des Weiteren kénnen durch das Uncaging exzitatorische postsynaptische Potentiale
(UEPSPs) und Stréme (UEPSCs) an der Moosfaser-Synapse zwischen Mooszelle und
Kornerzelle induziert werden, die zum Feuern eines Aktionspotentials (APs) bzw. eines
Aktionsstromes fuhren (siehe Abb. 5.1). Dies wurde vor allem in der grof3ten Laser-Leistungs-
Stufe beobachtet, in der mittels des Uncagings die héchste Konzentration an freiem Glutamat
in den durchgefihrten Experimenten erzeugt wurde.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Jonas et al. (1993), die in ihren
Untersuchungen an der Moosfaser-Synapse an CA3-Pyramidenzellen herausfanden, dass ein
einzelnes unitdres EPSP nicht ausreichend ist, um die Feuerschwelle der Zelle zu erreichen.
Dazu mussten mehrere Synapsen durch die simultane Aktivierung einiger Kornerzellen
stimuliert werden. Ein Unterschied der hier untersuchten Mooszellen zu den CAS3-
Pyramidenzellen besteht in ihrem abweichenden Ruhemembranpotential (RMP) von rund -63
bis -65 mV im Vergleich zu -70 mV. Die Mooszellen kdnnen dadurch wahrscheinlich schneller
durch groRBe synaptische Ereignisse an ihre Feuerschwelle gebracht werden. Allerdings
werden durch die Stimulation der Moosfasern bzw. durch die Induktion eines APs in der
Kdrnerzelle auch gleichzeitig inhibitorische Interneurone mit y-Aminobuttersdure (GABA) als
verwendeter Transmitter aktiviert, die netto zu einer Hemmung in den CA3-Pyramidenzellen
fuhren konnen (Mori et al., 2004). Mooszellen erhalten ebenfalls inhibitorische synaptische
Signale, aber diese sind durch die primar exzitatorische synaptische Transmission,
hauptséchlich vermittelt durch die Moosfaser-Synapsen der Kornerzellen, Uberlagert
(Scharfman, 1992). Des Weiteren kdénnen diese abweichenden Ergebnisse auch auf die

unterschiedlichen Versuchstiere, namlich Ratte versus Maus, zurlckzufiihren sein.
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Abb. 5.1: Durch das Glutamat-Uncaging konnen exzitatorische postsynaptische Potentiale
(UEPSPs) und Stréme (UEPSCs) induziert werden, die zum Feuern eines

Aktionspotentials bzw. eines -stromes flhren; (A) Experiment-Ausschnitt im CC-
Modus; bei 0,4 s wurde ein uEPSP durch einen Uncaging-Puls mit 15,81 mW und ein
Aktionspotential mit 21,79 mW erzeugt (obere Zeile mit Ausschnitts-VergrofRerung) mit
einem jeweiligen Kalzium-Transienten (untere Zeile); (B) Experiment-Ausschnitt im VC-
Modus; Induktion eines UEPSCs bei 15,81 mW und eines Aktionsstromes bei
18,03 mW (obere Zeile) mit gleichzeitigen Kalzium-Transienten (untere Zeile) bei 0,4 s.

5.2. Mittels Uncaging induzierte exzitatorische postsynaptische Einzel-

Signale der Moosfaser-Synapse von Mooszellen

Mittels der Technik der optischen Glutamat-Freisetzung (Uncaging) konnten in den hier
durchgefiihrten Experimenten einzelne exzitatorische postsynaptische Signale an individuellen
Spines bzw. Synapsen von Mooszellen kontrolliert ausgeldst und gemessen werden. Dabei

wurde eine Reihe von sechs Uncaging-Pulsen mit ansteigender Laser-Leistung verwendet, um
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mit jeder Wiederholung die Menge an freigesetztem Glutamat zu erhéhen. Die Amplituden der
erzeugten Potentiale und Strdome nahmen in Folge dessen Uber die Leistungs-Stufen hinweg
deutlich zu. Dabei wurden die Laser-Leistungen so gewahlt, dass es zu einem linearen
Anstieg der freigesetzten Glutamat-Menge kam.

Diese Art der Induktion der Einzel-Signale wurde gewahlt, um den gesamten
Wirkungsbereich der hier untersuchten Synapsen abzudecken. Bei nur einem individuellen
Uncaging-Ereignis mit einer konstanten Laser-Leistung konnten die induzierten Signale bei
einem Spine am oberen Rand und bei einem Anderen am unteren Rand dieses Bereiches
liegen. Ein Vergleich der Spines bzw. Synapsen miteinander ware somit schwierig. Jede
einzelne Synapse konnte sich in einem unterschiedlichen und nicht vorhersehbaren
Aktivitatszustand befinden.

Aulerdem traten zwischen den Einzel-Messungen in jeder Uncaging-Stufe eine
sichtbare Heterogenitat in den Amplituden der gemessenen Strome und Potentiale auf. Eine
solch grof3e Variabilitat der elektrophysiologischen Signale wurde bereits fur die Moosfaser-
Synapse an CA3-Pyramidenzellen gezeigt (Urban et al.,, 2001) und in den aktuellen
Versuchen wie bereits erwahnt bestatigt.

Im Vergleich zu anderen Synapsen im Hippocampus, wie z.B. zwischen den Schaffer
Kollateralen und den CA1l-Pyramidenzellen, kénnen in den Moosfaser-Synapsen deutlich
grolBere Strome gemessen werden. Im Durchschnitt erlangten die EPSCs Amplituden von
circa -70 pA in CA3 und in CAl hingegen nur rund -7 pA (Jonas et al., 1993, Urban et al.,
2001). In den hier durchgefihrten Experimenten wurde diese durchschnittliche Amplitude
von -70 pA anndhernd ab der dritten Uncaging-Stufe von 15,81 mW (gemessene Amplituden
im WT -74 pA und in der KO -66 pA) erreicht. Dies weist darauf hin, dass der physiologische
Ubertragungsbereich dieser Synapsen mit den hier gewahlten Uncaging-Parametern gut
abgedeckt wurde.

Bei der Betrachtung der Messungen der Einzel-Signale fallt auf, dass in den ersten
Uncaging-Stufen meist ein annahernd linearer Anstieg der Amplituden zu verzeichnen war und
in den beiden hdchsten Stufen eine Art Sattigung eintrat. Verantwortlich dafir kdnnte eine
begrenzente Anzahl der vorhandenen Glutamat-Rezeptoren in der Synapse sein. In den
niedrigen Uncaging-Stufen ist die Freisetzung des Glutamats nicht ausreichend, um alle
Rezeptoren zu aktivieren. Mit jeder weiteren Stufe kdnnen mehr Rezeptoren stimuliert werden
und die Amplituden der exzitatorischen Signale nehmen in einem linearen Verhaltnis zu. Steigt
dann die Laser-Leistung und somit die Konzentration an freiem Glutamat bis zu einem
Maximum an, werden fast alle Rezeptoren durch Glutamat gebunden und aktiviert. Die
Zunahme der Amplituden nimmt dadurch nicht mehr stetig zu und erreicht letztendlich eine Art
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Sattigung. Diese Schlussfolgerung ist vor allem fur die gemessenen EPSCs naheliegend, da
bereits Jonas und Spruston (1994) zeigten, dass die Amplitude der Strdme proportional zu der
Anzahl der gedffneten postsynaptischen Rezeptorkandle sein soll. Je gréRer die Strome
werden, umso mehr Rezeptoren sind gedffnet. Ab einem bestimmten Zeitpunkt kdnnen dann
keine weiteren Kanédle mehr getffnet werden und die Amplitude der elektrophysiologischen
Signale stagniert.

Allerdings widersprechen die Ergebnisse der Kontroll-Versuche mit dem NMDA-
Rezeptor Blocker (APV) der Schlussfolgerung, dass alle Rezeptoren das freigesetzte
Glutamat gebunden haben oder keine weiteren ,freien® Rezeptoren vorhanden sind. Es
werden im Allgemeinen hohere durchschnittliche Amplituden vor allem der Strome erreicht, die
Uber die gesamten Uncaging-Stufen eine lineare Zunahme zeigen. Dies spricht eher dafur,
dass in der Synapse noch geniigend Rezeptoren aktiviert werden kdnnen und keine Sattigung
dieser erfolgt.

Alternativ konnte alles lokal im synaptischen Spalt verfigbare MNI-Glutamat verbraucht
worden sein und somit keine Freisetzung mehr erfolgen. Allerdings ist es aufgrund der hohen
Konzentration an MNI-Glutamat von 20 mM und der kurzen Uncaging-Pulse von 0,5 ms sehr
unwahrscheinlich. Die Kontroll-Experimente mit APV sprechen auch dafur, dass noch
geniigend freies Glutamat im synaptischen Spalt vorhanden war. Ebenfalls kdnnte das
freigesetzte Glutamat durch Bindung an die Rezeptoren, durch Diffusion und die
Wiederaufnahme in die Zellen Uber Glutamat-Transporter aus dem synaptischen Spalt entfernt

worden sein (Clements et al., 1992).

5.3. Die Nachahmung der Prasynapse durch Uncaging

Das Verfahren der optischen Glutamat-Freisetzung ermdglicht dem Wissenschaftler eine
einzelne Synapse kontrolliert und lokal zu stimulieren. Dabei ist das Uncaging an sich ein
artifizielles System und es stellt sich die Frage, in wie weit es damit den tats&chlichen
physiologischen Ablaufen wahrend der synaptischen Transmission entspricht. Vor allem in
welchem Malle es die Freisetzung des Neurotransmitters an der prasynaptischen Seite
nachahmt.

Vergleiche von spontan auftretenden EPSCs mit durch Uncaging induzierten EPSCs,
zeigten identische Zeitverlaufe und eine gleiche Kinetik der beiden elektrophysiologischen
Signale, wie bei Matsuzaki et al. (2001, siehe Abbildung 1e) und Sobczyk et al. (2005, in
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Abbildung 2A des Anhangs). Allerdings wurden diese Untersuchungen unter sehr artifiziellen
Bedingungen durchgefuhrt. Beide Forscher-Gruppen verwendeten die verschiedensten
Rezeptor-Blocker, um einzelne Stromkomponenten der synaptischen Transmission zu
isolieren und die Messungen erfolgten auRerdem bei Raumtemperatur.

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde versucht, so nah wie mdglich an die
physiologischen Bedingungen heran zu gelangen. Daher wurde auf die Zugabe von Rezeptor-
Antagonisten zur Modulation der Hintergrundaktivitat verzichtet und die Messungen erfolgten
bei einer Temperatur von rund 33 bis 34 °C. Allerdings besitzt das verwendete MNI-Glutamat
selbst einen modulatorischen Effekt, in dem es auf die inhibitorische Transmission einen
Einfluss hat, der im nachfolgenden Abschnitt ausfihrlich betrachtet wird.

Wahrend eines einzelnen Experimentes unter Normalbedingungen folgte auf ein
induziertes Potential (UEPSP) mit einem dazugehorigen gleichzeitigen Kalzium-Transienten
wenige hundert Millisekunden spater ein natirliches synaptisches Event, was ebenfalls mit
einem Kalzium-Einstrom verbunden war (siehe Abb. 5.2).
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Abb. 5.2: Nachahmung der Prasynapse durch das optische Freisetzen von Glutamat (Uncaging);
Ausschnitt aus den Rohdaten eines einzelnen Experiments; bei 0,4 s wurde ein EPSP durch
einen Uncaging-Puls mit einer Laser-Leistung von 18,03 mW erzeugt; Aufzeichnung eines
induzierten EPSPs (circa 7 mV) mit dem dazugehdrigen Kalzium-Transienten; bei ungeféahr
1,05 s folgt ein spontanes EPSP (Amplitude von rund 6 mV) mit einem gleichzeitigen
Kalzium-Einstrom.
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Normalerweise kdnnen die beobachteten elektrophysiologischen Signale nicht einem
Spine bzw. dessen synaptischer Aktivierung zugeordnet werden, da die Ableitung am Soma
erfolgt. Durch den gleichzeitigen Kalzium-Einstrom konnte hier das spontan auftretende EPSP
dem einzelnen Spine (exakt der Spine aus der VergréRerung in Abb. 3.3 im Abschnitt
Methoden) zugeordnet werden. Bei dem Vergleich der beiden Ereignisse (spontan und
induziert) im selben Spine konnten keine gravierenden Unterschiede erkannt werden, weder
bei dem zeitlichen Verlauf der Potentiale noch bei den Kalzium-Transienten. Ein komplexer
Spine bzw. eine Excrescence wird hauptsachlich von nur einem Moosfaser-Bouton innerviert
und die einzelnen Spine-Kopfe von diesem umschlossen (Hamlyn, 1962). AuRerdem befinden
sich typischerweise nicht mehrere isolierte Aktive Zonen auf einem Spine-Kopf (siehe dazu
Rollenhagen et al., 2007). Durch das hier detektierte Kalziumsignal kann nun dem
exzitatorischen postsynaptischen Potential, abgeleitet am Soma, exakt ein Spine bzw. eine
Moosfaser-Synapse zugeordnet werden.

Anhand dieses einen Beispiels konnten keine offensichtlichen Unterschiede zwischen
induzierten und spontanen synaptischen Ereignissen bei annahernd physiologischen
Verhaltnissen gefunden werden. Das Glutamat-Uncaging stellt somit eine gute Methode dar,
um die tatsachliche synaptische Transmission und somit die Neurotransmitter-Freisetzung aus

der Prasynapse annahernd nachzuahmen.

5.4. Block der inhibitorischen Transmission durch MNI-Glutamat

In vielen verschiedenen Studien der letzten Jahre wurde fur das Zwei-Photonen-Uncaging das
kommerziell erhaltliche MNI-Glutamat (Tocris) verwendet. Allerdings zeigte sich, dass bei der
Verwendung von hohen Konzentrationen die Substanz als ein sehr effektiver Antagonist der
GABAergen Transmission wirkt und es zu ,epileptiformen® Ereignissen kommen kann (Fino et
al., 2009).

In den hier durchgefihrten Experimenten wurde eine verhaltnismallig hohe
Konzentration von 20 mM verwendet und somit kann eine Blockade der inhibitorischen
Transmission nicht ausgeschlossen werden. Da in den aktuellen Versuchen die exzitatorische
Komponente der synaptischen Transmission untersucht und zwei Genotypen unter denselben
Versuchsbedingungen verglichen wurden, konnte dieser Effekt des MNI-Glutamats in Kauf
genommen bzw. aufRer Acht gelassen werden. Allerdings wurden in vereinzelten Experi-

menten im Current- sowie im Voltage-Clamp-Modus aul3ergewdhnliche Depolarisationen
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beobachtet, die bis dahin noch nicht in der Literatur beschrieben wurden. Diese Ereignisse
waren von einem extremen Einstrom von Kalzium in den Spine sowie in die ganze Zelle
begleitet (Beispiele siehe Abb. 5.3). Diese groRen Depolarisations-Ereignisse beschrankten
sich nicht nur auf die untersuchten Mooszellen, sondern kamen auch in anderen Zelltypen, wie
Interneuronen oder Kornerzellen, vor. Diese speziellen Beobachtungen kdnnten mit den von
Fino et al. (2009) nicht naher beschriebenen ,epileptiformen® Ereignissen zusammen hangen.
Tatsachlich konnte in den hier durchgefihrten Experimenten kein Hinweis auf eine
ausgedehnte epileptiforme Aktivitat (z.B. hochfrequente AP-Folgen) gefunden werden, da
diese ansonsten haufig in den elektrophysiologischen Ableitungen der Zellen zu sehen
gewesen waren und somit haufig zum Abbruch der Messungen gefuhrt héatten. In den
vereinzelt auftretenden Depolarisations-Ereignissen konnte auf3erdem nur ein einzelnes und
nicht mehrere AP zu Beginn detektiert werden. Die Zelle gelangte anschliel3end sehr schnell
in einen nicht erregbaren Zustand und zurtick auf ihr urspringliches Ruhemembranpotential.
Auch die deutlich gestiegene Kalzium-Konzentration im Spine und in der gesamten Zelle ging

auf das vorherige Basal-Niveau zurtck.
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Abb. 5.3: MNI-Glutamat wirkt bei der Verwendung von hohen Konzentrationen (im mM Bereich)
als sehr effektiver Antagonist auf die GABAerge Transmission; Ausschnitt aus den
Rohdaten fir die Elektrophysiologie (obere Zeile) und grine Fluoreszenz-Signale
(untere Zeile) der Experimente mit 20 mM MNI-Glutamat (Normalbedingung) jeweils fir
die (A) Current-Clamp und (B) Voltage-Clamp-Konfiguration, Pfeil markiert jeweils den
Beginn des starken depolarisierenden Ereignisses mit massiven Kalzium-Einstrom in
Spine und kompletter Zelle.
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Eine Mdoglichkeit diesen antagonistischen Effekt des MNI-Glutamats zu verringern oder
ganz zu vermeiden, wére die Verwendung eines anderen chemisch maskierten Glutamats, wie
z.B. des sogenannten RuBi-Glutamats (Ruthenium-Bipyridin Komplex). Dieses zeigt zwar
auch eine antagonistische Wirkung auf die inhibitorische Transmission, allerdings fallt diese im
Vergleich zu MNI deutlich geringer aus (Fino et al., 2009). Nachteil dieses maskierten
Glutamats ist jedoch, dass die optische Freisetzung bei einer Laser-Wellenlange von 800 nm
erfolgt. Fur die Anregung der in diesen Untersuchungen verwendeten Farbstoffe wurde eine
Wellenléange von 805 nm verwendet. Bei dem Gebrauch von RuBi-Glutamat treten bei dieser
Kombination erhebliche Komplikationen zwischen Fluoreszenz-Aufnahme und Uncaging auf.
Die Versuche mussten dadurch neu konzipiert werden mit Farbstoffen anderer Anregungs-
Wellenlange. AuRRerdem ist die generelle Handhabung schwieriger, da es bei der Substanz zu
einer spontanen Photolyse bei normalen Lichtverhaltnissen kommt. Ein weiterer Nachteil des
RuBi-Glutamats liegt in der Verwendung eines Ruthenium-Bipyridin Komplexes als
Schutzgruppe. Das Ruthenium-Rot (ebenfalls ein Ruthenium Komplex) ist als ein potenter
Inhibitor der Kalzium-abhéangigen Kalzium-Freisetzung (CICR) aus intrazellularen Kalzium-
Speichern, welche durch die Ryanodin-Rezeptoren vermittelt wird, bekannt. Gerade fir die
Fragestellung, ob der Spine Apparat (SA) die Funktion eines Kalzium-Speichers besitzt, sind
deshalb Ruthenium-basierte Substanzen nicht geeignet. In der Studie von Fino et al., 2009
wurden auch nur elektrophysiologische Analysen und kein Kalzium-Imaging durchgefthrt.

Eine weitere Moglichkeit das MNI-Glutamat zu ersetzen besteht durch die Verwendung
des neu entwickelten 4-Carboxymethoxy-5,7-Dinitroindolinyl-(CDNI)-Glutamates. Diese
Substanz besitzt eine signifikant hohere Effizienz als MNI und kann dadurch in geringen
Konzentrationen verwendet oder zum Freisetzen kann die Laser-Leistung reduziert werden
(Ellis-Davies et al., 2007). Durch die Verwendung von CDNI-Glutamat wird im Vergleich zu
MNI der antagonistische Effekt auf die GABA Rezeptoren reduziert bzw. voéllig minimiert (Ellis-
Davies, 2011). Diese Form des chemisch maskierten Glutamats hétte au3erdem im Vergleich
zu RuBi-Glutamat den Vorteil, dass es unter den gleichen experimentellen Bedingungen
verwendet werden konnte, da das Uncaging ebenfalls bei einer Wellenlange von 720 nm
erfolgt. Allerdings ist diese Substanz nicht kommerziell erhaltlich. Zudem besteht wenig
experimentelle Erfahrung mit dieser Form des inaktivierten Glutamats bzw. der verwendeten
Schutzgruppe, sodass uUber mdgliche andere unerwiinschte Nebenwirkungen noch nichts
bekannt ist.

In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde eine solch hohe Konzentration (20 mM)
an MNI-Glutamat gewahlt, um das Uncaging mit einer besonders geringen Laser-Leistung

durchfiihren zu kdnnen. Dabei sollte genug Glutamat in einem mdoglichst kurzen Zeitraum
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freigesetzt werden, um die Photo-Toxizitat durch den Laser-Puls zu reduzieren und eine
maoglichst hohe Anzahl an Einzel-Versuchen zu ermdglichen. Diese Strategie war insofern
erfolgreich, als der Vergleich des spontanen synaptischen Ereignisses mit dem Uncaging-
assoziierten Ereignis von Abb. 5.2 eine sehr dhnliche Kinetik derselben zeigt.

Uber die meisten Studien hinweg, die Uncaging vor allem von MNI-Glutamat
verwenden, kann keine einheitliche Konzentration oder Uncaging-Dauer oder Laser-Leistung
beobachtet werden. So wurden hohe Konzentrationen von 5-12 mM oder 10 mM mit Laser-
Pulsen von 2 ms bzw. 5 ms verwendet (Matsuzaki et al., 2001 und Noguchi et al., 2005), um
Strome zu induzieren, die vergleichbar waren mit spontan auftretenden Signalen. Allerdings
wurde das chemisch maskierte Glutamat in beiden Versuchen lber eine Glas-Pipette lokal
direkt am Spine verabreicht, sodass die tatsachliche Konzentration des MNI-Glutamats im
synaptischen Spalt nicht bekannt war. In anderen Studien wurde wiederum fir das Uncaging
ein Ultraviolett-(UV)-Laser benutzt (Ellis-Davies et al., 2007 oder Vlachos et al., 2009). Vorteile
des Zwei-Photonen-Uncaging gegeniiber dem UV-Uncaging liegen in einem verringerten
Streulicht, einer besseren Eindringtiefe in ein Gewebe und der fokalen Anregung bzw.
Freisetzung des Glutamats (siehe Ellis-Davies, 2011). Bei der Verwendung einer niedrigeren
Konzentration von 2,5 mM hingegen wird meist eine hdhere Laserleistung verwendet, wie die
Uncaging-Experimente mit 67 mW und allerdings nur 0,25 ms Pulsdauer bei Sobczyk et al.
(2005). Oder aber die Uncaging-Pulse werden sehr lang gewahlt (4-10 ms bei Araya et al.,
2007). Dabei haben Modelrechnungen tber die Transmitter-Freisetzung an der Prasynapse
und der Verteilung des Glutamats im synaptischen Spalt gezeigt, dass innerhalb von 50 us der
Transmitter Uber die ganze Synapse verteilt ist (Clements, 1996). Daher ist es erstrebenswert
mit moglichst kurzen Uncaging-Pulsen auszukommen, um moglichst nah an die
physiologische Situation wahrend der Transmitter-Freisetzung zu gelangen.

In Folge dessen muss ein Kompromiss zwischen Laser-Leistung und Konzentration des
MNI-Glutamats gefunden werden. In den hier durchgefiihrten Studien wurde eine im Vergleich
zur Literatur eher geringe Laser-Leistung zum Glutamat Uncaging verwendet. Da hier die
exzitatorische synaptische Transmission untersucht werden sollte, musste dafur die
Konzentration der gebundenen Substanz hoch gesetzt werden, obwohl es eine Wirkung auf

die hemmende Transmission, wie bereits diskutiert, gab.
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5.5. Induzierte elektrophysiologische Signale unterscheiden sich nicht

zwischen Wildtyp und Synaptopodin Knock-out Mausen

Bei der Untersuchung der basalen synaptischen Transmission konnten keine deutlichen
Unterschiede zwischen Mooszellen aus Wildtyp (WT) oder Synaptopodin Knock-out (Synpo
KO) Schnittkulturen gefunden werden.

Im Vergleich der induzierten Einzel-Signale beider Genotypen konnte festgestellt
werden, dass unter Normalbedingungen (nur MNI-Glutamat im ACSF) in der VC-Konfiguration
wie auch im CC Modus bei den Mittelwerten der uUEPSCs bzw. der EPSPs keine signifikanten
Unterschiede auftraten. Die Mittelwerte zeigten tendenziel im WT allgemein leicht erhohte
Amplituden im Vergleich zum KO, allerdings sind unter dem Einfluss des NMDA-Rezeptor
Blockers APV die Werte fur die Amplituden bei den héchsten Leistungsstufen umgekehrt, d.h.
in der KO Gruppe nicht signifikant grofer als im WT. Jedoch zeigt die Relation von
Laserleistung zur Amplitude der exzitatorischen postsynaptischen Ereignisse (EPSE) eine
Sattigung bei dem in Frage stehenden starksten Uncaging-Puls, sodass hier mdglicherweise
der physiologische Bereich der MF-Synapse verlassen wurde. AuRerdem zeigten sich in den
Kontrollversuchen mit APV und CNQX zumeist auch keine signifikanten Unterschiede, die auf
einen unterschiedlichen Besatz an Rezeptoren hindeuten wirden.

In einer Studie in CAl-Pyramidenzellen wurde allerdings gezeigt, dass in Spines mit
endoplasmatischem Retikulum (ER) groBere EPSCs durch Uncaging von MNI-Glutamat
erzeugt wurden gegenuber Spines ohne ER (Holbro et al., 2009). In den CAl-Pyramidenzellen
besitzen allerdings nur circa 15 bis 20 % der Spines einen ausgebildeten Spine Apparat, der
ein Derivat des glatten ER ist. Ublicherweise ist diese spezielle Organelle mit groReren Spines
assoziiert, die als voll entwickelt gelten (Vlachos et al., 2009). Daher wurde auch eine positive
Korrelation zwischen der Amplitude der induzierten EPSCs mit dem Spine-Volumen in den
Experimenten von Holbro et al. (2009, siehe Abbildung 1D und E) gefunden, da die
untersuchten ER-positiven Spines circa doppelt so grol3 waren wie die ohne ER. In Bezug auf
das mit dem Spine Apparat assoziierte Protein Synaptopodin konnten in gleich grol3en Spines
an ein und demselben Dendriten (primére, hippocampale Zellkulturen von der Ratte) deutlich
gréRere, durch Uncaging induzierte Strome in Synpo-positiven Spines im Vergleich zu Spines
ohne Synpo gemessen werden (Vlachos et al., 2009).

In den aktuellen Experimenten wurden immer Excrescencen der proximalen Dendriten
der Mooszellen in beiden Genotypen untersucht. Im WT enthalten diese Strukturen regel-

malfiig einen SA, wohingegen in der Synpo KO diese Organelle nicht zu finden ist. Dabei
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treten aber keine Unterschiede in der Dichte und Grof3e der Excrescencen auf (Deller et al.,
2003), was sie zwischen den beiden Genotypen gut vergleichbar macht. Au3erdem konnte in
dieser Studie ebenfalls keine Veranderung der basalen Transmission in CA1-Pyramidenzellen
in der Synpo-KO gegeniber dem WT festgestellt werden.

Die hier durchgefihrten Untersuchungen mit den beiden verschiedenen Glutamat-
Rezeptor-Antagonisten legen nahe, dass die Synapsen der Spines beider Genotypen mit
gleichen Verteilungen der Rezeptoren ausgestattet sind. Die Potentiale und Strome werden im
Wildtyp und im Knock-out durch dieselben Rezeptoren vermittelt und werden im Folgenden

zusammen betrachtet.

5.6. Heterogenitat der induzierten elektrophysiologischen Einzel-Signale

Es trat, wie bereits erwahnt, innerhalb der einzelnen Uncaging-Stufen eine hohe Heterogenitét
zwischen den gemessenen elektrophysiologischen Signalen auf, was fur beide hier unter-
suchten Genotypen zutraf.

In der Zusammenfassung von Conti und Weinberg (1999) wurde gezeigt, dass eine
Variation in der Freisetzung eines Transmitters zu einer signifikanten Variabilitdt in der
postsynaptischen Antwort filhren kann. In der normalen synaptischen Transmission wird der
Glutamat-Transient im synaptischen Spalt von der Freisetzungs-Geschwindigkeit aus der
Prasynapse, dem Diffusions-Koeffizienten und der Geometrie sowie der Breite des Spalts
bestimmt. Ebenfalls kann die rdumliche Beziehung zwischen der Aktiven Zone und der
Rezeptor-Dichte das postsynaptische Signal beeinflussen (Conti und Weinberg, 1999).

Durch das Zwei-Photonen-Uncaging mittels eines kurzen Laser-Pulses wird das
Glutamat allerdings gleichmaf3ig im ganzen Spalt freigesetzt, da die Punktspreizfunktion (PSF)
des Punktscans diesen ganzen Bereich abdeckt. Dadurch konnen Faktoren, welche die
Kinetik der Transmitter-Freisetzung aus der Prasynapse betreffen, vernachlassigt werden. Die
hier gefundene Heterogenitdt der induzierten Signale konnte aber durchaus auf eine
unterschiedliche Geometrie des synaptischen Spalts zurickzufihren sein. Durch
unterschiedliche Spalt-Breiten kann mehr oder weniger Glutamat bei gleicher Laser-Leistung
freigesetzt werden. Aul3erdem kann die Lage des synaptischen Spaltes relativ zur
inhomogenen PSF von Spine zu Spine variieren. Die exakte Laser-Intensitat am Spalt ist
dartber hinaus nicht genau bekannt und somit auch nicht die tatsachliche Menge an

freigesetztem Glutamat.
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Eine wahrscheinlichere Erklarung fir die Variabilitat der Signale ist eine
unterschiedliche GroR3e der Aktiven Zone und die Anzahl und Dichte der postsynaptischen
Rezeptoren, die heterogen verteilt sein kénnen, was schlussendlich auch zu unterschiedlichen
Antworten in der Postsynapse fuhren kann.

Fur andere Synapsen-Typen ist gezeigt, dass die beiden Rezeptor-Typen (AMPA und
NMDA) unterschiedlich exprimiert werden. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
von Racca et al. (2000) an CA1-Pyramidenzellen von Ratten belegten zum Beispiel, dass die
meisten Synapsen NMDA-Rezeptoren enthalten und zu 85 -90 % mit AMPA-Rezeptoren
kolokalisiert sind. Dabei zeigt sich bei der Verteilung bzw. bei dem Gehalt der Rezeptoren eine
geringere Variabilitat als bei den AMPA-Rezeptoren. Eine unterschiedliche Expression der
beiden Rezeptoren kann durchaus auch in den Moosfaser-Synapsen auftreten und zur
gefundenen Heterogenitat der Signale beitragen. In dieser Untersuchung zeigten einzelne
Spines bei starker Stimulation zwar grof3e elektrische Antworten jedoch keinen oder nur einen
sehr geringen Kalziumeinstrom und andererseits waren grof3e Kalziumtransienten bei
mafigen elektrischen Amplituden zu sehen. Diese Befunde sprechen fur eine sehr
unterschiedliche Ausstattung mit NMDA-Rezeptoren (siehe dazu Abschnitt 5.8).

Eine weitere mogliche Erklarung fur die Heterogenitat der elektrophysiologischen und
auch der korrespondierenden Kalzium-Signale kdnnten verschiedene Typen von NMDARs
sein, die sich aus unterschiedlichen Rezeptor-Untereinheiten zusammensetzen. So erklaren
die Autoren um Sobczyk et al. (2005) die in ihren Untersuchungen gefundene hohe
Heterogenitat der postsynaptischen Stréme zwischen einzelnen Spines, die ebenfalls durch
Uncaging von MNI-Glutamat in CAl1 Pyramiden-Zellen induziert wurden. Eine solche
andersartige Rezeptor-Zusammensetzung kann fur die Synapse zwischen Kdérnerzelle und
Mooszelle nicht ausgeschlossen werden und musste erst genauer in weiterfihrenden EM-
Untersuchungen analysiert werden. Fur CA1-Pyramidenzellen (Spines im Stratum radiatum)
konnte bereits im EM gezeigt werden, dass es keine Unterschiede in der Zusammensetzung
der Untereinheiten des NMDA-Rezeptors zwischen Synpo-KO und Wildtyp-Mausen gibt
(unveroffentlichte Daten von Pichler). Allerdings konnten in dieser Arbeit keine Aussagen Uber

die Anzahl funktionsfahiger Rezeptoren getroffen werden.
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5.7. Basale synaptische Transmission wird hauptséchlich durch AMPA-

Rezeptoren vermittelt

Die exzitatorischen postsynaptische Strome und Potentiale werden durch zwei verschiedene
Rezeptor-Typen vermittelt und zwar durch die AMPA- und die NMDA-Rezeptoren. Diese
beiden beteiligten Rezeptor-Komponenten zeichnen sich dabei durch unterschiedliche
Kinetiken aus, die durch pharmakologische Experimente sichtbar gemacht werden kénnen. So
setzt sich ein elektrophysiologisches Signal aus einer schnellen AMPA-vermittelten und einer
langsamen NMDA-abhangigen Komponente zusammen (Jonas und Spruston, 1994). Fir eine
typische glutamaterge Synapse wie z.B. zwischen CA3 und CA1l wurde eine Anzahl der
AMPAR von rund 0-150 Kanélen und fir den NMDAR von circa 5-30 Kanélen geschétzt (siehe
Conti und Weinberg, 1999). Diese Ungleichheit spiegelt sich dementsprechend auch in den
unterschiedlichen Beitrdgen an den elektrophysiologischen Signalen wieder.

In der Moosfaser-Synapse an CA3-Pyramidenzellen werden wéhrend der normalen
synaptischen Transmission die EPSCs und EPSPs uUberwiegend durch AMPA-Rezeptoren
vermittelt (Jonas et al., 1993, Min et al., 1998). Die durch das Uncaging induzierten Stréme
und Potentiale in dieser Untersuchung unterscheiden sich in ihrer Amplitude nicht erheblich
von den in CA3 Pyramidenzellen gemessenen Signalen. Daher ist anzunehmen, dass sie
ebenfalls hauptsachlich durch die Aktivierung von AMPA-Rezeptoren getragen werden. Aus
diesem Grund wurden zwei pharmakologische Kontroll-Versuche durchgefihrt, um die AMPA-
und NMDA-Komponenten der exzitatorischen Signale bestimmen zu kdnnen. Werden die
NMDA-Rezeptoren mit dem spezifischen Antagonist APV geblockt, kdnnen im Vergleich zu
normalen Experiment-Bedingungen schnellere Anstiegsraten der induzierten Signale bestimmt
werden. So nimmt zum Beispiel die 20-80% Anstiegsrate der EPSCs (EPSPs) im Wildtyp in
der hochsten Uncaging-Stufe von rund -123 nA/s (2769 mV/s) auf circa -140 nA/s (2864 mV/s)
zu. Dies passt zu der schnellen Komponente der AMPA-vermittelter Transmission. Werden
hingegen die AMPA-Rezeptoren mit dem spezifischen Antagonisten CNQX blockiert, wird die
langsame NMDA-abhangige Komponente deutlich sichtbar. So sinken die Raten auf
circa -8 nA/s bzw. 212 mV/s ab. Die Strome sowie Potentiale, die durch die AMPA-Rezeptoren
gebildet werden (Blockade von NMDA durch APV), sind im Vergleich zu den NMDA-Signalen
(Blockade der AMPAR durch CNQX) um ein Vielfaches groRer. Dabei kann das Verhaltnis
zwischen den AMPAR- und NMDAR-vermittelten synaptischen Strémen, welches abhangig ist
von der Entwicklung und der jeweiligen Hirnregion bzw. des Zelltyps, Uber einen weiten

Bereich variieren (Traynelis et al., 2010).
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Die hier durchgefihrten Experimente legen die Schlussfolgerung nahe, dass die an der
Moosfaser-Synapse zwischen Kornerzelle und Mooszelle erzeugten erregenden
postsynaptischen Signale hauptsachlich durch AMPA-Rezeptoren vermittelt werden, mit
einem kleineren Anteil der NMDA-Rezeptoren. In einer friheren Studie Uber die
Charakterisierung der Mooszelle durch Scharfman (1993) wurde gefunden, dass die
spontanen als auch induzierten EPSPs der Mooszelle grof3tenteils durch die Aktivierung von
AMPA/Kainat Rezeptoren erzeugt werden. Die Verabreichung von CNQX blockierte in diesen
Untersuchungen komplett die spontane Aktivitat der Zellen, d.h. in den elektrophysiologischen
Ableitungen waren keinerlei APs oder EPSPs mehr zu erkennen (siehe dazu Abbildung 5 bei
Scharfman, 1993). In den hier durchgefihrten Uncaging-Versuchen konnten hingegen die
NMDAR-vermittelten Depolarisierungen beobachtet und analysiert werden. Aul3erdem ist die
Aktivierung des NMDAR vor allem am gleichzeitig mit den EPSEs gemessenen Kalzium-

Einstrom ersichtlich.

5.8. Induzierte postsynaptische Signale sind nicht immer mit einem

Kalzium-Einstrom verbunden

Die durch das Uncaging induzierten Strome und Potentiale sind nicht immer mit einem
gleichzeitigen Kalzium-Einstrom in den Spine verbunden. In den Experimenten ist zu
beobachten, dass die Anzahl der mit Kalzium-antwortenden Spines und die Amplituden der
Kalzium-Transienten Uber die sechs Uncaging-Stufen hinweg zunehmen. Damit folgt das
Kalzium-Signal in etwa der Zunahme der Amplituden der elektrophysiologischen Signale. Das
hei’t je hoher die Amplituden der Potenziale bzw. Stréme ausfallen, umso haufiger treten
auch gleichzeitig Kalzium-Transienten mit gré3erer Amplitude auf.

Eine mdgliche Erklarung dafur ist, dass mit zunehmender Freisetzung von Glutamat
mehr Kalzium-permeable NMDA-Rezeptoren aktiviert werden. Auf3erdem kénnen durch die
erhohte Depolarisierung der Membran, vermittelt durch die AMPA-Rezeptoren, spannungs-
gesteuerte Kalziumkandale (VGCC) stimuliert werden.

Des Weiteren fuhrt die starkere Depolarisation mit héherer Wahrscheinlichkeit zum
Entfernen des Magnesium-Blocks des NMDA-Rezeptors und so kann mehr Kalzium durch den
Kanal in den Spine einstromen. Im Allgemeinen sind die NMDA-Rezeptoren wahrend des
Ruhemembranpotentials (bei Mooszellen rund -60 mV) grof3tenteils durch extrazellulare

Magnesium-lonen blockiert. Dieser Block kann allerdings durch eine zunehmende
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Depolarisation der Membran allmahlich aufgehoben werden (Kampa et al., 2004), wobei
bereits bei maRiger Depolarisation eine Leitfahigkeit in dieser Studie zu sehen war. Gerade in
den hier durchgefuhrten Kontroll-Experimenten, in denen die AMPA-Rezeptoren durch CNQX
gehemmt wurden, konnten kleine Stréme und Potentiale und vor allem auch gleichzeitige
Kalzium-Transienten gemessen werden. Diese sind nur durch die Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren erklarbar. Also ist nicht bei allen Rezeptoren der Block durch Mg?* bei dem
normalen Ruhemembranpotential vollstdndig. Dies zeigten auch bereits die Autoren in der
Studie von Kovalchuk et al. (2000), die in CA1 Pyramidenzellen ebenfalls kleine EPSP
Amplituden beim RMP messen konnten, wenn die AMPA-Komponente der synaptischen
Signale durch CNQX geblockt wurde. Da aber auch unter der NMDAR-Blockade mit APV die
Anzahl und die Amplitude der wenigen detektierten Transienten ansteigt, ist offensichtlich eine
vermehrte Aktivierung der VGCCs durch erhdhte Depolarisation durch den AMPA-Rezeptor
zusatzlich an den Kalzium-Signalen beteiligt. Eine weitere ausfuhrliche Betrachtung der
Hauptwege des Kalzium-Einstroms in den Spine wahrend der basalen synaptischen
Transmission erfolgt im nachsten Kapitel.

In einer Studie von Reid und Kollegen (2001) wurden bereits Moosfaser-Synapsen
einzeln elektrisch stimuliert und die resultierenden Signale analysiert. Dabei wurden auch
EPSPs beobachtet, die nicht einen gleichzeitigen Kalzium-Einstrom nach sich zogen. Die
Schlussfolgerung der Autoren war letztendlich, dass ein Ausbleiben eines Kalzium-
Transienten durch das Fehlen der Transmitter-Freisetzung aus der Prasynapse her resultiert.
In den hier durchgefuihrten Versuchen wurde hingegen die Prasynapse bzw. die Freisetzung
des Transmitters durch das Uncaging simuliert und die einzelne Synapse direkt durch das
freiwerdende Glutamat aktiviert. Somit kann das Ausbleiben der Kalzium-Transienten in den
aktuellen Versuchen nicht durch ein Versagen der Prasynapse erklart werden, sondern ist auf

postsynaptische Prozesse oder unterschiedliche Rezeptor-Verteilungen zuriickzufuhren.

5.9. Kalzium-Einstrom wahrend der normalen synaptischen Transmission

erfolgt hauptsachlich durch NMDA-Rezeptor Kandle

Fir den Anstieg der intrazellularen Kalzium-Konzentration in der Zelle sowie im Spine sind
drei Hauptwege denkbar: der Einstrom aus dem Extrazellularraum durch ionotrope Glutamat-

Rezeptoren und spannungsgesteuerte Kalziumkanale (VGCC) und Freisetzung aus internen
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Kalzium-Speichern. Die mogliche Freisetzung von Kalzium aus einem intrazellularen Speicher
wie dem Spine Apparat wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

Viele Studien fanden einen Einstrom von Kalzium durch NMDA-Rezeptor Kanale
und/oder spannungsgesteuerte Kalziumkanale (VGCC) wahrend der basalen synaptischen
Transmission. So wurde bereits in den Untersuchungen der Moosfaser-Synapse an den
Excrescencen der CA3 Pyramidenzellen (Schnittkulturen von Ratten) durch Reid et al. (2001)
der Frage nach der Hauptquelle des Kalzium-Einstroms nachgegangen. Durch eine
elektrische Stimulation erzeugten sie ebenfalls einzelne synaptische Ereignisse mit einem
detektierbaren Kalzium-Transienten. Diese sind allerdings hauptséchlich durch Einstrom von
Kalzium durch VGCC (vor allem vom N, P, Q-Typ), die durch die Aktivierung von AMPA-
Rezeptoren gesteuert werden, vermittelt. Bei der Verabreichung des AMPAR-Blockers CNQX
verschwanden die elektrophysiologischen Signale sowie auch die Kalzium-Antworten.
AuBerdem untersuchten die Autoren die Beteiligung der NMDA-Rezeptoren, in dem sie diese
durch APV blockten. Dabei konnte nur eine Reduktion der Kalzium-Antworten auf rund 53 %
erreicht werden. Somit zeigten die Autoren, dass ungefahr die Halfte des Kalzium-Einstroms
durch den NMDA-Rezeptor erfolgt. Einen Einstrom durch Kalzium-permeable AMPARSs
schlossen die Autoren ebenfalls fur die Moosfaser-Synapse aus.

Vergleichend dazu werden in den hier durchgefihrten Uncaging-Experimenten etwas
andere Ergebnisse gefunden. Die Hauptquelle des Kalzium-Einstroms bei den einzelnen
induzierten synaptischen Ereignissen ist hier der NMDAR-Kanal. Durch die Verabreichung des
spezifischen Antagonisten APV konnte ein Grof3teil der Kalzium-Transienten unterbunden
werden, was an dem geringeren prozentualen Anteil der antwortenden Spines im Gegensatz
zu den Versuchen unter Normalbedingungen zu erkennen ist. Dartber hinaus ist die maximale
Amplitude der Transienten unter APV deutlich reduziert (WT ca. 67 % und KO ca. 62 %).

Des Weiteren konnten unter Hemmung der AMPA-Rezeptoren durch CNQX Kalzium-
Transienten gemessen werden, die in der durchschnittichen Amplitude wieder fast an die
unter Normalbedingungen heranreichen. Die prozentualen Anteile der mit Kalzium
antwortenden Spines sind in den beiden Versuchsbedingungen annahernd gleich. Dadurch
kann eigentlich eine bedeutende Beteiligung der VGCC, die durch die AMPA-Rezeptoren
gesteuert werden, ausgeschlossen werden. Um die Frage nach der Quelle des unter NMDAR-
Blockade verbleibenden Kalzium-Einstroms zu klaren, mussten weitere Versuche mit den
jeweiligen Blockern flr die verschiedenen VGCC-Typen durchgeftihrt werden.

Eine weitere Moglichkeit des Kalzium-Einstroms ware noch die Beteiligung Kalzium-
permeabler AMPA-Rezeptoren, die ein weiteres Set an Experimenten notwendig machen
wirde. Ein Vorhandensein solcher Rezeptoren in der MF-Synapse an CA3-Pyramidenzellen
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wurde durch Reid et al. (2001) experimentell nicht bestattigt, allerdings konnte die MF-
Synapse der Mooszellen in dieser Hinsicht einen unterschiedlichen Rezeptor-Besatz
aufweisen. Im Stratum radiatum der CAl-Pyramidenzellen wurde eine elektronen-
mikroskopische Untersuchung der Untereinheiten GIuR1 und GIuR2 der AMPA-Rezeptoren in
Synpo-KO und WT Mausen durchgefuhrt. Dieses zeigte, dass die Anzahl der GluR2-positiven
Synapsen im KO gegeniber dem WT signifikant geringer ausfiel (unveroéffentlichte Daten von
Pichler). Dabei weisen GluR2-negative AMPA-Rezeptoren eine erhdhte Kalzium-Leitfahigkeit
und -Permeabilitat auf (siehe dazu Review Isaac et al., 2007). Dies kdnnte eine Kompensation
zum Fehlen des Spine Apparates darstellen, allerdings konnte in der genannten Arbeit kein
direkter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein eines SAs und der GluR2 Untereinheit
hergestellt werden. AuRerdem konnte keine Aussage Uber die Anzahl funktionsfahiger
Rezeptoren getroffen werden. Um die Beteiligung Kalzium-permeabler AMPA-Rezeptoren
nachzuweisen, missten Versuche mit einem spezifischen Blocker fir diese Rezeptoren
durchgefuhrt werden und die Kalzium-Signale gemessen werden.

In ausnahmslos allen hier untersuchten Excrescencen waren funktionsfahige
Spannungs-gesteuerte Kalzium-Kanéle vorhanden. Dies zeigten die Experimente mit den
Serien von 15 oder auch 24 bAPs mit jeweils unterschiedlicher Frequenz. In Folge der durch
kurze Strominjektionen im Soma ausgeldosten APs, die in die Dendriten und Spines
propagieren, konnte immer ein deutlicher Kalzium-Transient im Spine-Zytoplasma
gemessenen werden, der nur durch die VGCC vermittelt werden konnte, da zu diesem
Zeitpunkt keine synaptische Aktivierung durch Glutamat-Uncaging vorhanden war. Die Anzahl
der gemessenen Zellen ist im Gegensatz zu den Einzel-Signalen jedoch reduziert (z.B. im WT
78 Zellen mit Uncaging vs. 51 Zellen mit bAPs), da nicht komplett von Beginn an die bAP-
Serien in die Experimente integriert waren und/oder die gemessenen Zellen aus anderen
Grunden aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Zum Beispiel fihrte eine Verschlechterung
des RMPs oder ein Anstieg des Serienwiderstands zum Versuchs-Abbruch. In einigen Fallen
konnten auch keine APs ausgeltst werden oder wahrend der Abfolge der induzierten APs
traten natlrliche APs auf. Bei den induzierten Einzel-Signalen konnten in allen Experimenten
kein Unterschied zwischen Wildtyp und Synaptopodin Knock-out beobachtet werden und
daraus lasst sich schlieBen, dass die MF-Synapsen beider Genotypen wahrscheinlich mit
einem gleichen Besatz an VGCCs ausgestattet sind. Um dies vollstandig und eindeutig zu
klaren, miussten zusétzliche Experimente mit spezifischen Blockern fir die verschiedenen

Typen der VGCC durchgefiihrt werden.
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5.10. Der Spine Apparat ist wahrend der basalen synaptischen Trans-

mission nicht als Kalzium-Quelle beteiligt

Die Frage, ob wahrend der synaptischen Transmission auch die Freisetzung von Kalzium aus
intrazellularen Speichern an den Kalzium-Veranderungen in Spines beteiligt ist, stellten sich
schon einige Forschergruppen und gelangten zu den unterschiedlichsten Ergebnissen (siehe
Uberblick Uber Kalzium in dendritischen Spines von Higley und Sabatini, 2012). Bis zum
heutigen Tage ist diese Frage nicht eindeutig geklart.

So fanden Reid et al. (2001) keinen Einfluss einer Kalzium-abhangigen Kalzium-
Freisetzung (CICR) aus vorhandenen und funktionsfahigen internen Speichern in komplexen
Spines von CA3-Pyramidenzellen der Ratte bei einzelnen synaptischen Ereignissen. Zu einem
ahnlichen Ergebnis gelangten auch Kovalchuk et al. (2000), die in CA1-Pyramidenzellen nur
einen geringen Einfluss von pharmakologischen Substanzen fanden, die eine direkte Wirkung
auf die Speicher hatten. Ein Kalzium-Speicher ist wahrend einer niederfrequenten
synaptischen Transmission gemaly den Autoren nicht wichtig, kann aber dazu dienen, freies
Kalzium aufzunehmen und damit die Kalzium-Konzentration im Spine zu regulieren.

Zu einem gegenteiligen Ergebnis kamen hingegen Emptage et al. (1999) in CA1- und
CA3-Pyramidenzellen der Ratte. lhre Resultate lassen sie schlussfolgern, dass der Anstieg
der Kalzium-Konzentration im Spine als Antwort auf einen einzelnen synaptischen Stimulus im
Wesentlichen auf CICR beruht. Dieser wird dabei durch den Einstrom von Kalzium durch die
NMDAR-Kanale ausgelost.

Allerdings sind diese Versuche und Ergebnisse nur indirekte Hinweise auf einen
funktionsfahigen Kalzium-Speicher im Spine, da in der Regel meist pharmakologische
Substanzen verwendet werden, die in der gesamten Zelle am kompletten endoplasmatischen
Retikulum wirksam werden und Nebeneffekte auslésen kénnen. Durch die Verwendung der
Synpo Knock-out Maus, die keinen Spine Apparat ausbildet, kann in direktem Vergleich zum
Wildtyp dessen Funktion und Einfluss auf die Kalzium-Signale untersucht werden. Die
gemessenen Kalzium-Transienten beider Genotypen unterschieden sich weder in der
Haufigkeit des Auftretens noch in der mittleren Amplitude einzelner durch Uncaging induzierter
postsynaptischer Signale. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass wahrend
der basalen synaptischen Transmission der Spine Apparat keine Rolle spielt und nicht an den

intrazellularen Kalzium-Veranderungen im Spine beteiligt ist.
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Dies ist damit der erste direkte Nachweis, dass wahrend der normalen synaptischen
Transmission an der Moosfaser-Synapse der Spine Apparat fur die Kalzium Kinetik keine
wesentliche Rolle spielt. Als Hauptquelle dient dabei der Kalzium-Einstrom durch die NMDA-

Rezeptoren und zu einem geringeren Anteil durch die VGCC.

5.11. Beteiligung des Spine Apparats als zuséatzliche Kalzium-Quelle

wahrend starker synaptischer Stimulation

5.11.1. Grundlagen fir die Induktion von Langzeitpotenzierung

Im Allgemeinen anerkannt ist die Tatsache, dass Kalzium eine essentielle Funktion bei der
Langzeitveranderung der synaptischen Transmission besitzt. Dabei spielt vor allem der
Kalzium-Einstrom durch NMDA-Rezeptoren fur die Induktion der Potenzierung oder auch
Depression synaptischer Signale eine wichtige Rolle (Segal, 2005). Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass in diese Prozesse auch interne Kalzium-Speicher wie z.B. der Spine
Apparat involviert sind.

An der hier untersuchten Moosfaser-Synapse ist vor allem eine prasynaptische Form
der Plastizitat bekannt. Bei der Langzeitpotenzierung (LTP) kommt es dabei auf der
prasynaptischen Seite zu einer vermehrten Freisetzung von Glutamat aus den synaptischen
Vesikeln. In den letzten Jahren wurde aber auch eine postsynaptische Form der LTP
gefunden, die durch die NMDA-Rezeptoren vermittelt wird und die NMDAR-vermittelte
synaptische Transmission selektiv verstarkt (Kwon und Castillo, 2008; Rebola et al., 2011). Fur
die Induktion dieser speziellen Form des LTPs wird auflerdem auch eine signifikante
Akkumulation von postsynaptischem Kalzium bendtigt, wobei der Einstrom durch den NMDA
Kanal die Hauptquelle des Kalziums darstellt (Kwon und Castillo, 2008). Der auffalligste
Unterschied besteht im Stimulations-Protokoll zur Induktion dieser Art der Potenzierung, da
eine niederfrequente Stimulation (nur ein Zyklus von circa einer Sekunde bei 25 Hz)
verwendet wird im Gegensatz zur traditionellen hochfrequenten Stimulation (zumeist eine
Serie von mehreren Stimulationszyklen mit einer Frequenz von 100 Hz).

Aus diesem Grund wurde in den hier durchgefuhrten Experimenten das Stimulations-
Protokoll von Kwon und Castillo (2008) in einer abgewandelten Form angewendet. Es wurden

daflr 24 synaptische Ereignisse (durch Uncaging induziert) mit 24 Aktionspotentialen (eine
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Serie von kurzen Strominjektionen am Soma) mit einer Frequenz von 25 Hz kombiniert. Es
zeigte sich, dass eine Abfolge von induzierten EPSPs allein nur gelegentlich und dabei nur
sehr kleine Kalzium-Transienten hervorrief. Die Kombination mit bAPs sollte einen mdglichst
grolRen Einstrom von Kalzium in den Spine sicherstellen. Die Depolarisation durch die
Aktionspotentiale diente vor allem dazu, den Magnesium-Block eines moglicherweise
gegenwartigen NMDA-Rezeptors zu I6sen und dadurch einen vermehrten Kalzium-Einstrom
durch den Kanal zu ermoglichen. Dass im Vergleich zu den Kalzium-Transienten der
induzierten Einzel-Signale erheblich mehr Kalzium in den Spine wahrend der Stimulation
einstromt, zeigt die Abb. 5.4 — A.

A Kalzium-Transienten der induzierten Einzel-Signale im Vergleich zum Stimulations-Protokoll
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Abb. 5.4: Deutlich erhdhtes Kalzium wéhrend des Stimulations-Protokolls zur Induktion des NMDA-
Rezeptor abhangigen LTPs; Vergleich der Kalzium-Transienten von WT und KO wahrend
des Stimulations-Protokolls (A) mit den Transienten der mittels Uncaging induzierten
Einzel-Signale bei 21,79 mW (WT und KO) oder (B) mit den Transienten der 24 bAPs
ebenfalls fur WT und KO; fur die starke synaptische Stimulation wurden 24 durch
Uncaging induzierte EPSPs (bei konstant 20 mW) mit 24 bAPs mit einer Frequenz von
25 Hz kombiniert;
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Dabei gilt im Allgemeinen die Annahme, dass groRe und schnelle Kalzium-Transienten
eine Potenzierung induzieren, wohingegen kleinere und langsamere Transienten eine
Depression verursachen (Abbott und Nelson, 2000). Aullerdem zeigten bereits Nevian und
Sakmann (2006) in ihrer Studie, dass die jeweilige Stimulation mit pra- oder postsynaptischen
Impulsen ohne assoziierte APs fur sich allein keine Veranderung in der synaptischen
Transmission erzielte.

Bereits Carter und Sabatini (2004) benutzen dieses Paradigma der Impuls- und
zeitabhangigen Plastizitat (sogenannte Spike-timing-dependent plasticity, STDP) und
kombinierten ebenfalls bAPs und durch Uncaging induzierte synaptische Aktivitat (ebenfalls
MNI-Glutamat). Dabei erzeugte diese Verknupfung eine deutliche Verstarkung des Kalzium-
Signals vermittelt durch den NMDA-Rezeptor gegenlber den jeweiligen Einzel-Messungen
allein (siehe dazu die Abbildung 6 bei Carter und Sabatini, 2004). Im Vergleich zur Abfolge der
24 bAPs bei 25 Hz kann eine solche Verstarkung bzw. der Anteil des Kalziums, der durch den
NMDA-Rezeptor Kanal in den Spine einstromte, wahrend des Potenzierungs-Protokolls
bestimmt werden. Die durchschnittlichen Amplituden der Kalzium-Transienten sind um circa
das 2,5fache erhdht, wie in der Gegenuberstellung in Abbildung 5.4 unter B zu erkennen ist.
Da der Hauptweg des Kalziums wahrend der Serie der Aktionspotentiale durch die VGCCs
besteht, ist dieser Unterschied durch einen zusatzlichen Einstrom durch aktivierte NMDA-
Rezeptoren zu erklaren.

Aulerdem ist unter dem Einfluss des NMDAR-Blockers APV eine deutliche Reduktion,
allerdings nicht auf das Niveau der individuellen 24 bAP-Serie, der Kalzium-Transienten zu
erkennen. Dieser restliche Kalzium-Einstrom ist mdglicherweise auf eine starkere
Rekrutierung von VGCCs zurlickzufuhren, da die Zellmembran nun zusatzlich durch aktivierte
AMPA-Rezeptoren depolarisiert wurde. Werden hingegen die AMPA-Rezeptoren, nicht aber
die NMDA-Rezeptoren, geblockt, so erreichen die Kalzium-Amplituden wieder hohere Werte
bzw. fast gleiche Amplituden wie unter Normalbedingungen (vor allem zutreffend fur den
Synpo-KO). Auch wenn die Anzahl der gemessenen Spines unter diesen Bedingungen sehr
gering ist, lasst sich trotzdem schlussfolgern, dass die Differenz in den Kalzium-Amplituden
zwischen APV und CNQX wirklich auf die NMDA-Rezeptoren zurlickzufihren ist. Des
Weiteren ist auffallig, dass der Kalzium-Einstrom (die relative Anderung der ermittelten
Fluoreszenzen bzw. Kalzium-Konzentrationen Uber die Zeit) bei der starken Stimulation relativ
schnell erfolgt im Gegensatz zu der langsamen Zunahme bei der 24 bAP-Serie. So liegen die
Kalzium-Einstromraten [(AG/R)/s] im WT z.B. bei rund 1,07 bei der starken Stimulation
vergleichend mit rund 0,28 bei den reinen b-AP-Serien. Bei der Hemmung des NMDARSs unter
APV Einfluss sinken die Einstrom-Raten des Kalzium-Transienten bei dem Stimulations-
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Protokoll auf ein merklich geringeres Niveau (fur den WT auf einen Wert von rund 0,44) ab,
was nur leicht uber dem der reinen bAP-Serie ohne Blocker liegt. Unter der Einwirkung von
CNQX (in Abwesenheit von APV) werden hingegen wieder fast identische Werte fur die
Einstromraten ermittelt, was daflrr spricht, dass die schnelle NMDAR-vermittelte Komponente
des Kalzium-Transienten wieder vorhanden ist.

Letztendlich kann zu dem Schluss gekommen werden, dass der vor allem schnelle und
verstarkte Kalzium-Einstrom tatsachlich durch die synaptische Aktivierung des NMDAR-Kanals
vermittelt wird.

Wahrend der Induktion der Impuls- und zeitabhangigen Plastizitat (STDP) ist das
Resultat abhangig von der zeitlichen Abfolge der pra- und postsynaptischen Signale. Durch
unterschiedliche Kombinationen kann entweder eine Verstarkung oder eine Hemmung der
synaptischen Aktivitat ausgelost werden. Nach Markram et al. (1997) mussen dabei auch die
Signale innerhalb von 100 ms zusammentreffen, um Uberhaupt irgendeine Veranderung nach
sich zu ziehen. In den verschiedensten Studien wurde aullerdem festgestellt, dass die
Verbindung von prasynaptischer Aktivitat (EPSP) gefolgt von einem postsynaptischen Signal
(bAP) mit einer Zeitverzégerung von 10 ms stets eine Langzeitpotenzierung induziert wird
(Markram et al., 1997, Nevian und Sakmann, 2006). Fur die Moosfaser-Synapse an CA3-
Pyramidenzellen zeigten bereits Astori et al. (2010), dass ein Zeitintervall von 10 ms zwischen
der synaptischen Aktivitat und den Aktionspotentialen eine Potenzierung zur Folge hat.
Deshalb wurde auch in den hier durchgeflhrten Experimenten dieses spezielle Zeitintervall
von 10 ms zwischen den durch Uncaging induzierten EPSPs und den bAPs gewahlt, da eine
NMDA-Rezeptor abhangige Potenzierung an der MF-Synapse der Mooszellen ausgeldst
werden sollte. Aullerdem hat das langsame Ldsen des Magnesium-Blocks einen grofien
Einfluss auf das Zeitfenster fur die NMDA-Rezeptor Aktivierung wahrend der STDP Induktion.
Die groldten NMDAR-Strome werden erzielt, wenn eine Depolarisierung (also das
ruckpropagierende AP) auch 10 ms nach der Applikation des Glutamats erfolgt (siehe dazu die
Versuche und Modelrechnungen von Kampa et al., 2004). Bei einem solchen Abstand ist der
NMDA-Rezeptor somit am starksten aktiviert und auch fir Kalzium durchlassig. Das Resultat
daraus sind die sehr hohen Kalzium-Transienten wahrend der Potenzierung in den hier

durchgefuhrten Experimenten.
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5.11.2. Die Rolle des Spine Apparates

In den Untersuchungen von Deller et al. (2003) wurden Hinweise gefunden, dass
Synaptopodin und der mit dem Protein assoziierte Spine Apparat eine Rolle bei den
Prozessen der synaptischen Plastizitat und des Lernens spielen. In der Studie war das
extrazellular gemessenen LTP in CA1-Pyramidenzellen in den Synpo Knock-out Mausen
reduziert. In dieser Untersuchung konnte jedoch der Mechanismus, Uber den der Spine
Apparat an diesen Vorgangen beteiligt ist, nicht geklart werden, da z.B. kein gleichzeitiges
Kalzium-lmaging durchgeflhrt wurde. Die hier durchgefuhrten Experimente sind damit ein
Beitrag zum schliel3en dieser Liicke.

Unter der Hypothese, dass der SA als Kalzium-Speicher dient, wurden die Kalzium-
Kinetik in einzelnen Spines von Mooszellen von WT und Synpo-KO Mausen untersucht. Dabei
lag der Fokus auf der Moosfasersynapse, weil die Excrescencen der Mooszellen fast immer
einen SA im Wildtyp ausbilden, auch in den hier verwendeten organotypischen Schnittkulturen
(siehe Immunfarbung gegen Synpo Abb. 3.2 und EM-Aufnahme Abb. 3.3). Im Gegensatz dazu
pragen hingegen die Spines der oft untersuchten CA1-Pyramidenzellen nur zu ca. 15 bis 20 %
einen vollentwickelten Spine Apparat (Holbro et al., 2009) aus. In den Spines der Synpo-KO
wird der SA nicht ausgebildet, bei ansonsten normaler Morphologie der Neuronen bzw. Spines
(Deller et al., 2003). Dadurch ist diese Knock-out Maus sehr gut fur die genaue Untersuchung
der Funktion des Spine Apparats geeignet, da durch den Vergleich der gemessenen Kalzium-
Transienten in Excrescencen vom Wildtyp (,littermates®) die mdgliche Rolle als intrazellularer
Kalzium-Speicher direkt gezeigt werden kann.

Wahrend der normalen synaptischen Transmission konnte in dieser Studie, wie bereits
erwahnt, keine Beteiligung des SAs an der Kalzium-Kinetik im Spine beobachtet werden.
Allerdings wurde wahrend der kombinierten, starken Stimulation mit uEPSPs und bAPs
zwischen den beiden Genotypen ein Unterschied in den Kalzium-Transienten gefunden. So
waren die mittleren Kalzium-Transienten im KO um etwa 25 % in ihrer Amplitude im Vergleich
zum WT reduziert und zeigten auflerdem deutlich langsamere Kalzium-Einstromraten (1,07 im
WT vs. 0,77 im KO). Dieser Unterschied ist auf das Fehlen des Spine Apparates in der KO
zurtckzuflhren und spricht fur eine Funktion des SAs als interner Kalzium-Speicher in Spines.
Bei erhohten Kalzium-Konzentrationen im Zytoplasma kommt es zu einem Kalzium-
induzierten Kalzium-Ausstrom (,calcium-induced calcium-release“, CICR) aus dem vor-
handenen Speicher im Wildtyp, wohingegen dieser Mechanismus im Knock-out fehlt. Im WT

wird durch diese zusatzliche Quelle das Kalzium-Signal im Spine verstarkt und steigt deshalb



5. DISKUSSION 125

auch mit einer schnelleren Rate an. Das Fehlen des Spine Apparates kann in seiner Funktion
als Kalzium-Speicher offensichtlich nicht durch einzelne ER-Zisternen, die in den KO-Spines
auftreten (Deller et al., 2003), kompensiert werden.

Die gleiche Beziehung zwischen WT und KO zeigten auch die Ergebnisse der beiden
hier verwendeten reinen bAP-Serien (15 und 24 bAPs), in denen die Kalzium-Konzentration im
Vergleich zu den einzelnen Glutamat-Uncaging Ereignissen ebenfalls deutlich erhoht war. Hier
unterschieden sich die maximalen Kalzium-Amplituden der beiden Genotypen im Vergleich
zueinander um rund 24 % (15 bAPs) bzw. 29 % (24 bAPs). Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass fur den Prozess des CICR aus dem SA nur die Hohe der auslésenden
Kalzium-Konzentration wesentlich ist, nicht jedoch der Ort des Kalzium-Einstroms entweder
uber die NMDAR oder die VGCCs. Dies steht im Gegensatz zu Emptage et al. (1999), die eine
selektive Assoziation zwischen dem Kalzium-Speicher und dem NMDA-Rezeptor schluss-
folgerten, da die Autoren keinen CICR durch reine bAPs (ausschliel3lich Aktivierung der
VGCCs) beobachteten.

Die hier durchgeflihrten Versuche liefern somit einen ersten direkten experimentellen
Nachweis, dass der Spine Apparat eine zusatzliche Kalzium-Quelle in dendritischen Spines
bei starkerer Stimulation, die zur Induktion von synaptischer Plastizitat fihren kann, darstellt.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der SA wahrend der normalen synaptischen

Transmission in Bezug auf die Kalzium-Kinetik im Spine keine Rolle spielt.

5.12. Synaptische Plastizitat?

Es stellt sich naturlich die Frage, ob der Spine Apparat auch einen Einfluss auf die
synaptische Aktivitat nach erfolgter Durchfihrung eines typischerweise zu STDP flihrenden
Stimulations-Protokolls hat und ob eine NMDA-Rezeptor abhéngige Langzeitpotenzierung an
der MF-Synapse induziert werden kann. Hat das Vorhandensein des SAs und damit
verbunden eine hohere Kalzium-Konzentration im Spine-Zytoplasma des Wildtyps im
Vergleich zur Synaptopodin Knock-out zur Folge, dass zwischen den beiden Genotypen eine
unterschiedliche Potenzierung zu finden ist? Eine klare Antwort darauf kdnnen die aktuellen
Untersuchungen nicht liefern. Dafir missten in weiterfihrenden Versuchen die gleichen
Testpulse vor und nach dem Potenzierungs-Stimulus gemessen und gegeneinander

verglichen werden.
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Des Weiteren muss eine grof3e Anzahl an Messungen vorgenommen werden, da die
individuellen Spines bzw. Synapsen sich in einem unterschiedlichen Aktivitatszustand
befinden kénnen. Sie kdnnen bereits aufgrund der spontanen synaptischen Aktivitat in der
Schnittkultur vor Beginn des Experiments in sehr unterschiedlichem Mal3e potenziert sein. Je
nach dem in welchem Ausgangs-Zustand sich die Synapse befindet, werden vermutlich auch
die Antworten auf das Potenzierungs-Protokoll unterschiedlich ausfallen. Dass bei einem
identischen Stimulations-Protokoll verschiedene Resultate (Potenzierung, Depression oder
keinerlei Plastizitat) erzielt wurden, zeigte z.B. die Studie von Clark und Normann (2008) in
CAl-Pyramidenzellen in akuten Schnitten der Ratte. Ein Hinweis, dass die Spines oder
Synapsen in den hier untersuchten Mooszellen unterschiedliche Aktivitats-Zustande
ausbilden, kénnte in der sehr hohen Heterogenitat der gemessenen Antworten gefunden
werden. So konnten z.B. kleine (oder auch groR3e) elektrophysiologische Antworten durch
Uncaging induziert werden, die ein gleichzeitiges Kalzium-Signal nach sich zogen oder aber
keinerlei Kalzium-Einstrom zeigten.

Dass der Spine Apparat bzw. das mit ihm assoziierte Protein Synaptopodin eine Rolle
bei der Langzeitpotenzierung spielt, wurde bereits durch mehrere Studien mit den
verschiedensten Techniken gezeigt (siehe dazu Segal et al., 2010; Deller et al., 2007 oder
Jedlicka et al., 2008). So wurde durch extrazellulare Ableitungen eine Reduktion der LTP in
CAl-Pyramidenzellen in der Synpo KO-Maus gegenuber dem WT gefunden (Deller et. al.,
2003). In einer anderen Studie konnte nach der Induktion von LTP in Kdrnerzellen ein
gestiegenes Niveau der Synpo mRNA und des Proteins nachgewiesen werden und eine
wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der Potenzierung geschlussfolgert werden (Yamazaki
et al.,, 2001 und Fukazawa et al., 2003). Des Weiteren wurde in dissoziierten Hippocampus-
Kulturen der Ratte ebenfalls ein schneller Anstieg von Synpo nach LTP-Induktion in Spines
festgestellt (Vlachos et al., 2009).

Im Gegensatz zu den erwéhnten Studien konnte in den hier durchgefihrten
Experimenten eine direkte Korrelation zwischen den elektrophysiologischen Ereignissen und
den Kalzium-Veranderungen im Zytoplasma eines einzelnen Spines bzw. einer individuellen
Synapse hergestellt werden. Durch den Vergleich zwischen Synaptopodin Knock-out und
Wildtyp konnte dann auch direkt auf eine Beteiligung des Spine Apparates an den Kalzium-
Transienten geschlossen werden. Aul3erdem konnte dadurch auch auf pharmakologische
Modulatoren, die mogliche Nebeneffekte nach sich ziehen, verzichtet werden. In den meisten
Studien wurde aullerdem die Schaffer-Kollateral-Synapse an CAl-Pyramidenzellen
untersucht. Allerdings konnte in nur 15 bis 20 % der Zellen ein vollentwickelter Spine Apparat

gefunden werden (Holbro et al, 2009), wohingegen die Excrescencen der Mooszellen oder
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auch CA3-Pyramidenzellen fast immer einen SA enthalten (Spacek und Harris, 1997). Daher
sind diese beiden Prinzipalzellen fur die Untersuchung der Funktion des SAs viel besser
geeignet. Letztendlich konnte durch diese Arbeit ein erster direkter Hinweis, dass der Spine
Apparat die Rolle eines intrazellularen Kalzium-Speichers und Regulators der Kalzium-
konzentration im Spine innehat, gegeben werden.

In weiterfihrenden Versuchen muss nun die Auswirkung des hier angewendeten
Stimulations-Protokolls auf die synaptische Plastizitat gezeigt werden. An der Moosfaser-
Synapse ist nach traditionaler Sicht die synaptische Plastizitdt prasynaptisch exprimiert und
erst in den letzten Jahren konnte auch eine postsynaptische Auspragung der Plastizitat
gezeigt werden. Mit den nachfolgenden Experimenten konnte diese Veranderung nun an einer
individuellen Synapse gezeigt werden und auch direkt mit Kalzium und intrazellularen
Speichern wie dem Spine Apparat in Verbindung gebracht werden. Haben die
unterschiedlichen Kalzium-Signale zwischen Synpo-KO und WT einen verschiedenen Effekt
auf die synaptische Plastizitdt und somit auf die Prozesse von Lernen und Gedachtnis?

5.13. Involvierte Mechanismen fir die Funktion des Spine Apparates als

Kalzium-Speicher

Die Freisetzung von Kalzium aus internen Speichern bzw. dem glatten ER erfolgt im
Allgemeinen durch die Aktivierung von zwei grof3tenteils homologen Rezeptor-Typen in der
ER-Membran, den Ryanodin-(Rya) und/oder Inositol-1,4,5-trisphosphat-(IP3)-Rezeptoren
(siehe Review Bardo et al., 2006). Das Kalzium kann dann wiederum schnell Uber die
Kalziumpumpe des sarcoplasmatischen und endoplasmatischen Reticulums (SERCA) in den
Speicher aufgenommen werden (Berridge, 1998).

Die Rya-Rezeptoren haben mehrere Bindungsstellen fir Kalzium-lonen und sind
dadurch fur das Auslosen des Prozesses des CICR verantwortlich. Die IP3-Rezeptoren
dagegen werden durch IP3, welches das metabolisches Produkt der Phospholipase C Aktivitat
ist, aktiviert und bilden damit das Bindeglied zur Stimulation metabotroper Glutamat-
Rezeptoren in exzitatorischen Synapsen.

Durch immunhistochemische Untersuchungen in der Ratte wurde gezeigt (Sharp et al.,
1993), dass IP3-Rezptoren vor allem in den Somata und Dendriten der Purkinjezellen des
Kleinhirns (auch in Spines) und CA1 Pyramidenzellen angereichert sind und nur im geringen

Mal3 im DG und CA3-Pyramidenzellen (hier allerdings nicht in Spines). Fur die Ryanodine-
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Rezeptoren wurde eine gegenteilige Verteilung gefunden, d.h. in den Purkinje-Zellen und
CAl-Zellen fanden die Autoren nur geringe Level und im DG und CA3 eine deutliche
Anreicherung der Rezeptoren. Fiur beide Rezeptor-Typen wurden jeweils drei Isoformen (Rya-
R1 bis -R3 und IP3-1 bis -3) gefunden, die unterschiedlich im Gehirn exprimiert werden. So
werden Rya-R1 hauptsachlich im Cerebellum detektiert und IP3-2 ausschlielich in Gliazellen
(siehe Bardo et al., 2006). So zeigten Shimizu et al. (2008) im Hippocampus von adulten
Mausen, dass vor allem Rya-R2 prasynaptisch in Moosfaser-Axonen und einigen Terminalen
exprimiert werden, wohingegen Rya-R1 in postsynaptischen Neuronen nachgewiesen wurden.

Welche Isoform der Rya-Rezeptoren mit dem Spine Apparat assoziiert ist, konnte bis
jetzt nicht gezeigt werden, da die bisher verwendeten, fur die einzelnen Unterformen
spezifischen Antikdrper vor allem fur die elektronenmikroskopische Anwendung nicht gut
geeignet sind. Dass funktionsfahige Rya-Rezeptoren in den Spines der CAl- und CA3-
Pyramidenzellen vorhanden sind, zeigten Emptage et al. (1999) in ihren Untersuchungen, die
durch die spezifische Blockade der Rya-Rezeptoren mit Ryanodin eine starke Reduktion der
ausgelosten Kalzium-Transienten erhielten. Auch Vlachos et al. (2009) fanden deutliche
Hinweise fur eine Beteiligung von Rya-Rezeptoren in ihren Experimenten. Die Experimente
von Holbro et al. (2009) lassen auflerdem auf eine lokale Aktivierung der IP3-Rezeptoren und
(jedoch langsame und verzogerte) Kalzium-Freisetzung in Spines von CAl-Pyramidenzellen
schlieBen und damit eine Rolle in der synaptischen Depression. In den Purkinje-Zellen werden
wie bereits erwahnt, hauptsachlich auch IP3-Rezeptoren exprimiert und dort wurde in
Untersuchungen zur synaptischen Plastizitat ebenfalls eine Depression (LTD) festgestellt
(Review dazu siehe Bardo et al., 2006 oder Rose und Konnerth, 2001). In weiterfihrenden
Experimenten kdonnte durch pharmakologische Manipulation der beteiligten Kalzium-Kanéle
und Kalzium-Pumpen deren jeweilige Rolle bei der Funktion des Spine Apparats als Kalzium-

Speicher geklart werden.

5.14. Weitere Funktionen des Spine Apparates

In der hier durchgefiihrten Arbeit lag der Fokus auf der Funktion des Spine Apparates als
interner Kalzium-Speicher und desen Rolle wahrend der synaptischen Transmission und bei
Prozessen der synaptischen Plastizitét.

Da allerdings der SA ein Abkdmmling des glatten ERs ist, sind weitere Funktionen und

Beteiligungen an intrazellularen Prozessen wie Transport und Synthese von postsynaptischen
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Proteinen und Rezeptoren denkbar. Eine Auflistung solch mdglicher Funktionen des SAs
liefert Spacek (1985). In einer weiteren Verotffentlichung aus demselben Jahr konnte Spacek
(1985) eine direkte Verbindung des SAs, genauer des elektronendichten Materials, mit
Punktdesmosomen (Punctum adhaerens) zeigen. Durch Transformation der Punkt-
desmosomen konnen aktive Zonen expandieren und der SA konnte als mogliche Quelle von
spezifischen Proteinen zu diesem Prozess mit beitragen.

Hinweise, dass der SA auch an der Regulation der Glutamat-Rezeptoren und -Kanale
in der Synapse beteiligt sein kénnte, liefern zwei verschiedene elektronenmikroskopischen
Untersuchungen. Racca et al. (2000) konnten eine regelmafiig starke Markierung von NMDA-
Rezeptoren im SA feststellen und Nusser et al. (1998) detektierten AMPA-Rezeptoren in SA.
Allerdings konnten in den hier durchgefuhrten Untersuchungen keine Hinweise auf eine
unterschiedliche Verteilung der Glutamat-Rezeptoren in der Synapse zwischen Wildtyp- und
Synaptopodin-Knock-out Mausen (ohne einen SA) gefunden werden.

Obwohl die erste Beschreibung des Spine Apparates bereits 1959 durch Gray erfolgte,
bleibt die genaue Funktion dieser speziellen Oraganelle bis heute ratselhaft und wird weiterhin
diskutiert werden. Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Arbeit sind ein kleiner Beitrag zur
Ldsung dieser Frage, vor allem in Hinsicht auf die Rolle als interner Kalzium-Speicher und der
Beteiligung an der Kalzium-Kinetik im Spine wahrend verschiedener synaptischer Prozesse.
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7.1. Bezugsquellen Material

7.1.1. Gewebekultur

7.1.1.1. Chemikalien

Aqua ad injectabilia
Basal Medium Eagle (BME), 1x, liquid
Glucose 20% Braun Mini-Plasco
GlutaMax™-| Supplement, 200 mM
2-Propanol (Isopropanol),
wasserfrei, 99.5%
Minimum Essential Medium (MEM),10x
Natronlauge 1 mol/l (1 N) TitriPUR®
volumetrische Losung
Normal Horse Serum (NHS),
Heat-Inactivated
Salzsaure 1 mol/l (1 N) TitriPUR®

volumetrische Losung

7.1.1.2. Verbrauchsmaterial

Einmalkanile gelb, 20G x 1Y,
0,9 mm x 40 mm
Einmalspritzen, 10 ml, 3teilig,

mit Lueransatz

B. Braun AG, Melsungen

GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt
B. Braun AG, Melsungen

GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

Neopoint, WISMA GmbH Freiburg

mediware, WISMA GmbH Freiburg
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Falcon™ Multiwell-Zellkulturplatten,
6-well, steril
Falcon™ Serologische Pipetten

Gilette Super Silver, Platinveredelt

Kulturmembranen Millicell-CM Low
Height Culture Plate Inserts
Laborflaschen, Klarglas, Duran, graduiert
Pasteur-Pipetten, Glas, mit Wattestopfen

2 ml, Lange 150 mm
Petrischalen mit Nocken
35 mm x 10 mm, steril

Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard

ReaktionsgefalRe 1,5 ml

Rotilab®-Spritzenfilter, steril, @ 25 mm,
CA-Membran, Poren-@ 0,2 um

Skalpell-Klingen, steril, Figur 11 und 15

7.1.1.3. Gerate

Gewebeschneider, Mcllwain
Tissue-Chopper

Kaltlichtquelle KL 1500 electronic

pH-Meter 766 Calimatic

Pipettierhilfe PIPETUS®-Standard
Pipetten-Satz, Eppendorf Reference
Praparationsbesteck (Pinzetten, Scheren,
Spatel, Skalpellhalter)
Sicherheitsbrenner GASI
Stereomikroskop Stemi 2000-C

BD Biosciences, Omniolab, Bremen

BD Biosciences, Omniolab, Bremen
Procter & Gamble Germany GmbH & Co.,
Schwalbach/Ts.

Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Eppendorf, VWR International GmbH,
Darmstadt

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Aesculap, B. Braun AG, Melsungen

Bachofer Laboratoriumsgeréate,
Reutlingen
Schott Instruments, Mainz

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co.

KG, Berlin

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Abimed, Langenfelden

Aesculap, B. Braun AG, Melsungen

Schutt-biotec GmbH, Goéttingen
Carl Zeiss AG, Gottingen
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Sterilarbeitsbank Heraeus Lamin Air HP 72
Thermo Heraeus BBD 6220 CO»-Inkubator

7.1.2. Patch-Clamp Experimente

7.1.2.1. Chemikalien

Adenosin-5'-triphosphat-Magnesium-
salz=95 %

D-(-)-2-Amino-5-phosphonovaleriansdure
(D-AP5 bzw. APV)

Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, * 2H,0)

6-Cyano-7-Nitrochinoxalin-2,3-dion (CNQX)

Dextran, Alexa Fluor® 488; 10,000 MW,
anionic, fixable
Dextran, Alexa Fluor® 594; 10,000 MW,
anionic, fixable
D-Gluconsaure Kaliumsalz (CgH1:KO7)
D(+)-Glucose Monohydrat
Fluo-5F, pentapotassium salt
*cell impermeant*
Guanosin-5'-Triphosphat-Natriumsalz-
Hydrat = 95 % (HPLC), Pulver
HEPES (CgH1sN204S) =2 99,5 %
Kalilauge 1 mol/l (1 N) TitriPUR®
volumetrische Losung
Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid Hexahydrat
(MgCl, * 6H,0)
4-Methoxy-7-nitroindolinyl-(MNI)-caged-
glutamate
Natriumchlorid (NaCl)

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

ascent scientific, Bristol UK

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
ascent scientific, Bristol UK

Molecular Probes, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Molecular Probes, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
Molecular Probes, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

TOCRIS, Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt



7. ANHANG 145

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
(NaH2PO4 * HzO)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

Phosphokreatin Dinatriumsalz- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Hydrat = 97 %

D(+)-Saccharose MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

7.1.2.2. Verbrauchsmaterial

Borosilikat-Glaskapillaren, Enden hilgenberg GmbH, Malsfeld
abgeflammt, LAnge 75 mm,

@-Innen 1,0 mm, J-AulRen 2,0 mm

Combi-Stopper rot, steril einzeln verpackt B. Braun AG, Melsungen
Einmalspritzen, 2 ml, Injekt B. Braun AG, Melsungen
Pipettenspitzen, Microloader 0,5 — 20 pl Eppendorf, VWR International GmbH,
Darmstadt
Pumpenschlauche, Tygon® R 3607, Verneret, VWR International GmbH,
@-Innen 0,38 mm x 0,90 mm, Darmstadt

mit Stoppern orange/grin
Rotilabo®-FEP-Schlauche Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Rotilabo®-Schlauchverbinder (Luer/Lock) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Rotilabo®-Spritzenfilter, steril, @ 25 mm, CA- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Membran, Poren-@ 0,2 um

Safe-Lock Reaktionsgefalie 0,5 ml, Eppendorf, VWR International GmbH,
PCR-clean Darmstadt
Ultrafree-MC Centrifugal Filter Units with Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.

Microporous Membrane, GV 0.22 um

7.1.2.3. Gerate

3-Axis Motion Controller/Driver ESP 300 Newport Spectra-Physics GmbH, Darmstadt
(Irvine CA USA)
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CCD-Kamera (SensiCam)
Computersteckkarte NI PCI-6251, Hoch-
Geschwindigkeits-M-Serie flr
Multifunktions-Datenerfassung
Computersteckkarte NI PCI-6132, Hoch-
Geschwindigkeits-S-Serie fur
Simultane Datenerfassung
DC Power Supply E30-1B 30V
Dichromatische Spiegel
(680 DCXXR, 560 DCXR)
Digitale Peristaltische Pumpe Rainin RP-1
Digital-Vakuum-/Barometer GDH 12 AN
Diode-Pumped Laser with 5 W Verdi V5
Diode-Pumped Laser with 10 W Verdi V10
ELV-Power-Supply PS 9031 M
Electro-Optic-Modulation System
Model 302 RM
Filter, Glas (BG39)
Filter, diverse (HQ 510/80, HQ 610/75,
HC-2P Emitter 680/SP)
FluoView FV 300 confocal Scanner
GigaJet 20c femtosecond oscillator

Haake C10-Thermostat Typ 003-2702
HP-Aglient 54603B Oscilloscope

Laboratory Power Supply
EA-PS 2016-100

LabView- graphische
Programmierumgebung

Makro-Zoom-Fluoreszenzmikroskop
MVX 10 Macro View

Micromanipulator for life science
MM3A-LS

Micropipette Puller P-97

PCO AG, Kelheim
National Instruments Germany GmbH,

Minchen

National Instruments Germany GmbH,
Minchen

Farnell Instrument Inc., Oberhaching

AHF analysentechnik AG, Tubingen

Mettler Toledo GmbH, Giel3en
Greisinger electronic GmbH, Regenstauf
Coherent Inc., Santa Clara CA USA
Coherent Inc., Santa Clara CA USA
ELV Elektronik AG, Leer

Conoptics Inc., Danburg CT USA

Schott AG, Mainz
AHF analysentechnik AG, TlUbingen

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Gigaoptics femtosecond technologies,
Konstanz

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
Agilent Technologie Deutschland GmbH,
Boblingen

EA-Elektro-Automatik GmbH, Viersen

National Instruments Germany GmbH,
Minchen
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Kleindiek Nanotechnik GmbH, Reutlingen

Sutter Instrument Co., Novato CA USA
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Mikroskopsystem BX50 WI
Mikrozentrifuge 5417 R

MIRA Optima 900 F

Neslab Chiller Refrigerated RTE 111
Olimmersions-Kondensor (BX-UCDB-2)
Osmometer OM 802 Vogel

Photomultiplier Tube (PMT) Type R3896

Precision Handheld Reference
Thermometers P600 Series
Pressure Systems Typ lonophor
Nr. 95-1031
Schwingungsgedampfter Tisch
Shutter Uniblitz LS2 ZM2 und VCM-D1
Single Channel CE/UL/CSA
Shutter Driver
Software FluoView (V. 4.2, Olympus)
System-Mikroskop CH 30
Two Channel Digital Storage
Oscilloscope TDS 1012
Universal Amplifier ELC-03XS
Wasserimmersions-Objektiv
(100x, NA 1.0, LUMPFL)

7.1.3. Farbungen

7.1.3.1. Chemikalien

Agar, Pulver fir Mikrobiologie
Alexa Fluor® 594 goat anti-rabbit IgG
(H+L) *2 mg/mL*

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Coherent Inc., Santa Clara CA USA
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Vogel Medizinische Technik und Elektronik,
Giel3en

Hamamatsu Photonics Deutschland
GmbH, Herrsching

Dostmann electronic GmbH,
Wertheim-Reicholzheim

Science Products GmbH, Hofheim

Newport Spectra-Physics GmbH, Darmstadt
Uniblitz Vincent Associates, Rochester
NY USA, BFi optilas GmbH, Puchheim

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Tektronix Inc., Beaverton OR USA

npi electronic GmbH, Tamm

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Molecular Probes, Life Technologies GmbH,

Darmstadt
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Anti-Synaptopodin (SE-19) antibody
produced in rabbit

4',.6-Diamidino-2phenylindol dihydrochlorid
(DAPI)

Durcupan™ AcM Fluka

Ethanol (EtOH), unvergalt

Fluorescence Mounting Medium

1,4 nm Gold-konjugiert Goat-anti-Rabbit

Glutaraldehyd 25% in Wasser fur
Elektronenmikroskopie, hochrein

Glycerin Rotipuran®, 99,5 %, wasserfrei

Histoacryl Gewebekleber

HQ Silver ™ Enhancement Kit

Natriumazid (NaN3)

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
(NaH,PO, * H,0)

Di-Natriumhydrogenphosphat wasserfrei
(NazHPO,)

Normal Goat Serum (NGS)

Osmiumtetroxidldsung (OsO,) 4%
fur Elektronenmikroskopie

Paraformaldehyd reinst ((CH,O)n)

(x)-Propylene oxide, puriss, 99,5%

Triton® X-100

Uranyl Acetate 98%, ACS Reagent

7.1.3.2. Verbrauchsmaterial

Deckglas, 24 mm x 50 mm, Starke/ Nr. 1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
DakoCytomation GMBH, Hamburg
Nanoprobes, Bio Trend Chemikalien GmbH,
Kdln

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

B. Braun AG, Melsungen

Nanoprobes, Bio Trend Chemikalien GmbH,
Koln

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

Vector Laboratories, Biozol Diagnostica
Vertrieb GmbH, Eching
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
MERCK, VWR International GmbH, Darmstadt

Polysciences Europe GmbH, Eppelheim

VWR International GmbH, Darmstadt
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Falcon™ Multiwell-Zellkulturplatten,
24-well
Objekttrager geschnitten mit Mattrand,

76 mmx 26 mmx1mm

7.1.3.3. Gerate

Analysenwaage Sartorius BP 210 S
Plattformschuttler taumelnd Polymax 2040
LSM 510 confocal microscope with Plan-

Neofluar objective 40x, NA 1.3
Vibratome Series 1000

BD Biosciences, Omniolab, Bremen

VWR International GmbH, Darmstadt

Precision Weighing Balances, Bradford MA
USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Schwabach

Carl Zeiss AG, Gottingen

Vibratome, St. Louis MO USA
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7.2. Medien und diverse Losungen

Praparations-Medium (100 ml):

50 ml Basalmedium (Minimum Essential Medium, MEM, zweifach konzentriert,
steril filtriert)
49 ml Aqua ad injectabilia
1 ml GlutaMax™-| Supplement, 200 mM

Das Praparations-Medium wurde unter sterilen Bedingungen angesetzt und der
pH-Wert von 7,34 £ 0,02 mit steriler 1 M Natronlauge oder Salzsaure direkt vor
dem Gebrauch eingestellt. Das Medium konnte fur circa vier Wochen im

Kihlschrank bei 4° C gelagert werden.

Inkubations-Medium (100 ml):

25 ml Basalmedium (Minimum Essential Medium, MEM, zweifach
konzentriert, steril filtriert)
21 ml Aqua ad injectabilia
25 ml Basalmedium (Basal Medium Eagle, BME)
25 ml Normales Pferdeserum (Normal Horse Serum, NHS)
3,125 ml Glucose 20% Braun Mini-Plasco

1 ml GlutaMax™-| Supplement, 200 mM

Das Inkubations-Medium wurde unter sterilen Bedingungen angesetzt und ein
pH-Wert zwischen 7,20 und 7,30 mit steriler 1 M Natronlauge oder Salzsaure
direkt vor dem Gebrauch eingestellt. Das Medium konnte fir circa zwei Wochen

im Kuhlschrank bei 4° C gelagert werden.
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Natriumphosphatpuffer (PB):

Losung | 28,40 g di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei
1000 ml Aqua bidest

Losung Il 8,28 g Natriumhydrogenphosphat Monohydrat
300 ml Agqua bidest

Es wurden die Substanzen in den jeweils angegebenen Massen in Aqua bidest
(frisches Millipore-gefiltertes Wasser) geldst. Die Losung | wurde anschliel3end
mit der Losung Il auf einen pH von rund 7,30 eingestellt und hatte eine
Endkonzentration von 0,2M und diente als Vorrats-Losung fur weitere

Verdinnungen. Lagerung erfolgte bei 4° C im Kuhlschrank.

0,1MPB 500ml0,2MPB
500 ml Aqua bidest

Paraformaldehyd 4 % (100 ml):

4 g Paraformaldehyd
50 ml Aqua bidest
50 ml PB 0,2 M, pH 7,3

Das abgewogene PFA-Pulver wurde mit dem Aqua bidest (frisches Millipore-
gefiltertes Wasser) auf 65° bis 70° C erhitzt und mit 1 M NaOH (ca. 700 pl)
geklart. Nach dem Abkuhlen und Filtrieren wurde wieder auf 50 ml mit Aqua
bidest aufgeflllt, um eventuelles Verdunsten auszugleichen. Nach Zugabe von
50 ml PB (0,2 M Vorrats-L6sung) wurde eine Endkonzentration von 4 % PFA in
0,1 M PB erreicht. Der richtige Bereich des pH-Wertes wurde mittels pH-

Indikatorstreifen kontrolliert.
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Fixativ fir EM-Immunzytochemie (100 ml):

4 g Paraformaldehyd (4 %)
15 ml Pikrinsaure (15 %)
0,4 ml Glutaraldehyd 25 % in Wasser (0,1 %)
35 ml Aqua bidest
50 mlPB 0,2 M, pH 7,3

Die PFA-L6sung (PFA in 50 ml Aqua bidest) wurde wie bereits beschrieben
hergestellt. Anschlieend wurden die filtrierte Pikrinsdure (geséttigte Losung)
und das 0,2 M PB dazugegeben. Erst kurz vor Gebrauch des Fixativs erfolgte die

Zugabe der Glutaraldehyd-L6sung.

Kinstliche Zerebrospinalfliissigkeit (ACSF):

120 mM Natriumchlorid (NaCl)
2,5 mM Kaliumchlorid (KCI)
1,25 mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
1,0 mM Magnesiumchlorid (MgCl,)
2,0 mM Calciumchlorid (CaCly)
10 mM Glukose
25 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3).

Die Zusammensetzung des hier verwendeten ACSFs wurde so modifiziert, dass
nach dem Losen des MNI-Glutamats in einer Konzentration von 20 mM immer
noch eine fur die Schnittkulturen optimale Osmolaritdt vorherrschte. Die
Substanzen wurden in Aqua bidest (frisches Millipore-gefiltertes Wasser) gelost
und die Lésung musste zur pH-Einstellung mit Carbogen (5 % CO, und 95 % O,)
begast werden.
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Intrazellulare L6sung:

133 mM D-Gluconsaure-Kaliumsalz
12 mM Kaliumchlorid (KCI)
10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES)
7 mM Natrium-2-Phosphocreatin
0,3 mM Guanosin-5-triphosphat-Natriumsalz
9 mM Saccharose

4 mM Adenosin-5-triphosphat-Magnesiumsalz

Die Substanzen wurden eingewogen und mit kaltem Aqua ad injectabilia unter
Ruhren auf Eis geldst. Der pH-Wert von 7,25 bis 7,30 wurde mit steriler 1 M
Kalilauge (KOH) eingestellt und die Loésung anschlieend auf 2 ml
Einmalspritzen aufgezogen und portionsweise bei -20° C eingefroren und
gelagert. Vor dem Gebrauch wurde die intrazellulare Losung nach dem Auftauen

mit einem Spritzenfilter filtriert und Gber den Tag auf Eis gelagert.

Patch-Clamp-Farbstoff-Ansatz:

5 mg Dextran, Alexa Fluor® 594
1 mg Fluo-5F, pentapotassium salt (2 x 500 ug)

intrazellulare Lésung

Der grine Kalzium-Farbstoff Fluo-5F wurde mit einer Konzentration von 2 mM
mit intrazellularer Losung geldst. Mit dieser Lésung wiederrum wurde der rote
Fluoreszenz-Farbstoff Alexa 594 Dextran in einer Konzentration von 1 mM
geldst. Aus diesem Ansatz konnten nun Vorrats-Portionen von 5 pl hergestellt
und bei -20° C gelagert werden. Fir jeden Experiment-Tag wurde schliel3lich
eine solche Dosis mit 45 pl frischer intrazellularer Losung auf eine Endkonzen-
tration von 100 uM Alexa 594 Dextran und 200 puM Fluo-5F verdinnt. Es erfolgte
noch ein Filtrations-Schritt (mit Ultrafree-MC Centrifugal Filter Units) und die

anschlieRende Lagerung tUber den Tag hinweg auf Eis.
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7.3. Messwert-Tabellen

7.3.1. Messwerte fur die induzierten Einzel-Signale im Voltage-Clamp (VC)

maximale Amplitude der uUEPSCs [pA] 20% - 80% Anstiegsraten der UEPSCs [nA/s]
Experi- Laser-
e | teistung wT KO wT KO
[mw] - - p-Wert p-Wert
Ampli- Ampli-
SD SEM N SD SEM N Rate Sb SEM N Rate SD SEM N
HIEIEINFERED ENED ENED
MNI -25,971| 30,544 3,551| 74 | -29,323| 40,039 4,449| 81 | 0,747634 | ns | -28,824| 32,242 3,748| 74 | -31,364| 38,782 4,309| 81 | 0,956746 | ns
+ APV 10,00 -26,787| 27,038 5,764| 22 | -45,296| 51,105 10,432| 24 | 0,089593 | ns | -30,910| 33,290 7,097| 22 | -49,903| 54,598| 11,145| 24 | 0,082244 | ns
+ CNQX -7,994 6,093 1,837 11 -4,192 4,580 1,322| 12 | 0,059370 | ns -7,832 6,598 1,989 11 -4,087 2,094 0,605 12 | 0,090080 | ns
MNI -50,684| 44,025 5,050/ 76 | -51,670| 50,783 5,444| 87 | 0,640498 | ns | -55,859| 46,330 5,314| 76 | -56,608| 52,608 5,640\ 87 | 0,720112 | ns
+ APV 13,23 -52,398| 40,238 8,390| 23 | -71,659| 56,209| 11,474 24 | 0,180646 | ns | -56,736| 44,881 9,358| 23 | -78,148| 53,541| 10,929 24 | 0,119088 | ns
+ CNQX -5,568 5,807 1,751 11 -5,333 3,601 1,040| 12 | 0,959760 | ns -5,343 6,587 1,986 11 -4,695 3,825 1,104| 12 | 0,814940 | ns
MNI -74,495| 63,112 7,192| 77 | -66,308| 55,853 6,023| 86 | 0,459982 | ns | -81,952| 64,762 7,380 77 | -72,182| 56,492 6,092| 86 | 0,428558 | ns
+ APV 15,81 -71,399| 54,349| 11,333| 23 | -94,261| 62,592 13,345| 22 | 0,166981 | ns | -77,875| 60,302 12,574| 23 |-105,697| 77,472| 16,517| 22 | 0,128490 | ns
+ CNQX -9,655 6,776 2,043 11 -6,713 5,311 1,533| 12 | 0,216100 | ns -7,295 6,371 1,921 11 -6,723 3,993 1,153| 12 | 1,000000 | ns
MNI -86,727| 63,018 7,277| 75 | -82,369| 59,371 6,478| 84 | 0,868618 | ns | -94,047| 65,301 7,540 75 | -91,133| 63,540 6,933| 84 | 0,841708 | ns
+ APV 18,03 -98,570| 73,001| 15,222| 23 |-111,174| 67,201 13,717| 24 | 0,414326 | ns [|-104,511| 78,543| 16,377| 23 |-121,702| 71,157| 14,525/ 24 | 0,403738 | ns
+ CNQX -12,113 8,001 2,413| 11 -7,368 6,563 1,895| 12 | 0,159410 | ns -7,851 7,564 2,280 11 -7,078 7,055 2,037| 12 | 0,368880 | ns
MNI -108,467| 81,964 9,464| 75 | -87,200| 63,672 7,119| 80 | 0,114709 | ns |-111,903| 81,171 9,373| 75 | -93,352| 64,010 7,157| 80 | 0,197838 | ns
+ APV 20,00 -112,466| 80,060 16,694 23 |-131,840| 83,675 17,080 24 | 0,414326 | ns |-119,319| 85,462 17,820 23 |-141,061| 83,108| 16,964| 24 | 0,193744 | ns
+ CNQX -8,944 7,831 2,361 11 -8,427 5,704 1,720| 11 | 0,947360 | ns -6,844 4,293 1,294| 11 -6,563 4,399 1,326 11 | 0,920240 | ns
MNI -115,633| 81,192 9,438 74 | -94,286| 65,055 7,141 83 | 0,093172 | ns |-123,141| 83,524 9,710| 74 |-102,025| 67,901 7,453| 83 | 0,171359 | ns
+ APV 21,79 -134,799| 90,717, 18,916/ 23 |-150,501| 86,352| 18,006/ 23 | 0,278278 | ns |-140,314| 93,791| 19,557 23 |-156,923| 94,695| 19,745 23 | 0,460100 | ns
+ CNQX -12,020 8,610 2,596 11 -8,321 6,701 1,936| 12 | 0,365484 | ns -7,755 6,196 1,868 11 -6,722 5,114 1,476| 12 | 0,961440 | ns

Tab. 7.1: Messwerttabelle der elektrophysiologischen Einzel-Signale im Voltage-Clamp-Modus nach
optischer Glutamat-Freisetzung (Uncaging) mit steigender Laserleistung (10,00 mW bis
21,79 mW) fur alle drei Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zusétzlich 200 uM APV
oder 20 uM CNQX im ACSF); getrennt flr beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp,
KO = Knock-out); maximale durchschnittiche Amplituden der uEPSCs und die
20 % - 80 % Anstiegsraten; Angabe der Standard-Abweichung (SD), des Standard-
Fehlers (SEM) und Anzahl der gemessenen Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05;
ns = nicht signifikant
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Tab. 7.2: Messwerte

Uncaging
Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zuséatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX im
ACSF); getrennt fir beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
maximalen durchschnittlichen Amplituden der Kalzium-Transienten (AG/R); Angabe der
Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der gemessenen
Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant

durchschnittliche maximale Amplitude Kalzium [A G/ R]
Experi- Laser-
m::-]nte leistung WT KO
[mw] p-Wert
AGIR‘ SD ‘ SEM ‘ N AGIR‘ Sb ‘ SEM ‘ N
MNI 0,0124 | 0,0100 | 0,0014 | 48 | 0,0138 | 0,0147 | 0,0020 | 52 | 0,961784 | ns
+ APV 10,00 0,0050 | 0,0031 | 0,0014 5 0,0053 | 0,0032 | 0,0013 6 0,887446 | ns
+ CNQX 0,0070 | 0,0024 | 0,0009 7 0,0067 | 0,0033 | 0,0013 6 0,819348 | ns
MNI 0,0183 | 0,0141 | 0,0020 | 50 | 0,0197 | 0,0179 | 0,0023 | 60 | 0,829404 | ns
+ APV 13,23 0,0040 | 0,0029 | 0,0009 | 11 | 0,0062 | 0,0038 | 0,0009 | 16 | 0,057866 | ns
+ CNQX 0,0132 | 0,0087 | 0,0033 7 0,0069 | 0,0037 | 0,0011 | 12 | 0,091966 | ns
MNI 0,0252 | 0,0181 | 0,0024 | 58 | 0,0211 | 0,0181 | 0,0022 | 69 | 0,098453 | ns
+ APV 15,81 0,0069 | 0,0046 | 0,0013 | 13 | 0,0061 | 0,0035 | 0,0009 | 14 | 0,493450 | ns
+ CNQX 0,0173 | 0,0109 | 0,0035 | 10 | 0,0108 | 0,0053 | 0,0017 | 10 | 0,179560 | ns
MNI 0,0273 | 0,0202 | 0,0026 | 61 | 0,0266 | 0,0213 | 0,0026 | 70 | 0,768276 | ns
+ APV 18,03 0,0105 | 0,0067 | 0,0019 | 13 | 0,0080 | 0,0074 | 0,0019 | 16 | 0,281048 | ns
+ CNQX 0,0175 | 0,0171 | 0,0057 9 | 0,0155 | 0,0109 | 0,0033 | 11 | 0,566260 | ns
MNI 0,0276 | 0,0210 | 0,0026 | 66 | 0,0288 | 0,0229 | 0,0027 | 73 | 0,610842 | ns
+ APV 20,00 0,0114 | 0,0060 | 0,0017 | 13 | 0,0095 | 0,0069 | 0,0017 | 17 | 0,470550 | ns
+ CNQX 0,0276 | 0,0188 | 0,0077 6 0,0203 | 0,0101 | 0,0038 7 0,713286 | ns
MNI 0,0300 | 0,0223 | 0,0027 | 69 | 0,0268 | 0,0223 | 0,0026 | 75 | 0,428126 | ns
+ APV 21,79 0,0121 | 0,0058 | 0,0018 | 10 | 0,0117 | 0,0082 | 0,0021 | 15 | 0,585020 | ns
+ CNQX 0,0216 | 0,0103 | 0,0037 8 | 0,0209 | 0,0103 | 0,0034 | 9 | 0,932208 | ns

der Kalzium-Antworten der

mit steigender

Einzel-Signale im VC-Modus nach Glutamat-

Laserleistung (10,00 mW bis 21,79 mW) fur alle drei

durchschnittliche Einstromrate Kalzium k; [(A G/ R) / s] durchschnittliche Ausstromrate Kalzium k. [(A G/ R) / s]
Experi- Laser-
mgnte leistung WT KO WT KO
[mw] p-Wert p-Wert
ki ‘ SD ‘ SEM ‘ N ki ‘ Sb ‘ SEM ‘ N Ke ‘ Sb ‘ SEM ‘ N ke ‘ SD ‘ SEM ‘ N

MNI 0,4551 | 0,5283 | 0,0763 | 48 | 0,9017 | 1,3347 | 0,1851 | 52 | 0,157115 | ns | 17,8747 |62,5535| 9,0288 | 48 | 13,0289 20,6626 | 2,8654 | 54 | 0,728890 | ns
+ APV 10,00 0,3211 | 0,4610 | 0,2062 5 0,6853 | 1,1758 | 0,4800 6 0,696970 | ns | 3,4837 | 2,2104 | 0,9885 5 7,7249 | 6,4771 | 2,6443 6 0,696970 | ns
+ CNQX 0,5143 | 0,6614 | 0,2500 7 0,6969 | 0,9660 | 0,3944 6 0,646854 | ns | 14,2602 |17,8181| 6,7346 7 37,8994 |41,3782|16,8926| 6 0,214452 | ns
MNI 0,7930 | 0,7989 | 0,1130 | 50 | 1,6347 | 2,9304 | 0,3783 | 60 | 0,167935 | ns | 6,9929 | 7,6597 | 1,0832 | 50 | 8,8277 | 18,3316 | 2,3666 | 60 | 0,772002 | ns
+ APV 13,23 0,4508 | 0,5488 | 0,1655 | 11 | 0,5381 | 0,5866 | 0,1467 | 16 | 0,786656 | ns | 9,0055 | 9,2877 | 2,8004 | 11 |11,8771|20,3852| 5,0963 | 16 | 0,688374 | ns
+ CNQX 0,3671 | 0,3608 | 0,1364 7 0,6970 | 0,9648 | 0,2785 | 12 | 0,716520 | ns | 14,1824 |13,9957 | 5,2899 7 15,6272 |34,0551| 9,8309 | 12 | 0,471740 | ns
MNI 1,2921 | 1,6759 | 0,2201 | 58 | 1,7906 | 2,5887 | 0,3116 | 69 | 0,482524 | ns | 8,5927 | 8,2845 | 1,0878 | 58 | 10,2087 |22,1019| 2,6608 | 69 | 0,448982 | ns
+ APV 15,81 0,3757 | 0,2862 | 0,0794 | 13 | 0,9764 | 1,3999 | 0,3741 | 14 | 0,652490 | ns |21,7654 |31,4655| 8,7270 | 13 |16,7401|35,1575| 9,3962 | 14 | 0,193250 | ns
+ CNQX 1,4164 | 1,7385 | 0,5497 | 10 | 0,7968 | 1,1359 | 0,3592 | 10 | 0,319740 | ns | 14,6288 | 18,5266 | 5,8586 | 10 | 7,3008 | 8,2895 | 2,6214 | 10 | 0,393040 | ns
MNI 1,4705 | 1,7891 | 0,2291 | 61 | 1,7479 | 2,6481 | 0,3165 | 70 | 0,708970 | ns | 9,9134 | 21,7256 | 2,7817 | 61 | 9,6167 | 16,5653 | 1,9799 | 70 | 0,545844 | ns
+ APV 18,03 1,5368 | 1,7817 | 0,4942 | 13 | 0,3965 | 0,4326 | 0,1081 | 16 | 0,276114 | ns |18,8967|20,5279| 5,6934 | 13 |15,7242|17,5202| 4,3801 | 16 | 0,695320 | ns
+ CNQX 1,1220 | 1,2114 | 0,4038 9 1,1066 | 1,1998 | 0,3618 | 11 | 0,662270 | ns |14,1494|15,9893| 5,3298 9 | 9,3450 | 10,7916 | 3,2538 | 11 | 0,585480 | ns
MNI 1,6254 | 1,6664 | 0,2051 | 66 | 1,8225 | 2,0805 | 0,2435 | 73 | 0,610266 | ns |17,2248|49,6966 | 6,1172 | 66 |12,2515|27,8140| 3,2554 | 73 | 0,265572 | ns
+ APV 20,00 0,6646 | 0,4697 | 0,1303 | 13 | 1,2683 | 1,8063 | 0,4381 | 17 | 0,938400 | ns |27,7542|31,9395| 8,8584 | 13 |27,6281|54,2498|13,1575| 17 | 0,270054 | ns
+ CNQX 0,8915 | 0,4224 | 0,1724 6 0,9260 | 0,7369 | 0,2785 7 0,534966 | ns | 5,4070 | 3,5203 | 1,4371 6 3,9478 | 1,7277 | 0,6530 7 0,444056 | ns
MNI 1,5876 | 1,6150 | 0,1944 | 69 | 1,5958 | 2,1657 | 0,2501 | 75 | 0,463508 | ns |10,8166|16,8941| 2,0338 | 69 | 7,9094 | 10,5083 | 1,2134 | 75 | 0,133647 | ns
+ APV 21,79 1,5032 | 1,1486 | 0,3632 | 10 | 1,4182 | 1,8835 | 0,4863 | 15 | 0,260320 | ns |19,0866 | 22,7612 | 7,1977 | 10 |18,1894|17,8998| 4,6217 | 15 | 0,934100 | ns
+ CNQX 1,2741 | 0,9009 | 0,3185 8 1,0902 | 0,7225 | 0,2408 9 0,787330 | ns | 13,9928 13,1789 | 4,6595 8 7,9426 | 8,1622 | 2,7208 9 0,391526 | ns
Tab. 7.3: Messwerte der Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im VC-Modus nach Glutamat-
Uncaging mit steigender Laserleistung (10,00 mW bis 21,79 mW) fir alle drei

Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zusatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX im
ACSF); getrennt fur beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
Werte der Einstromraten k; und Ausstromraten k. fur die durchschnittlichen Kalzium-
Transienten; Angabe der Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und
Anzahl der gemessenen Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant
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7.3.2. Messwerte fir die induzierten Einzel-Signale im Current-Clamp (CC)

Ruhemembranpotential [mV]
Experi- | 38"
msme leistung WT KO
[mw] p-Wert
RMP ‘ Sb ‘ SEM ‘ N RMP ‘ SD ‘ SEM ‘ N
MNI -63,726 | 4,910 0,556 78 | -64,154 | 4,046 0,441 84 | 0,322934 | ns
+ APV 10,00 -62,542 | 3,271 0,697 22 |-62,924| 2,807 0,573 24 | 0,717992 | ns
+CNQX -63,789 | 2,768 | 0,875 | 10 |-63,688| 2,064 | 0,622 | 11 | 1,000000 | ns
MNI -63,759 | 4,623 0,523 78 | -64,237 | 4,419 0,482 84 | 0,347528 | ns
+ APV 13,23 -62,816 | 3,425 0,730 22 |-62,783 | 3,394 0,693 24 | 1,000000 | ns
+ CNQX -62,595 | 2,812 0,889 10 | -63,656 | 2,123 0,613 12 | 0,252100 | ns
MNI -63,987 | 4,532 0,520 76 |-63,604 | 4,151 0,450 85 | 0,651208 | ns
+ APV 15,81 -62,538 | 3,905 0,832 22 |-63,266 | 3,477 0,725 23 | 0,528094 | ns
+ CNQX -62,279 | 2,929 | 0,976 9 |-63232| 2,181 | 0,630 | 12 | 0,483060 | ns
MNI -64,303 | 4,926 | 0,597 | 68 |-63,847 | 4,392 | 0,471 | 87 | 0,765286 | ns
+ APV 18,03 -62,580 | 3,728 0,777 23 |-62,898 | 3,626 0,740 24 | 0,804602 | ns
+ CNQX -62,987 | 1,995 0,631 10 | -63,346 | 2,521 0,728 12 | 0,644240 | ns
MNI -63,347 | 4,779 0,580 68 |-63,893| 3,963 0,432 84 | 0,272072 | ns
+ APV 20,00 -62,867 | 3,941 0,822 23 |-63,034| 3,660 0,747 24 | 0,892756 | ns
+CNQX -62,812 | 2,068 | 0,654 | 10 |-63,489| 3,324 | 0,959 | 12 | 0,775600 | ns
MNI -64,058 | 5,045 | 0,621 | 66 |-63,535| 4,086 | 0,446 | 82 | 0,740706 | ns
+ APV 21,79 -62,944 | 3,716 0,775 23 |-62,532| 4,001 0,817 24 | 0,810916 | ns
+ CNQX -62,115 | 2,654 0,839 10 | -63,285| 3,323 0,959 12 | 0,339380 | ns

Tab. 7.4: Ruhemembranpotential (RMP) in den Messungen der elektrophysiologischen Einzel-
Signhale im Current-Clamp-Modus nach Glutamat-Uncaging mit steigender Laserleistung
(20,00 mW bis 21,79 mW) fur alle drei Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zusétzlich
200 uM APV oder 20 uM CNQX im ACSF); getrennt fiir beide untersuchten Genotypen
(WT = Wildtyp, KO = Knock-out); RMP in mV mit Angabe der Standard-Abweichung (SD),
des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der jeweils gemessenen Spines und somit
Zellen (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant

maximale Amplitude der uEPSPs [mV] 20% - 80% Anstiegsraten der uUEPSPs [mV/s]
Experi- Laser-
P leistung wT KO wT KO
mente
[mwW] Ampl Amol p-Wert p-Wert
MRl gp SEM | N TP op SEM | N Rate sb SEM | N | Rate sD SEM | N
tude tude
MNI 1,034 0,964 0,109 78 1,191 1,280 0,140 84 | 0,770198 | ns 678,70| 685,16 77,58 78 742,94| 777,64 84,85| 84 | 0,861400 | ns
+ APV 10,00 0,807 0,993 0,212 22 1,264 1,079 0,220 24 | 0,518095 | ns 513,91| 665,36| 141,86| 22 865,47| 802,98| 163,91 24 | 0,671408 | ns
+ CNQX 0,154 0,118 0,037 10 0,186 0,109 0,033 11 | 0,405360 | ns 64,73 65,73 20,61| 10 59,17 36,85 11,11 11 | 1,000000 | ns
MNI 2,427 1,947 0,220 78 2,280 2,178 0,238 84 | 0,283390 | ns | 1487,56| 1147,64| 129,95| 78 | 1436,34| 1294,63| 141,26/ 84 | 0,339726 | ns
+ APV 13,23 1,818 1,630 0,348 22 2,494 1,619 0,331 24 | 0,679689 | ns | 1202,09| 1014,42| 216,27 22 | 1680,57| 1025,85| 209,40/ 24 | 0,058499 | ns
+ CNQX 0,284 0,212 0,067 10 0,242 0,191 0,055 12 | 0,973080 | ns 99,55 84,61 26,76| 10 83,44 79,01 22,09| 12 | 0,446640 | ns
MNI 3,439 2,381 0,273 | 76 | 3,047 2,507 0,272 85 | 0,120602 | ns | 2108,69| 1368,90| 157,02| 76 | 1881,53| 1462,56| 158,64| 85 | 0,096097 | ns
+ APV 15,81 2,811 2,167 0,462 22 3,421 1,825 0,381 23 | 0,134478 | ns | 1818,94| 1310,84| 279,47| 22 | 2195,19| 1169,29| 243,81| 23 | 0,208444 | ns
+ CNQX 0,451 0,401 0,134 9 0,355 0,172 0,050 12 | 0,970700 | ns 159,72| 164,11 54,70 9 93,17 52,32 15,10| 12 | 0,393380 | ns
MNI 4,019 2,658 0,322 68 3,966 2,961 0,317 87 | 0,622632 | ns | 2470,71| 1555,73| 188,66| 68 | 2404,95| 1573,10| 168,65 87 | 0,620632 | ns
+ APV 18,03 3,678 2,444 0,510 23 4,285 2,184 0,446 24 | 0,288634 | ns | 2216,13| 1259,17| 262,55| 23 | 2671,25| 1254,73| 256,12 24 | 0,221594 | ns
+ CNQX 0,559 0,532 0,168 10 0,517 0,386 0,112 12 | 0,821140 | ns 189,90| 210,32 66,51| 10 124,07 72,80 21,02| 12 | 0,970220 | ns
MNI 4,540 2,622 0,318 68 4,216 2,897 0,316 84 | 0,231222 | ns | 2778,47| 1496,34| 181,46| 68 | 2523,74| 1576,80| 172,04| 84 | 0,152025 | ns
+ APV 20,00 4,217 2,639 0,550 23 5,068 2,669 0,545 24 | 0,202006 | ns | 2533,81| 1365,12| 284,65| 23 | 3185,97| 1597,21| 326,03| 24 | 0,155761 | ns
+ CNQX 0,645 0,508 0,161 10 0,558 0,281 0,081 12 | 0,972040 | ns 205,49| 245,06 77,49| 10 159,42| 159,04 45,91| 12 | 0,484426 | ns
MNI 4,716 2,773 0,341 66 4,144 2,781 0,307 82 | 0,119371 | ns | 2769,06| 1588,08| 195,48| 66 | 2447,35| 1465,61| 161,85 82 | 0,197186 | ns
+ APV 21,79 4,941 2,843 0,593 23 6,020 2,977 0,608 24 | 0,133252 | ns | 2864,29| 1406,72| 293,32| 23 | 3607,40| 1678,77| 342,68 24 | 0,136834 | ns
+ CNQX 0,717 0,545 0,172 10 0,650 0,443 0,128 12 | 0,764766 | ns 212,14| 182,18 57,61| 10 174,95/ 100,00 28,87| 12 | 0,729080 | ns

Tab. 7.5: Messwerte der elektrophysiologischen Einzel-Signale im CC-Modus nach Glutamat-
Uncaging mit steigender Laserleistung (10,00 mW bis 21,79 mW) fur alle drei
Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zuséatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX im
ACSF); getrennt fur beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
maximale durchschnittliche Amplituden der uEPSPs und die 20 % - 80 % Anstiegsraten;
Angabe der Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der
gemessenen Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant
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durchschnittliche maximale Amplitude Kalzium [A G/ R]
Experi- Laser-
m(gnte leistung WT KO
[mw] p-Wert
AG/R‘ SD ‘ SEM ‘ N AG/R‘ Sb ‘ SEM ‘ N
MNI 0,0132 | 0,0113 | 0,0020 | 33 | 0,0163 | 0,0193 | 0,0031 | 38 | 0,649598 | ns
+ APV 10,00 0,0025 | 0,0014 | 0,0006 5 0,0042 | 0,0021 | 0,0006 | 12 | 0,089205 | ns
+ CNQX 0,0073 | 0,0087 | 0,0039 5 0,0153 | 0,0111 | 0,0045 6 0,233766 | ns
MNI 0,0209 | 0,0170 | 0,0023 | 53 | 0,0207 | 0,0166 | 0,0023 | 53 | 0,842040 | ns
+ APV 13,23 0,0068 | 0,0038 | 0,0015 6 0,0062 | 0,0041 | 0,0011 | 14 | 0,510990 | ns
+ CNQX 0,0173 | 0,0108 | 0,0044 6 | 0,0164 | 0,0121 | 0,0040 | 9 | 0,676124 | ns
MNI 0,0251 | 0,0215 | 0,0028 | 59 | 0,0257 | 0,0210 | 0,0027 | 60 | 0,508538 | ns
+ APV 15,81 0,0070 | 0,0039 | 0,0011 | 12 | 0,0079 | 0,0063 | 0,0017 | 14 | 1,000000 | ns
+ CNQX 0,0168 | 0,0198 | 0,0081 6 0,0153 | 0,0102 | 0,0032 | 10 | 0,511988 | ns
MNI 0,0267 | 0,0231 | 0,0032 | 53 | 0,0272 | 0,0211 | 0,0025 | 72 | 0,469004 | ns
+ APV 18,03 0,0060 | 0,0055 | 0,0013 | 17 | 0,0080 | 0,0051 | 0,0013 | 16 | 0,157489 | ns
+ CNQX 0,0228 | 0,0178 | 0,0067 7 0,0164 | 0,0098 | 0,0030 | 11 | 0,451986 | ns
MNI 0,0309 | 0,0218 | 0,0028 | 60 | 0,0281 | 0,0211 | 0,0025 | 74 | 0,497926 | ns
+ APV 20,00 0,0106 | 0,0084 | 0,0025 | 11 | 0,0113 | 0,0099 | 0,0025 | 16 | 0,861814 | ns
+ CNQX 0,0201 | 0,0176 | 0,0062 8 0,0207 | 0,0138 | 0,0044 | 10 | 0,617122 | ns
MNI 0,0317 | 0,0255 | 0,0034 | 56 | 0,0300 | 0,0191 | 0,0023 | 67 | 0,829316 | ns
+ APV 21,79 0,0100 | 0,0061 | 0,0017 | 13 | 0,0115 | 0,0067 | 0,0017 | 16 | 0,732600 | ns
+ CNQX 0,0316 | 0,0231 | 0,0103 5 | 0,0223 | 0,0124 | 0,0039 | 10 | 0,477522 | ns

Tab. 7.6: Messwerte der Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im CC-Modus nach Glutamat-

Uncaging mit steigender Laserleistung (10,00 mW bis 21,79 mW) fir alle drei
Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zuséatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX im
ACSF); getrennt fir beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
maximalen durchschnittlichen Amplituden der Kalzium-Transienten (AG/R); Angabe der
Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der gemessenen
Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant

durchschnittliche Einstromrate Kalzium k; [(A G/ R) / s] durchschnittliche Ausstromrate Kalzium k. [(A G/ R) / s]
Experi- Laser-
mgnte leistung WT KO WT KO
[mw] p-Wert p-Wert
k; ‘ SD ‘ SEM ‘ N ki ‘ SD ‘ SEM ‘ N ke ‘ sSb ‘ SEM ‘ N ke ‘ SD ‘ SEM ‘ N
MNI 1,4929 | 2,9164 | 0,5077 | 33 | 1,8245 | 3,6698 | 0,5953 | 38 | 0,672856 | ns | 33,6064 |51,8684| 9,0291 | 33 | 16,6162 | 33,6073 | 5,4518 | 38 | 1,000000 | ns
+ APV 10,00 0,0538 | 0,0859 | 0,0384 5 0,3102 | 0,5612 | 0,1620 | 12 | 0,288300 | ns | 6,1136 | 6,5156 | 2,9139 5 17,3189 44,0501 |12,7162| 12 | 0,569166 | ns
+ CNQX 0,4108 | 0,3884 | 0,1737 5 0,9425 | 0,7059 | 0,2882 6 0,190476 | ns | 9,3074 | 55355 | 2,4755 5 |37,6419 65,4827 | 26,7332| 6 0,337660 | ns
MNI 1,2512 | 1,2928 | 0,1776 | 53 | 1,4412 | 2,1169 | 0,2908 | 53 | 0,901620 | ns |10,1052| 14,4297 | 1,9821 | 53 | 20,2475 48,9257 | 6,7205 | 53 | 0,310832 | ns
+ APV 13,23 0,4315 | 0,5890 | 0,2405 6 0,5449 | 1,0113 | 0,2703 | 14 | 0,821620 | ns |21,2316 21,6311 | 8,8309 6 19,4000 37,9621 | 10,1458 | 14 | 0,428070 | ns
+ CNQX 0,9084 | 0,9430 | 0,3850 6 0,8627 | 0,7278 | 0,2426 9 0,936264 | ns | 15,9600 | 14,6385 | 5,9762 6 22,6593 19,9358 | 6,6453 9 0,428372 | ns
MNI 1,6782 | 2,5419 | 0,3309 | 59 | 2,1565 | 3,9929 | 0,5155 | 60 | 0,415910 | ns |20,3129|60,6344| 7,8939 | 59 |17,8893|39,9523| 5,1578 | 60 | 0,376688 | ns
+ APV 15,81 0,3827 | 0,5552 | 0,1603 | 12 | 1,2133 | 1,8830 | 0,5033 | 14 | 0,120032 | ns | 17,9669 | 23,1575| 6,6850 | 12 | 18,8569 | 27,2589 | 7,2852 | 14 | 0,954760 | ns
+ CNQX 0,4136 | 0,4185 | 0,1708 6 0,9908 | 1,4732 | 0,4659 | 10 | 0,344906 | ns | 13,9878 |13,7355| 5,6075 6 |25,7790| 45,0105 | 14,2336 | 10 | 0,738262 | ns
MNI 2,0320 | 2,9833 | 0,4098 | 53 | 2,3658 | 3,5757 | 0,4214 | 72 | 0,461214 | ns | 14,1572 26,7902 | 3,6799 | 53 |14,7512|23,0967 | 2,7220 | 72 | 0,914846 | ns
+ APV 18,03 0,7801 | 0,7176 | 0,1740 | 17 | 0,9199 | 1,2207 | 0,3052 | 16 | 0,927490 | ns | 38,5657 |71,5962|17,3646| 17 | 8,3859 | 9,8486 | 2,4622 | 16 | 0,671760 | ns
+ CNQX 1,1679 | 0,3378 | 0,1277 7 1,4489 | 2,0172 | 0,6082 | 11 | 0,146368 | ns |12,0060| 9,7276 | 3,6767 7 8,1389 | 6,4844 | 1,9551 | 11 | 0,445828 | ns
MNI 1,9009 | 1,9783 | 0,2554 | 60 | 2,5308 | 4,2448 | 0,4934 | 74 | 0,757324 | ns | 8,3138 | 8,6993 | 1,1231 | 60 | 13,6818 22,1808 | 2,5785 | 74 | 0,494378 | ns
+ APV 20,00 1,4294 | 1,4023 | 0,4228 | 11 | 1,2659 | 1,6384 | 0,4096 | 16 | 0,758214 | ns |15,3282|27,6375| 8,3330 | 11 |27,3121|30,5683| 7,6421 | 16 | 0,184940 | ns
+ CNQX 0,9338 | 0,7270 | 0,2570 8 2,0554 | 3,8522 | 1,2182 | 10 | 0,910324 | ns |28,9927 |38,3345|13,5533| 8 6,7295 | 6,6119 | 2,0909 | 10 | 0,358060 | ns
MNI 1,8408 | 2,3898 | 0,3194 | 56 | 1,9467 | 2,7939 | 0,3413 | 67 | 0,891836 | ns |13,8753|30,9435| 4,1350 | 56 |12,1433|20,8557 | 2,5479 | 67 | 0,755408 | ns
+ APV 21,79 1,4585 | 1,5588 | 0,4323 | 13 | 1,6989 | 2,2477 | 0,5619 | 16 | 0,522512 | ns |34,1942|63,0310|17,4817| 13 | 13,1911 13,6527 | 3,4132 | 16 | 1,000000 | ns
+ CNQX 0,6720 | 0,7055 | 0,3155 5 1,6149 | 1,2473 | 0,3944 | 10 | 0,099900 | ns | 5,4521 | 3,0140 | 1,3479 5 13,2366 | 23,9941 | 7,5876 | 10 | 0,893106 | ns
Tab. 7.7: Messwerte der Kalzium-Antworten der Einzel-Signale im CC-Modus nach Glutamat-

Uncaging mit steigender Laserleistung (10,00 mW bis 21,79 mW) fur alle drei
Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zuséatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX im
ACSF); getrennt fiur beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
Werte der Einstromraten k; und Ausstromraten k. fur die durchschnittlichen Kalzium-
Transienten; Angabe der Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und
Anzahl der gemessenen Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant
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7.3.3. Messwerte flur die reinen bAP-Serien im CC

durchschnittliche maximale Amplitude Kalzium [A G/ R]

Experimente

bAP-Serien wT Ko

Differenz
WT-KO

p-Wert
AG/R‘ Sb ‘ SEM ‘ N AG/R‘ SD ‘ SEM ‘ N

15bAPs @50 Hz | 0,1207 [ 0,0525 | 0,0073 [ 51 [ 0,0923 [ 0,0414 [ 0,0053 | 61 | 23,53% | 0,015087 [ *

24bAPs @25Hz | 0,1022 [ 0,0492 [ 0,0072 | 47 | 0,0722 [ 0,0383 | 0,0052 | 54 | 29,39% [ 0,020701 | *

Tab. 7.8: Messwerte der Kalzium-Antworten der reinen bAP-Serien im CC-Modus durch Aktivierung

spannungsgesteuerter Kalzium-Kanéale (VGCC); Experimente von 15 bAPs mit 50 Hz und
24 bAPs mit 25 Hz; 20 mM MNI-Glutamat im ACSF enthalten (Normal-bedingung);
getrennt fur beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out); maximalen
durchschnittlichen Amplituden der Kalzium-Transienten (AG/R); Angabe der Standard-
Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der gemessenen Spines (N);
Signifikanzlevel a = 0,05 (*); ns = nicht signifikant

Experiment

durchschnittliche Einstromrate Kalzium k; [(A G/ R)/s] durchschnittliche Ausstromrate Kalzium k. [(A G/ R) / s]
WT KO WT KO
p-Wert p-Wert
ki ‘ SD ‘ SEM ‘ N ki ‘ sb ‘ SEM ‘ N ke ‘ SD ‘ SEM ‘ N ke ‘ SD ‘ SEM ‘ N

15 bAPs @ 50 Hz

06075 | 0,3013 | 0,0422 | 51 [ 04764 | 0,2419 | 0,0310 | 61 [00438388] * | 2.4838 | 0.8563 | 0,109 [ 51 | 2,5026 | 0,7460 | 0,0955 | 61 | 0,727572 | ns

24 bAPs @ 25 Hz

0,2766 | 0,1330 [ 0,0194 | 47 | 0,2191 | 0,1108 | 0,0151 | 54 | 0,045863 | * | 2,4693 | 0,9036 [ 0,1318 | 47 | 2,723 | 1,2037 [ 0,1760 | 54 | 0,321336 [ ns

Tab. 7.9: Messwerte der Kalzium-Antworten der reinen bAP-Serien durch Aktivierung spannungs-

gesteuerter Kalzium-Kanéle (VGCC); Experimente von 15 bAPs mit 50 Hz und 24 bAPs
mit 25 Hz; 20 mM MNI-Glutamat im ACSF enthalten (Normalbedingung); getrennt fur
beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO =Knock-out); Werte der Ein-
stromraten k; und Ausstromraten k. fur die durchschnittlichen Kalzium-Transienten;
Angabe der Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der
gemessenen Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05 (*); ns = nicht signifikant
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7.3.4. Messwerte fur das Stimulations-Protokoll zur Induktion von STDP im CC

E durchschnittliche maximale Amplitude Kalzium [A G/ R]
xperimente

Potenzierung

WT KO

Differenz
WT-KO

p-Wert

(24 UEPSPs @ 25 Hz
+ 24 bAPS @ 25 Hz) AG/R‘ Sb ‘ SEM ‘ N AG/R‘ Sb ‘ SEM ‘ N

MNI 0,2489 | 0,0952 | 0,0154 | 38 | 0,1859 | 0,0813 [ 00127 | 41 | 25,31% [ 0,016837 | *

+ APV 01517 [ 0,0569 | 0,0147 | 15 | 0,1337 | 0,0559 [ 00132 | 18 | 11,87% [ 0,251720 | ns

+ CNQX -17,62%

0,1606 | 0,0538 [ 0,0269 | 4 | 0,889 [ 0,0840 [ 0,0376 | 5 0825396 | ns

Tab. 7.10: Messwerte der Kalzium-Antworten wadhrend des Stimulations-Protokolls zur Induktion

eines NMDAR-abhéngigem LTPs; Abfolge von 24 uEPSPs und 24 bAPs (mit einer
Zeitverzbgerung von 10 ms folgend) mit einer jeweiligen Frequenz von 25 Hz fir alle drei
Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zuséatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX im
ACSF); getrennt fur beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
maximalen durchschnittlichen Amplituden der Kalzium-Transienten (AG/R); Angabe der
Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und Anzahl der gemessenen
Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05 (*); ns = nicht signifikant

. durchschnittliche Einstromrate Kalzium k; [(A G/ R) / s] durchschnittliche Ausstromrate Kalzium k, [(A G/ R)/s]

Experimente

Potenzierung WT KO WT KO
(24 UEPSPs @ 25 Hz p-wert p-wert
|« ‘ D ‘ SEM ‘ Nk ‘ b ‘ SEM ‘ N ke ‘ D ‘ SEM ‘ N ke ‘ b ‘ SEM ‘ N
MNI 1,0662 | 0,6748 | 0,1005 | 38 | 0,7722 | 04427 [ 0,0691 | 41 | 0,051401 [ ns | 3,3820 [ 2,0702 [ 0,3358 | 38 | 3.4145 [ 1,8113 [ 0,2820 [ 41 | 0556672 | ns
+ APV 04408 | 0,1584 | 0,0400 | 15 | 04211 [ 0,1472 [ 00347 | 18 | 0,741620 [ ns | 25844 [ 1,2054 | 0,3112 | 15 | 2,4010 | 16874 [ 03977 | 18 | 0565656 | ns
+ CNQX 09748 [ 0,3719 | 0,1860 | 4 | 0,7966 | 0,2546 [ 0,1139 | 5 | 0,539682 | ns | 4,9463 | 2,6799 | 1,3400 [ 4 | 44153 [ 1,2018 [ 05374 | 5 | 0555556 | ns

Tab. 7.11: Messwerte der

Kalzium-Antworten wahrend des Stimulations-Protokolls zur Induktion
eines NMDAR-abhangigem LTPs; Abfolge von 24 uEPSPs und 24 bAPs (mit einer
Zeitverzogerung von 10 ms folgend) mit einer jeweiligen Frequenz von 25 Hz fir alle
drei Versuchsbedingungen (20 mM MNI und zusatzlich 200 uM APV oder 20 uM CNQX
im ACSF); getrennt fur beide untersuchten Genotypen (WT = Wildtyp, KO = Knock-out);
Werte der Einstromraten k; und Ausstromraten ke fur die durchschnittlichen Kalzium-
Transienten; Angabe der Standard-Abweichung (SD), des Standard-Fehlers (SEM) und
Anzahl der gemessenen Spines (N); Signifikanzlevel a = 0,05; ns = nicht signifikant
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