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1 Einleitung 9

1 Einleitung

Die grofdte Herausforderung der Neurowissenschaften besteht darin, die Funktionsweise des
menschlichen Gehirns zu erforschen, und die biologische Basis des Bewul3tseins und der gei-
stigen VVorgange, durch die wir wahrnehmen, handeln, lernen und uns erinnern, zu verstehen.
Trotz neuer Techniken, die eine direkte Verknipfung der molekularen Dynamik einzelner
Nervenzellen mit Représentationen sensorischer und motorischer Aktivitaten im Gehirn er-
lauben und damit interne Mechanismen mit beobachtbaren Verhatensreaktionen in Zusam-
menhang bringen, sind wir noch weit von der biologischen Erforschung des Gehirns und dem
Versténdnis hoherer Gehirnfunktionen entfernt.

Die Schwierigkeit der Gehirnforschung ist in der auf3erordentlichen anatomischen Komplexi-
tét, sowie in der enormen Verschaltung des Gehirns begriindet. Erst die streng geordnete Ar-
chitektur und die Prazision in der Verschaltung ermdglichen die Steuerung der geistigen Pro-
zesse. Bedenkt man, daR das menschliche Gehirn aus mindestens 10" Nervenzellen (Neuro-
nen) besteht und jedes Neuron im Durchschnitt 1000 synaptische Kontakte ausbildet, aso
folglich rund 10* synaptische Verbindungen vorliegen, so ist es kaum verwunderlich, dal
sowohl der Aufbau als auch die Verbindungen vieler Gehirnteile und damit auch Vorgange
wie Lernen, Gedachtnis etc. noch nicht vollig verstanden sind. Eine Grundvorraussetzung fur
ein tieferes Verstdndnis des Gehirns liegt daher in der Erforschung der Struktur und der
Funktionsweise der neuronalen V erschaltungspunkte, der Synapsen.

1.1 Synapsen

Das Wort ,, Synapse* wurde 1906 von Sherrington zum ersten Mal verwendet, um die Verbin-
dung zwischen Neuronen zu beschreiben. Trotz der grof3en Anzahl von Synapsen liegen der
synaptischen Ubertragung nur zwei wesentliche Mechanismen zugrunde: die elektrische und
die chemische Ubertragung. Dementsprechend wird zwischen elektrischen und chemischen
Synapsen unterschieden. Gegenstand dieser Arbeit sind die chemischen Synapsen. Chemische
Synapsen sind flexibler und rufen im allgemeinen komplexere Verhaltensreaktionen hervor
als elektrische Synapsen. Ferner kdnnen chemische Synapsen sowohl hemmende (inhibitori-
sche) als auch erregende (exzitatorische) Vorgange vermitteln und haben auRerdem die F&
higkeit, neuronale Signale zu verstarken. Es sind folglich dynamische Systeme, deren Sensiti-
vitdt modulierbar ist. Diese Modifizierbarkeit synaptischer Verbindungen, die synaptische
Plastizitat, gilt als die zellulare Grundlage kognitiver Leistungen. Sie wird als entscheidende
Vorraussetzung fur Lernen und Gedéchtnis angesehen.
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1.1.1 Chemische Synapsen

Chemische Synapsen sind spezialisierte Kommunikationsstellen zwischen Neuronen, an de-
nen die Signal Ubertragung durch Neurotransmitter stattfindet. Nach Gray (1959) werden che-
mische Synapsen in zwel Kategorien unterteilt (s. Abbildungl): Typ | (exzitatorische Synap-
sen) und Typ 1 (inhibitorische Synapsen).

Prasynapse

Mitochondrien.

mpostsynaptische

2\ O

i - Dichte ey o

T @ ——

S _ — Postsynapse . =

Exzitatorische Synapse Inhibitorische Synapse
(Typ 1) (Typ Il)

Abbildung 1: Typ | und Typ Il Synapsen nach Gray (1959).

Exzitatorische Synapsen (Typ I) sind erregende Synapsen, die zumeist Glutamat as Neu-
rotransmitter enthalten. Sie werden auch al's asymmetrische Synapsen bezeichnet, da die Post-
synapse gegentber der Présynapse eine charakteristische postsynaptische Verdichtung (post-
synaptic density, PSD) aufweist. Die Dendriten exzitatorischer Neurone sind dicht mit Dornen
(Spines) bedeckt. Daher kdnnen Synapsen entweder auf den Spines oder direkt auf den dista-
len Dendriten (Schaftsynapse) lokalisiert sein. Nach Untersuchungen von Beaulieu und Col-
lonier (1985) sind im visuellen Cortex adulter Ratten 84% aler Synapsen exzitatorisch. Von
diesen 84% sind wiederum 79% Spinesynapsen, 21% Schaftsynapsen und nur 0.1% somati-
sche Synapsen. Harris et al. (1994) schétzen sogar, dafd tiber 90% aller Synapsen des zentralen
Nervensystems (ZNS) Spinesynapsen sind.

Inhibitorische Synapsen (Typ 1) werden hingegen als symmetrische Synapsen bezeichnet, da
sie keine ausgepragte PSD besitzen. Pr& und Postsynapse erscheinen daher im Elektronenmi-
kroskop (EM) symmetrisch aufgebaut. Sie sind Uberwiegend am Soma oder proximalen Den-
driten lokalisiert, wo ihr inhibitorischer Einflufd am effektivsten eingesetzt werden kann. In
den, im Vergleich zu den glutamatergen Synapsen, etwas kleineren und langlicheren Vesikel

ist meistens g-Aminobuttersaure (GABA) as Transmitter vorhanden.
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Nach Beaulieu und Collonnier (1985) sind die noch verbleibenden 16%, inhibitorische
Synapsen, von denen wiederum 62% Schaftsynapsen, 31% Spinesynapsen, und 7% somati-
sche Synapsen sind.

In alen Regionen des Nervensystems ist das Verhdtnis exzitatorischer zu inhibitorischer
Neurone 4:1 (Beaulieu et al., 1992). Erst dieses Verhdtnis zwischen Inhibition und Erregung
ermdglicht die normale Funktion des Nervensystems. Im Kontext der Plastizitat wird insbe-
sondere die vielfaltige Ultrastruktur exzitatorischer Synapsen betrachtet. Auf diese soll daher
im néchsten Abschnitt eingegangen werden.

1.1.2 Ultrastruktur exzitatorischer Synapsen

Eine Synapse besteht im allgemeinem aus drei Komponenten: der Prasynapse (Bouton), dem
synaptischen Spalt und der Postsynapse (s. Abbildung 2). Diese drel Elemente bilden die
sogenannte aktive Zone (active zone). Die Présynapse wird zumeist von der Varikositdt eines
Axons gebildet; die Postsynapse in der Regel von einem Spine oder direkt von einem Den-
driten (Schaftsynapse).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Schaftsynapse aus einer hippocam-
palen Zellkultur. Der Bouton (b) ist dicht geflllt mit Vesikeln (v). Die Postsynapse ist cha-
rakterisiert durch die postsynaptische Dichte, die als schwarzer Strich zu sehen ist. Der Den-
drit (d) ist durch die ihn durchziehenden Mikrotubuli zu erkennen.
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1.1.2.1 Die Prasynapse

Die Axone exzitatorischer und inhibitorischer Neurone bilden Synapsen tber Boutons. Bou-
tons sind axonische Spezialisierungen, die mit Vesikeln und z.T. mit Mitochondrien gefillt
sind. Die Boutons werden entweder as Varikositéten eines fortlaufenden Axons (boutons en
passant) oder am Ende eines Axons (boutons terminaux) gebildet.

Boutons variieren in der Grof3e. In den meisten glutamatergen Synapsen wie z.B. in den CA1
Pyramidenzellen und den Kérnerzellen im Gyrus dentatus des Hippocampus, aber auch in den
Pyramidenzellen des Cortex, sind die Boutons relativ klein. Nach Harris und Stevens (1988,
1989) haben die Boutons von Pyramidenzellen aus dem Hippocampus der Ratte Grofenord-
nungen zwischen 0.04 und 0.26 um?. Die Boutons der Purkinjezellen sind hingegen etwas
groRer (0.04 bis zu 0.6 pm®). Die jeweilige Boutonform ist sehr variabel. In einigen Féllen
werden von einem Bouton mehrere synaptische Kontakte eingegangen.

Wie die Grof3e der Boutons variiert auch die Grof3e der synaptischen Vesikel. Sie liegt bel
glutamatergen Vesikeln zwischen 35-50 nm Durchmesser. Die Glutamatkonzentration in iso-
lierten Vesikeln aus dem cerebralen Cortex wurde auf 60-100 mM/Vesikel geschétzt (Burger
et a., 1989; Villanueva et al., 1990). Diese Konzentration wirde 1200-2000 Molekilen pro
Vesikel entsprechen.

Die synaptischen Vesikel sind nicht gleichformig tber den Bouton verteilt, sondern kommen
gehauft an Stellen vor, an denen die prasynaptische Endigung im EM dichter erscheint. Diese
speziellen Stellen haben die Form pyramidenartiger Vorspriinge (dense projections) und wer-
den als prasynaptisches Grid bezeichnet. Im Querschnitt durch den Bouton sieht man, dal3 die
dense projections in dem Grid hexagonal angeordnet vorliegen. Nach Gray (1959) spielt diese
Anordnung eine Rolle bel der Freisetzung der Vesikel.

Die meisten Vesikel sind nicht genau am prasynaptischen Grid lokalisiert, sondern halten sich
Uber Aktinfilamente verankert in der Nahe auf. Die Synapsine sind an der Verankerung der
Vesikel am Zytoskelett beteiligt. Die nichtphosphorylierte Form des Synapsin | verknipft die
synaptischen Vesikel mit den Aktinfilamenten und anderen Komponenten des Zytoskeletts.
Strémen durch Depolarisation bedingt, Calciumionen in die Endigung ein, so wird Synapsin |
durch die Calcium/Calmodulin-abhéangige Kinase phosphoryliert. Durch diese Phosphorylie-
rung lésen sich die Vesikel vom Zytoskelett ab und kénnen sich zur aktiven Zone bewegen.
Das Andocken der Vesikel an der Plasmamembran, ihre Fusion und die Neurotransmitteraus-
schittung wird durch Wechselwirkungen zwischen Proteinen der Vesikelmembran (vesicle
associated membrane proteins, VAMPS) und Proteinen der Plasmamembran (Syntaxin und
Neurexin) geregelt (Kandel et al., 1993).
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1.1.2.2 Der synaptische Spalt

Pr& und postsynaptische Membranen werden durch Proteine des Zytoskel etts und der sie um-
gebenden extrazelluldren Matrix miteinanderverbunden (Landis et a., 1988). Die Dimension
des synaptischen Spaltes und die Anordnung der Rezeptoren in der postsynaptischen Mem-
bran sind wichtige Faktoren, welche die Kinetik und die Grof3e des postsynaptischen Stroms,
der durch die Freisetzung von Neurotransmittern bewirkt wird, bestimmen.

Der synaptische Spalt ist gefullt mit Fibrillen von 4-6 nm Durchmesser. Diese Fibrillen spie-
len neben dem Zusammenhalt der beiden Elemente, wahrscheinlich auch bei der Bewegung
der Neurotransmitter zu den Rezeptoren eine wichtige Rolle. Andere kurze fibrillére Struktu-
ren (8-15 nm lang, 4-6 nm dick) ragen aus der PSD in den Spalt. Es handelt sich vermutlich
um Rezeptormolekile (Ichimura und Hashimoto, 1988). Die genaue Zusammensetzung der
Proteine des synaptischen Spaltes ist bislang noch nicht bekannt.

Wichtig fir den Zusammenhalt von Pr& und Postsynapse sind ebenfalls Zelladhésionsmole-
kile, wie z.B. das neuronale Zelladhdsionsmolekil (NCAM), Laminin und Cadherine, welche
den synaptischen Spalt durchspannen (Fannon und Colman, 1996; Uchida et a., 1996; Spacek
und Harris, 1998). Zu den Zelladhasionsmolektlen gehéren die Mitglieder der Integrin, Cad-
herin, Immunoglobulin, Selektin und Proteoglycan Superfamilien. Die funktionale Einheit der
Zelladhasionsmolekiile sind Multiproteinkomplexe, die aus drei Proteinklassen bestehen: den
Zelladhdsionsmol ekillen/Adhasionsrezeptoren, den Proteinen der extrazelluldren Matrix
(ECM) und den Proteinen der peripheren Membran. An der extrazelluldren Seite erkennen die
Zelladhasionsrezeptoren die Rezeptoren anderer Zellen oder Proteine der ECM und interagie-
ren mit diesen. Proteine der ECM sind z.B. Fibronektine, Laminine, Kollagene und Proteo-
glycane. Auf der intrazelluldren Seite der Plasmamembran sind Zelladh&sionsrezeptoren mit
zytoplasmatischen Plagques oder peripheren Membranproteinen verbunden. Die zytoplasmati-
schen Plagues sind fir die Verbindung des Adhasionssystems mit dem Zytoskelett sowie fir
die Weiterleitung von Signalen, die an den Rezeptoren der Adhasionsmolekile initiiert wur-
den verantwortlich.

Da Zelladhasionsmolekile for den Zusammenhalt von Pr& und Postsynapse verantwortlich
sind und aul3erdem die Gestalt der Synapse beeinflussen, ist es denkbar, dal? sie auch an der
strukturellen Reorganisation von Synapsen, beteiligt sind (Mayford et al., 1992). Ihre Bedeu-
tung im Rahmen synaptischer Plastizitdt wurde bereits mehrfach gezeigt (Fazeli et a., 1994;
Becker et al., 1996; Lthi et al., 1994; Muller et a., 1996; Kramer et a., 1997).
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1.1.2.3 Die Postsynapse

Die meisten postsynaptischen Kontakte im Gewebe (>79%; s.0.) werden von Spines gebildet.
Es gibt eine Vielzahl morphologisch unterschiedlicher Spines. Harris et al. (1988) analysier-
ten Spines mittels serieller Rekonstruktion an 15 Tage alten und adulten Tieren und ordneten
sie entsprechend ihrer Morphologie in 4 Kategorien ein: , Stubby“, , Thin“, ,, Mushroom* und
»Branched" Spines (s. Abbildung 3).

~ JU 52 82

» Stubby* »thin® » mushroom* » branched”

Abbildung 3: Spinekategorien nach Harris et al. (1992).

Stubby Spines sind kleine, kurze Fortsétze, die zu mehr als 30% bel 15 Tage alten Ratten vor-
kommen; bel adulten Tieren zu ca. 10%. Sie bilden wahrscheinlich die Vorstufe zu den Thin
oder Mushroom Spines. Thin Spines sind lange, dinne Spines, mit distinktem Kopf. Sie
kommen nach 15 Tagen zu 20% vor. Im ausgewachsenen Tier sind es die haufigsten Spines
(>50%). Mushroom Spines zeichnen sich durch einen kurzen Hals und einen breiten, sehr
grof3en Kopf aus. Sie kommen in beiden Altersklassen zu ca. 20% vor. Branched Spines hin-
gegen sind sehr selten. Sie sind in beiden Alterstufen nur zu ca. 5% vorhanden und besitzen
zwel Kopfe (Harris et al., 1988).

Jeder Spine enthélt glattes endoplasmatisches Reticulum (SER), das 10-20% des Spinevolu-
mens ausmacht. Das SER ist in die Membransynthese sowie in die Speicherung und Freiset-
zung von Calciumionen involviert (Andrews et a., 1988). Viele Spines besitzen einen Spi-
neapparat (SA). Er sitzt meistens im Spinehals und scheint eine Verlangerung des SERs zu
sein. Der Spineapparat ist wahrscheinlich, wie der Golgi-Apparat fir die Synthese von Re-
zeptoren, diein Vesikeln verpackt zur PSD transportiert werden, zusténdig (Altman, 1971).
Fur die Gestalt des Spinezytoskeletts ist primér die Anordnung des Aktinmyosinnetzwerkes
verantwortlich. In kleinen Spines sind die Filamente senkrecht zur Léangsachse des dendriti-
schen Schafts angeordnet. Mit zunehmender Spinekomplexitdt nimmt die Aktinkonzentration
zu und die Organisation der Aktinfilamente wird komplexer (Markham und Fifkova, 1986).
Uber die Funktion der Spines wird immer noch diskutiert. In den letzten Jahren verfestigte
sich immer mehr die Meinung, dal3 Spines eine wichtige Rolle im Rahmen der synaptischen
Plastizitét spielen (Fifkova und van Harrefield, 1977; Chang und Greenough, 1984).
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1.1.2.4 Komponenten der PSD

An der Postsynapse befindet sich direkt an der Plasmamembran ein dichtes Gitter feiner Fila-
mente (Hirokawa et a. 1989). Durch die hohe Affinitdt zu Osmiumtetroxid wird diese Region
im EM als elektronendicht (dunkel gesehen) und daher a's postsynaptische Dichte (PSD) be-
zeichnet (Palay, 1956). Die PSD ist hochst prominent in Typ | (exzitatorischen) Synapsen.
Eine ahnliche, wesentlich schwacher ausgepragte Struktur wird auch in GABAergen Synap-
sen gesehen.

Untersuchungen aufgereinigter PSDs haben gezeigt, dal? diese aus einer Reihe unterschiedli-
cher Proteine bestehen, wie z.B. den Zytoskelettproteinen Tubulin (Kelly und Cotman, 1978;
Ratner und Mahler, 1983) Aktin (Cohen et d., 1977) und Fodrin sowie dem Mikrotubuli as-
soziierten Protein MAP2 (Shafit-Zagardo et al., 1997). Aktinfilamente kommen zwar im gan-
zen Zytoskelett vor, sind aber in der PSD-Region besonders hoch konzentriert. Filamentdse
Strénge, die wahrscheinlich aus F-Aktin bestehen, ziehen aus dem Randbereich der PSD in
den Dendriten hinein und verbinden das fibrose Netz der PSD mit dem dendritischen
Zytoskelett (Gulley und Reese, 1981). Des weiteren hat man Proteine der PSD-95 Familie, die
Typ 2-Untereinheit des NMDA-Rezeptors und Adhésionsmolekile in der PSD nachgewiesen.
Ferner kommen diverse Proteinkinasen vor, wie z.B. die Calcium/Calmodulin Kinase Typ |1
(CaMKII; Bennett und Kennedy, 1987), die cAMP-abhangige Proteinkinase (Wu und Sieke-
vitz, 1988), die Tyrosinkinase (Gurd und Bisson, 1990) sowie die Proteinkinase C (PKC, Su-
zuki et al., 1993).

Die PSD fungiert wahrscheinlich as zytoskelettales Gerlist, das mit Membranproteinen und
Rezeptoren interagiert, um deren Verteilung und laterale Mobilitdt sowie die posttranslatale
Modulation der Rezeptorfunktionen zu regulieren. Die Beeinflussung der Morphologie der
Postsynapse (Siekevitz, 1985), sowie die Steuerung regulatorischer Prozesse deuten auf die
Involvierung der PSD in der synaptischen Plastizitét hin (Wesa et al., 1982; Greenough et al.,
1985).

1.2 Synaptische Aktivitat

Die neuronale Signalleitung beruht auf den schnellen Anderungen der elektrischen Potential-
differenz an der Zellmembran eines Neurons. Im Ruhezustand hat ein Neuron ein Ruhepoten-
tial von -65 mV. Es resultiert aus der ungleichen Verteilung von Natrium, Kalium- und Chlo-
ridionen sowie organischen lonen beiderseits der Zellmembranen und aus der selektiven Per-
meabilitét der Membran fur Kaliumionen. Ein postsynaptisches Eingangssignal wird an der
Triggerzone am Axonhtgel in ein Aktionspotential umgewandelt, wenn es eine bestimmte
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Schwelle (Treshold) von -40 mV Uberschreitet. Infolge der Depolarisation kommt es zum
Offnen spannungsgesteuerter Natriumkanéle, wodurch Natriumionen entsprechend ihrem
Konzentrationsgradienten in die Zelle flief¥en. Die Polaritdt des Membranpotentiales wird
dadurch kurzfristig bis auf etwa 20 mV umgekehrt. Die Natriumkandle inaktivieren dann mit
der Zeit. Eine Repolarisation der Membran wird durch den Ausflul® von Kaliumionen durch
spannungsaktivierte Kaliumkanale bewirkt (Kandel et al., 1993).

Das Ausl0sen eines Aktionspotentials unterliegt dem Alles-oder-Nichts-Prinzip. Ein Bruchteil
einer Millisekunde kann Uber das Ausldsen eines Aktionspotentials entscheiden. Ein Akti-
onspotental wird auf dem Weg zum Soma sténdig wieder regeneriert. Die Amplitude am Ent-
stehungsort ist somit die gleiche wie am Bestimmungsort. Da keine Abschwéchung erfolgt, ist
die Information des Signals nur durch die Frequenz der Spikes wiedergegeben. Je groler die
Reizamplitude, desto hoher ist die Spikefrequenz. Je langer die Reizdauer, desto langer ist die
Spikefolge (burst).

Wenn das Aktionspotential die synaptische Endigung erreicht, schiittet die Zelle einen chemi-
schen Transmitter aus, der al's Ubertragungssignal dient. Die ausgeschiittete Transmittermen-
ge wird durch die Anzahl der Aktionspotentiale pro Zeiteinheit bestimmt. Der Transmitter
bindet an entsprechende Rezeptoren der postsynaptischen Membran, wodurch ein postsynap-
tisches Potential hervorgerufen wird, das sich passiv bis zur Triggerzone ausbreitet. Exzitato-
rische Neuronen setzen meistens Glutamat als Transmitter frei, wodurch erregende post-
synaptische Potentiale (EPSPs) entstehen, wahrend inhibitorische Neurone meistens GABA
als Transmitter haben und hemmende synaptische Signale (IPSPs) bewirken, welche die post-
synaptische Zelle hyperpolarisieren und damit die Wahrscheinlichkeit fur die Auslésung eines
Aktionspotentials herabsetzen (Kandel et al., 1993).

Jedes Neuron empfangt erregende und hemmende Signale anderer Neuronen. Der Nettoeffekt
der Inputs an jeder exzitatorischen oder inhibitorischen Synapse hangt vom Ort der Synapse,
ihrer Grofle sowie von der Nahe und relativen Stérke anderer erregender und hemmender
Synapsen ab. Diese konkurrierenden Eingangssignale werden im postsynaptischen Neuron zu
einer koordinierten Antwort verrechnet (synaptische Integration).

1.2.1 Synaptische Erregung durch Glutamatrezeptoren

Die Aminosdure L-Glutamat, die von priméaren afferenten Neuronen ausgeschittet wird, ist
der wichtigste erregende Neurotransmitter im Gehirn und Rickenmark. Man unterscheidet
zwel Klassen von Glutamatrezeptoren: ionotrope Rezeptoren, die lonenkandle direkt steuern
und metabotrope Rezeptoren, welche die Kande indirekt Uber Second-Messenger steuern.
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lonotrope Glutamatrezeptoren werden entsprechend ihrer Affinitét fur Strukturanaloge des
Glutamats wiederum in NMDA und non-NMDA-Rezeptoren unterteilt.

Die non-NMDA-Rezeptoren kdnnen durch die Agonisten AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol propionsaure), Kainat und Quisqualat aktiviert und durch die kompetitiven
Antagonisten CNQX  (6-Cyano-7-nitro-chinoxalin-2,3-dion) oder NBQX (6-Nitro-7-
sulphamobenzoquinoxaline-2,3-dion) blockiert werden. Sie sind Kationenkandle mit relativ
niedriger Leitfghigkeit (<20 pS), die fur Natrium- und Kaliumionen permeabel sind. Unter
Ruhebedingungen erzeugen sie den Hauptteil des EPSPs.

Der NMDA-Rezeptor hingegen wird vom Aminosdureanalogon NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat) am effektivsten aktiviert und durch den kompetitiven Antagonisten APV (2-Amino-
5-phosphonoval eriansdure) gehemmt. Gegeniiber dem non-NMDA-Rezeptor weildt er folgen-
de Besonderheiten auf: Er ist ein Kationenkanal mit einer Leitfahigkeit von 50 pS, der sowohl
far Natrium- und Kalium- al's auch fur Calciumionen permeabel ist. Durch den Calciumionen-
Einstrom werden Calcium-abhéngige Second-Messenger Kaskaden aktiviert. Calcium initiiert
eine lang anhaltende Verstarkung der synaptischen Signaltibertragung, indem es die Serin-
Threonin-Proteinkinasen, die Calcium/Camodulinkinase und die PKC sowie eine Tyrosinki-
nase aktiviert, welche dann weitere sekundére Reaktionskaskaden anschalten, die bel man-
chen Formen langanhaltender synaptischer Modifikation wie z.B. LTP eine Rolle spielen.

Der NMDA-Rezeptor 6ffnet nur in Gegenwart des Co-Agonisten Glycin, welcher die Aktivi-
tét dieses Kanales moduliert. Glycin vergrof3ert die NMDA vermittelte Antwort, indem es die
Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kanals verlangert. Ferner hat der Kanal einen spannungs-
abhéngigen Magnesium-Block. Beim Ruhemembranpotential wird der NM DA -Rezeptorkanal
bereits durch die im Extrazellul&rraum vorliegende physiologische Magnesiumkonzentration
im offenem Zustand blockiert. Erst durch zunehmende Depolarisation der Membran wird der
Magnesium-Block entfernt, indem Magnesiumionen durch elektrostatische Abstol3ung aus der
Kanalpore getrieben werden. Natrium-, Kalium- und Calciumionen kdénnen dann einfliefzen.
Infolge dessen Offnen sich weitere NMDA-aktivierte Kandle und mehr Strom kann in die
Postsynapse flief3en. Der NMDA-Rezeptor steuert folglich nur zur spéten Phase des EPSPs
bel (Kandel et al., 1993).

1.2.2 Synaptische Hemmung durch Chlorid-selektive Rezeptorkanale

GABA ist ein wichtiger inhibitorischer Transmitter im Gehirn und im Ruckenmark. Er wird
von inhibitorischen, GABAergen Neuronen freigesetzt, die ca. 30% aller zentralen Synapsen
bilden. GABA wirkt auf zwei Rezeptoren, GABA und GABAg.
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Die Aktivierung des GABAa-Rezeptors fuhrt zu einem Anstieg der Chloridionen-
Leitfahigkeit wodurch die postsynaptische Zelle hyperpolarisiert und die synaptische Aktivitét
inhibiert wird. Im allgemeinen wird durch den GABAa-Rezeptor ein schnelles inhibitorisches
postsynaptisches Potential vermittelt, das die Impulsentstehung, die Amplitude und die Dauer
eines exzitatorischen postsynaptischen Potentials und dabei besonders die NMDA-vermittelte
Komponente beeinflufd. Blockierung des GABAa-Rezeptors z. B. mit dem Kanalblocker
Picrotoxin kann zu einer vollsténdigen Unterbindung der GABAa-IPSPs fihren, indem es
diesen Rezeptor in einen desensitivierten oder allosterisch geblockten Zustand versetzt. Infol-
ge dieses Blockes werden die EPSPs nicht mehr durch die hemmenden IPSPs beeinfluld. Die
Zellen zeigen dadurch stark erhohte synaptische Aktivitét.

Der GABAg-Rezeptor hingegen ist metabotrop und aktiviert eine Second-Messenger Kaska-
de, dieihreresaits einen Kaliumkanal aktiviert.

1.3 Synaptische Plastizitat

Pastische Veranderungen finden besonders in der frihen Phase der Entwicklung statt. Zu
diesem Zeitpunkt werden synaptische Verbindungen zunéchst im Uberschul? angelegt und
grob miteinander verknipft. Diese Prozesse sind weitestgehend aktivitdtsunabhéngig. Eine
Feinregulierung der synaptischen Kontakte erfolgt erst in der kritischen Phase der Entwick-
lung. In dieser Phase kommt es zu Umstrukturierungen (Remodelling) der synaptischen Ver-
bindungen, bei denen wichtige synaptische Verbindungen gestarkt und unbrauchbare elimi-
niert werden. Dieses Remodelling erfolgt, wie die |lebenslange Regulation der Effektivitét der
Synapsen, in Abhangigkeit von Aktivitét und Erfahrung.

Die Vorstellung, dal3 Neurone in der Lage sind, ihre Struktur (Morphologie) und ihr Ver-
schaltungsmuster zu modifizieren geht auf Ramon y Cagjal (1906) zurtick. Caja nahm an, daf3
die Komplexizitét des neuronalen Netzwerkes und die Organisation der synaptischen Verbin-
dungen essentielle Komponenten sind, welche die Funktionalitét unseres Gehirns bedingen.
Des weiteren wies er daraufhin, dald moglicherweise diese Plastizitdt des neuronalen Netz-
werkes, das Remodelling synaptischer Verbindungen, mit komplexen Funktionen wie Lernen
verbunden sein konnte. Diese Hypothese ist bislang nicht verworfen worden. Es liegen zahl-
reiche Evidenzien vor, daid aktivitétsabhéngige Prozesse wie Lernen und Gedéchtnis mit Ver-
anderungen in der synaptischen Ultrastruktur verbunden sind. In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dal? plastische Verdnderungen durch exogene Einflisse oder individu-
elle Lernprozesse bewirkt werden kénnen. Morphologische Verdnderungen wurden z.B. nach
Aufzucht von Tieren in komplexer Umgebung (Diamond et al., 1975; Greenough et al., 1978;
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Sirevaag und Greenogh, 1985; West und Greenough, 1972), nach visuellem Training (Vren-
sen und Nunez Cardozo; 1981) sowie nach Lasionen (Nieto-Sampedro et al., 1982) oder nach
Kindling (einem Plastizitdsparadigma, das in Zusammenhang mit Epilepsie-Enstehung disku-
tiert wird; Geinisman et al., 1989) aber auch in Abhangigkeit vom Alter (Dyson und Jones,
1984; Greenough et al., 1987; Harris et al., 1992; Markus et a., 1987) beobachtet.

1.3.1 Perforierte Synapsen

Ein sehr interessantes morphol ogisches Phanomen dieser Untersuchungen, das mit Plastizitéat
in Verbindung gebracht wird, ist das Auftreten von sogenannten perforierten Synapsen.

Betrachtet man eine PSD im Querschnitt, so liegt normalerweise eine durchgehende Scheibe
vor. Perforierte Synapsen hingegen weisen diverse Formen von Unterbrechungen in der PSD
auf (Geinisman et al., 1993). Die PSD hat entweder die Form eines Hufeisens, ist in mehrere
separate Abschnitte untergliedert oder weildt ein oder mehrere Locher in der Mitte auf (s

Abbildung 4).

PSD mit Loch Hufeisenform  separate PSDs

Abbildung 4: Formen perforierter PSDs nach Geinisman et al. (1993)

Die Perforation ist nicht nur postsynaptisch, sondern erstreckt sich auch auf die Prasynapse.
Dort fehlen an den perforierten Stellen das prasynaptische Grid und die Vesikel (Vrensen et
al., 1980, 1981).

Perforierte Synapsen wurden lange Zeit einfach ignoriert, da man sie anfangs fur Artefakte
hielt. Erst 1969 verd6ffentlichten Peters und Kaiserman-Abramof die erste Beschreibung perfo-
rierter PSDs. In dieser detaillierten elektronenmikroskopischen Untersuchung rekonstruierten
sie Synapsen mit Hilfe von Serienschnitten und stellten fest, dal3 alle Synapsen, die grofier als
250 nm im Durchmesser sind, perforiert sind. Man nahm daher an, dal3 Perforationen zur
Vergrofierung der PSD und somit der gesamten aktiven Zone dienen kdnnten und das perfo-
rierte Synapsen dadurch effizientere Synapsen sein kénnten (Peters und Kai serman-Abramof,
1969; Vrensen und Nunes Cardozo, 1981; Sirevaag und Greenough, 1985).

Diverse Gruppen nahmen an, dal3 perforierte Synapsen ein Indiz fir das synaptische Remo-
delling bzw. eine Zwischenstufe in einem Prozef3 zur Bildung neuer Synapsen wéren. Es wur-



1 Einleitung 20

den daraufhin Modelle entwickelt, die versuchten das Phénomen der perforierten Synapsen zu
erklaren. Einige Gruppen vertraten die Ansicht, dal3 perforierte Synapsen aus nicht perforier-
ten Synapsen entstehen, indem sich die nicht-perforierten Synapsen vergrofern, perforiert
werden und sich dann in zwei neue nicht-perforierte Synapsen teilen (Nietro-Sampedro et al.,
1982, Carlin und Siekevitz, 1983; Dyson und Jones, 1984; Petit, 1988; Geinisman et al,
1991). Andere hingegen stiitzen die Hypothese, dal3 perforierte Synapsen eine eigenstandige
Population wéren (Itarat und Jones, 1992, 1993; Jones, 1993).

Die Frage ob perforierte Synapsen einen eigenstandigen Subtyp reprasentieren oder lediglich
Intermediate des synaptischen Remodellings darstellen ist immer noch Gegenstand intensiver
Diskussionen. Wie lber die Mechanismen der Enstehung wird auch tber die Funktion dieser
Synapsen noch spekuliert.

1.3.2 Hippocampus und LTP

Da die Feinregulierung synaptischer Kontakte in der kritischen Phase der Entwicklung, die
natlrlichen Regenerationsprozesse und erfahrungsabhangige Vorgange in Abhangigkeit neu-
ronaler Aktivitét geschehen, wurden in letzter Zeit plastische Verénderungen in Abhangigkeit
von Aktivitét untersucht. Das vorherrschende Modell fur aktivitétsabhangige synaptische Pla-
stizitdt im Gehirn ist die Langzeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP). LTP ist ein
Grundbaustein fir das heutige Modell fur Lernen und Gedéchtnis. Sie ist eine lang anhaltende
Form der synaptischen Plastizitét, die durch kurze, repetitive présynaptische Stimuli hervor-
gerufen wird und mit einem Anstieg der Effizienz der synaptischen Ubertragung verbunden
ist. Bereits Hebb et al. (1949) postulierten, dal3 Informationen in unserem Gehirn als aktivi-
tétsabhangige Veradnderungen in der synaptischen Effizienz gespeichert werden.

LTP wurde als erstes im Hippocampus (Bliss und Lomo, 1973) und spéter in anderen Hirnre-
gionen beschrieben. Man nimmt an, dal3 der Hippocampus eine Art Kurzzeitspeicher fir In-
halte des Langzeitgedachtnis darstellt. Er ist wahrscheinlich fur die Verkntpfung von Infor-
mationen, die aus verschiedenen Cortexregionen kommen verantwortlich. Insbesondere spielt
er eine wichtige Rolle beim réumlichen und zeitlichen Gedachtnis, z.B. bel der Verbindung
von Informationen tber Objekte und deren Platz in der raumlichen Umgebung oder von Per-
sonen und der Zuteilung der entsprechenden Namen. Verletzungen des Hippocampus infolge
von Lasionen fohren zur Stérung bei der Abspeicherung neuer Informationen. Insbesondere
das explizite Lernen ist beeintréchtigt. Erinnerungen an langer zuriickliegende Episoden stel-
len bei den betroffenen Personen keine Schwierigkeit dar (Shepherd, 1990; Kandel et al.,
1993).
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Der Hippocampus ist eine Struktur der Grofhirnrinde (Telencephalon). Er besteht aus dem
Ammonshorn und dem Gyrus dentatus. Der Hippocampus besitzt drei wichtige afferente Ver-
bindungswege, die vom enthorinalen Cortex bis in die CA1-Region reichen (CA von Cornu
Ammonis, s. Abbildung 5 veréndert nach Sheperd, 1990).

Der Tractus perforans entspringt aus dem entorhinalen Cortex, seine Axone enden auf den
Kornerzellen im Hilus des Gyrus dentatus. Die Axone dieser Kérnerzellen, die Moosfasern,
bilden ihrerseits ein Faserbundel und laufen zu den Pyramidenzellen in der CA3-Region. Aus
diesen entspringen wiederum erregende Axonkollateralen, die Schaffer-Kollateralen, welche
auf die apikalen Dendriten der CA1-Neurone projizieren. Die Axone der CA1-Zellen ziehen

zum Subiculum, von wo aus dann die Signale zurlick in den entorhinalen Cortex gelangen.

Schaffer Subiculum
Kollateralen

Entorhinaler Cortex

Gyrus
. Moosfasern Dentatus  Perforant
Fornix Path

Kornerzellen

Abbildung 5: Aufbau des Hippocampus (modifiziert nach Roman y Cajal, 1906). Der Hippo-
campus kann in verschiedene Regionen unterteilt werden. Die CA1- und CA3-Region stellen
die eigentliche Hippocampusformation dar. Die grof3en CA3-Pyramidenzellen projizieren
Uber die Schafferkollateralen zu den CA1-Pyramidenzellen. Die Kornerzellen des Gyrus den-
tatus sind Uber die Moosfasern mit der CA3-Region verbunden.

Eine kurze hochfrequente Salve von Impulsen auf eines dieser drei Axonkollateralen erhoht
die exzitatorischen postsynaptischen Signale der entsprechenden Neurone. Diese Verstarkung
(LTP) kann an Hirngewebeschnitten (Slice) Uber mehrere Stunden, beim intakten Tier Uber
Tage und sogar Wochen elektrophysiologisch mit der Patch-Clamp Technik nachgewiesen
werden. Plastische Veranderungen konnen folglich nicht nur anatomisch sondern auch bio-



1 Einleitung 22

chemisch oder elektrophysiologisch sein. Sie kénnen natiirlich bedingt sein oder experimen-
tell hervorgerufen werden.

Langanhaltende Potenzierung kann auch durch Applikation von Chemikalien wie z.B. Calci-
um (Turner et a., 1982), Arachidonsaure (Williams et al., 1989), den metabotropen Glutamat-
Rezeptor Agonisten Aminocyclopentan-1S,3R-dicarboxylat (1S,3R-ACPD; Bortolotto und
Collingridge, 1993) und dem Kaliumkanalblocker Tetraethylammonium (TEA; Anikszten
und Ben-Ari, 1991) sowie Magnesium-freies Medium mit erhdhter Calciumkonzentration
(Hosokawa et al., 1995) als auch Picrotoxin (Collin et a., 1997) erzielt werden. Nach Be-
handlung mit diesen Chemikalien kann mittels tetanischer Reizung kein LTP mehr erzeugt
werden. Die Mechanismen chemisch induzierter Potenzierung scheinen mit denen der tetani-
schen zu konvergieren (Bliss und Collingridge, 1993).

1.3.3 Morphologische Korrelate aktivitdtsabh&ngiger synaptischer Plastizitét

In den meisten Untersuchungen nach LTP-Induktion wurden Veranderungen in der Spine-
morphologie (Fifkova, 1975; Fifkova und Anderson, 1981; Desmond und Levy, 1983,
1986a/b, 1988, 1990; Lee et a., 1980; Chang und Greenough, 1984; Hosokawa et al., 1995)
oder in der PSD festgestellt. Es zeigte sich, dal3 in Abhéngigkeit von Aktivitét die Flache der
PSD zunahm (Desmond und Levy, 1983, 1986a/b, 1988). Ebenso beobachteten Geinisman
(2991, 1993, 1996) und Buchs und Mduller (1996), dal3 LTP-Induktion der Schaffer-
Kollateralen mit einer Zunahme an perforierten Synapsen verbunden ist.

Die Haufigkeit perforierter Synapsen scheint somit nach natiirlich oder kunstlich auferlegten
Bedingungen, die eine hohe neuronale Aktivitét zur Folge haben, zu steigen. Es liegt somit
die Vermutung nahe, daf in bestimmten Arealen des ZNS aktivitatsabhangige Anderungen
der synaptischen Effizienz mit Verénderungen der Ultrastruktur korrelieren.

1.3.4 Mogliche Mechanismen synaptischer Plastizitat

Die Mechanismen, durch welche aktivitdtsabhangige Plastizitét vermittelt werden konnte,
sind noch nicht aufgeklart. Es liegen aber zahlreiche Hinweise vor, dal3 der NMDA-Rezeptor
und die Serinprotease tPA (tissue plasminogen activator) an diesen Mechanismen beteiligt

saein konnten.
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1.3.4.1 NMDA-Rezeptor

Eine wichtige Funktion bei den Mechanismen des synaptischen Remodelling und der Bildung
perforierter Synapsen konnte der NMDA-Rezeptor innehaben, denn die Tatsache, dal’ dieser
Kana sowohl spannungssensitiv, Calciumionen-durchléssig ist als auch die ssimultane Bin-
dung von Glycin und Glutamat erfordert macht ihn zu einem interessanten Kandidaten in
Hinblick auf plastische Prozesse. Denn wie fir die Induktion von LTP sind auch bei diesem
Kanal kooperative, assoziative und Input-spezifische Vorgange zur Aktivierung erforderlich
(Bliss und Collingridge, 1993). In der Tat liegen mehrere Hinweise vor, dal3 der NMDA-
Rezeptor an den Prozessen neuronaler Plastizitét z.B. bel der Induktion von LTP (Artola und
Singer, 1987; Collingridge et al., 1993; Harris et a. 1984), bei Kindling (Peterson et al., 1984,
Slater et a., 1985), bei der Konsolidierung monokularer Deprivationseffekte (Kleinschmidt,
1987; Rauschecker et a., 1990) und bel rédumlichen Lernen (Morris et al., 1996) beteiligt ist.
Dafur spricht auch die Tatsache, dafl3 gerade in der frihen Entwicklung, zu einem Zeitpunkt
wo viele synaptische Auf- und Umbauprozesse stettfinden, die NMDA-Rezeptor-Aktivitat
sehr hoch ist (Markus et al., 1987).

In vitro Experimente haben gezeigt, da3 durch die aleinige Aktivierung des NMDA-
Rezeptors die Ausbildung von Neuriten gefordert wird (Pearce et al., 1987). Ebenso wurde
gefunden, dal3 in Ratten 1-2 Stunden nach NMDA-Injektion, die PSD-Lange und die Synap-
sendichte zunimmt (Brooks et al., 1991). Diese Untersuchungen zeigen, da? NMDA-
Rezeptoren an der Veranderung der synaptischen Ultrastruktur und an der Formierung neuer
Synapsen beteiligt sind und weisen erneut auf die Relevanz des NMDA-Rezeptors bel den
Mechanismen struktureller Plastizitét hin.

1.3.4.2 Proteasen und aktivitdtsabhéangige synaptische Plastizitat

Maoglicherweise konnten extrazellular agierende Proteasen wie z.B. der gewebespezifische
Plasminogen Aktivator (tPA) an Strukturver&nderungen im ZNS beteiligt sein. Denn tPA be-
wirkt (wie bel der Blutgerinnung) die Aktivierung des Zymogens Plasminogen zur aktiven
Protease Plasmin. Plasmin ist wiederum in der Lage, Molekile der extrazelluldaren Matrix wie
z.B. Fribronektin und Laminin zu schneiden. Da tPA in Wachstumskegeln kultivierter Neuro-
ne nachgewiesen worden ist (Krystosek und Seeds, 1981a/b) und diese fir das Auswachsen
von Neuriten von zentraler Bedeutung sind, liegt es nahe, dal} das Plasminogen-
Aktivator/Plasmin-System eine Degradation der extrazelluldren Matrix bewirkt und dadurch
bestimmte Wachstumsprozesse wie z.B. die Neuritenelongation ermdglicht (Pittman et al.,
1985; Pittman und Buettner, 1989). Ebenso konnte gezeigt werden, dal3 tPA eine wichtige
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Rolle beim Axonwachstum und der Bildung von glutamatergen Synapsen spielt (Baranes et
al., 1998). tPA wére somit ein wichtiges Molekil, das an der Regulation der neuronalen Ent-
wicklung und an der Modulation der neuronalen Architektur beteiligt sein konnte (Gualandris
et al., 1996).

Ferner vermutet man, dal3 tPA auch eine wichtige Rolle bei der synaptischen Plastizitét in
Kontext mit Lernen und Gedéachtnis spielt, da die zelluldre Freisetzung von tPA aktivitatsab-
héngig ist (Gualandris et a., 1996) und eine Korrelation zwischen LTP und der verstarkten
Expression von tPA im Hippocampus der Ratte nachgewiesen werden konnte. Qian et al.
(1993) demonstrierten, dal’ nach Induktion von LTP im Tractus perforans die mRNA fir tPA
in den Kdrnerzellen des Gyrus dentatus ansteigt. Ebenso wurde herausgefunden, dal3 tPA-
Knockout Méause keine langanhaltende Schaffer-Kollateralen-LTP haben und Lerndefizite
aufweisen (Frey et al., 1996; Huang et a., 1996).

Diese Tatsachen machen tPA somit zu einem interessanten Kandidaten beim Studium der
aktivitétsabhangigen synaptischen Plastizitét.
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Mit dieser Arbeit sollen grundlegende Fragen zur aktivitétsabhéngigen Plastizitét exzitatori-
scher Neurone beantwortet werden. Wie in der Einfuhrung dargelegt, gibt es einige Hinweise
daflr, dal3 Neurone in Abhangigkeit von Aktivitét ihre Ultrastruktur verandern. Eine Struktur,
der im Kontext der Plastizitét eine besondere Bedeutung zu kommt, ist die perforierte Synap-
se. Da man perforierte Synapsen lange Zeit fur Artefakte gehalten hat, ist bislang nur wenig
Uber die Funktion und die Mechanismen der Entstehung bekannt. Ziel dieser Arbeit ist es da-
her, die Funktion und die Entstehung perforierter Synapsen zu untersuchen. In diesem Kon-
text sollen folgende Fragen beantwortet werden:

a) Werden synaptische Verbindungen in ihrer Ultrastruktur aktivitétsabhangig verandert?
Korreliert diese Veranderung mit der Effektivitéat der synaptischen Ubertragung und mit
der Stimulationsdauer?

b) Welche Rolle spielen perforierte Synapsen in der aktivitétsabhangigen synaptischen Pla-
stizitét?

c) Sind NMDA-Rezeptoren an der Formierung perforierter Synapsen involviert?

d) Ist tPA an den Mechanismen aktivitdtsabhangiger synaptischer Plastizitét beteiligt?

1.4.1 Vorgehensweise

Um Antworten auf diese komplexen Fragen zu finden, sollen exzitatorische Synapsen in ei-
nem zweidimensionalen Zellkultursystem untersucht werden. Die Experimente sollen an dis-
soziierten hippocampalen Neuronen der postnatalen Ratte durchgeftihrt werden. Der Hippo-
campus bietet sich fur diese Untersuchung an, da diese Neurone, wie bereits in Studien zur
Langzeitpotenzierung gezeigt werden konnte, die erfordlichere Plastizitdt aufweisen. Des
weiteren gibt es Hinweise, dal? im Hippocampus Struktur/Funktionsbeziehungen fur die Spei-
cherung expliziter Gedachtnisinhalte eine Rolle spielen kdnnten.

Ein Zellkultursystem zur Beantwortung dieser Fragen bietet viele Vorteile, da es einfacher ist,
Zusammenhange in einer reduzierten Umgebung, als im komplexen Gewebe zu untersuchen.
Ferner kénnen aufgrund der guten Zuganglichkeit dieses Systems sowohl definierte elektro-
physiologische als auch pharmakologische und immunozytochemische Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Studien an Zellkulturen haben gezeigt, dal die Prinzipien der Zelldiffe-
renzierung, der Synaptogese und die synaptische Ubertragung erhalten bleiben (Bartlett und
Banker, 1984a/b; Papa et al., 1995). Einzelne Faktoren, welche einen Einflud auf die Mor-
phologie und Effektivitat der synaptischen Ubertragung haben kénnten, kénnen somit genau
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untersucht werden. Daher bietet dieses reduzierte zweidimensionale Netzwerk ein ideales
Modell zum Studium der synaptischen Plastizitét.

Zu Beginn dieser Arbeit gilt es, dieses System im Labor zu etablieren und es hinsichtlich sai-
ner Funktionalitét (immunzytochemisch auf die Expression charakteristischer Markerproteine
und elektrophysiologisch auf die Spontanaktivitét) zu Gberprifen. Die immunzytochemischen
Untersuchungen werden mit einem konfokalen Lasermikroskop durchgefuhrt. Fir die elek-
trophysiologische Untersuchungen wird die Patch-Clamp Technik angewendet. Sie ermdg-
licht die direkte Messung von lonenstromen und somit der synaptischen Aktivitdt Uber die
Membranen |ebender Zellen.

Um zu untersuchen, ob in der Zellkultur die synaptische Ultrastruktur exzitatorischer Neurone
in Abhangigkeit von der Netzwerkaktivitdt moduliert wird, wird die synaptische Aktivitét in
diesem System durch direkte Applikation von Pharmaka in verschiedenen Versuchen global
erhoht oder inhibiert. Zur Erhdhung der synaptischen Aktivitdt soll der GABAa-
Rezeptorkanal, durch den Antagonisten Picrotoxin blockiert werden. Um Aussagen Uber das
Ausmal} plastischer Veranderungen in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer machen zu
kénnen, sollen sowohl Kurz- as auch Langzeitstimulationen durchgefihrt werden.

Zur Inhibiton der synaptischen Aktivitat wird Tetrodotoxin (TTX) verwendet, welches selek-
tiv die spannungsgesteuerten Natriumkandle blockiert. Sind die Natriumkandle soweit ge-
blockt, dal3 die Amplitude des prasynaptischen Potentials unter -40 mV sinkt, kann kein Akti-
onspotential mehr am Axonhtigel ausgel6st werden. Somit werden auch keine Transmitter
mehr ausgeschiittet und es entstehen in der Postsynapse keine EPSPs mehr.

Um madgliche, an der synaptischen Plastizitét involvierte Mechanismen herauszufinden, soll
sowohl die Beteiligung des NMDA-Rezeptorkanals sowie die der Serinprotease tPA Uberprift
werden. Der NMDA-Rezeptor soll mit dem kompetitiven Antagonisten APV und tPA durch
den kompetitiven Inhibitor tPA-stop (2,7-bis-(4-Amidinobenzyliden)-cycloheptan-1-
one)dihydrochlorid) oder das Zymogen Plasminogen durch den Plasminogen-Aktivator Inhi-
bitor 1 (PAI-1) geblockt werden.

Die Ultrastruktur erregender Synapsen soll infolge dieser unterschiedlichen Behandlungen mit
Hilfe des Elektronenmikroskopes untersucht werden. Die Wirkung dieser Pharmaka auf die
Aktivitét der Neurone soll mit der Patch-Clamp Technik gemessen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

In Anlehnung an Huettner und Baughman (1996) wurde ein Protokoll zur Kultivierung primé&
rer hippocampaler Neurone aus der postnatalen Ratte etabliert. Bel diesen Kulturen handelte
es sich um Mischkulturen, bei denen sowohl Neurone a's auch Gliazellen (Astrozyten, Oligo-
dendrozyten, Mikroglia) kultiviert wurden. Zur Préparation dieser Primérkulturen wurden 1-3
Tage adte (P1-3) Wistar Ratten aus der Tierhaltung des Universitét-Krankenhauses Eppendorf
verwendet.

Da Primérzellen in Bezug auf die Kultivierungsbedingungen erheblich anspruchsvoller as
Zéllinien sind, wurden die in vitro Kulturparameter wie z. B. das Substrat, auf dem die Zellen
wachsen, das Medium in dem sie kultiviert werden und die Temperatur, den in in vivo herr-
schenden Bedingungen soweit wie mdglich angepal3t.

2.1.1 Beschichtung der Coverslips

Die Zellen wurden auf Glasdeckglésern von 12 mm Durchmesser kultiviert. Um das Anhaften
und Anwachsen der Zellen auf diesen Deckglasern zu ermdglichen, wurden diese mit Protei-
nen (Poly-L-Lysin, Fibronektin oder Laminin, s. 6.1.1), die auch in vivo in der Extrazellul&r-
matrix der Neurone vorkommen, beschichtet (Durchfihrung s. 6.1.2; Material und Geréte s.
6.1.7).

2.1.2 Medien fur die Zellkultur

Ein Zellkulturmedium besteht aus einem isotonisch gepufferten Grundnaghrmedium mit anor-
ganischen Salzen, energieliefernden Nahrstoffen, Aminosauren und verschiedenen Zusatzstof-
fen, die fur das Wachstum und Uberleben der Zellen notwendig sind.

Um fir die Neurone optimale Kulturbedingungen zu schaffen, wurden unterschiedlich ange-
reicherte Medien verwendet (s. 6.1.3-5). Zum Ausplatieren der Neurone wurde Plating-
Medium verwendet. Grundlage dieses Mediums war das Minimal Essential Medium (MEM)),
das mit Pferdeserum und Glucose angereichert wurde. Glucose ist fur die Energiezufuhr der
Zellen essentiell. Das Serum hingegen ist besonders fur das Wachstum und die Proliferation
der Gliazellen wichtig. Es enthélt eine Vielzahl von Stoffen wie z.B. Polypeptide, Hormone,
Lipide, Spurenelemente. Die genaue Zusammensetzung des tierischen Serums ist nicht voll-
sténdig bekannt. Da die Inhaltsstoffe jeder Charge verschieden sind, wurde eine ausgetestete
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Charge reserviert und durchgehend verwendet, um Unregelméaidigkeiten in den Kultivierungs-
bedingungen zu verhindern.

Zum Auswachsen der Neurone in den ersten drei Tagen wurde Neuronenmedium verwendet.
Neuronenmedium ist ein serumfreies MEM, das mit Glucose, Transferrin, Insulin, Progeste-
ron, Putrescin, Natriumselenit, Natriumpyruvat und Ovalbumin (Huhnereiklar) angereichert
ist, um eine optimale Versorgung der Neurone zu gewahrleisten (s. 6.1.5). Zur Vermeidung
Ubermaliiger Gliaproliferation, wurde diesem Medium kein Serum zugesetzt.

Fur die weitere Kultivierung wurde Neuronenmedium mit 1-3-D-Arabinofuranosyl-Cytosin-
Hydrochlorid (AraC) versetzt. AraC ist ein Cytosin Analogen, das die DNA-Polymerase
blockiert und dadurch die Zellteilung proliferationsfahiger Zellen (Astrozyten, Oligodendro-
zyten, Mikroglia etc.) unterbindet. Dadurch wurde ein friihzeitiges Absterben der Neurone
durch Gliatiberwucherung verhindert.

2.1.3 Préparation/Kultivierung der Neurone

Fir jede Prgparation wurden 10 postnatale Ratten (P1-3) verwendet (Durchfiihrung s. 6.1.6).
Die Zellen wurden auf die Coverslips mit einer Dichte von 2x10° Zellen/cm?® ausplattiert und
in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Drei Stunden nach dem Ausplattieren
wurde die Halfte des Mediums gegen normales Neuronenmedium ausgetauscht. Nach drei
Tagen der Kultivierung wurde AraC-haltiges Wachstumsmedium verwendet, um die Gliapro-
liferation zu unterbinden. Anschlief3end wurde das Medium alle 3-4 Tage erneuert.

Die Neurone wurden nach 12 Tagen in Kultur (days in culture, DIC) fir die Experimente
verwendet, da Untersuchungen gezeigt haben, dal3 die Zellen ab diesem Zeitpunkt bereits na-
hezu vollsténdig ausdifferenziert sind (Bartlett und Banker, 1984a/b).

2.2 Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Kulturen wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop,
welches mit einer JVC 3-CCD Kamera versehen ist aufgenommen. Zur digitalen Bildaufnah-
me wurde das Capture Tiff Programm der Firma Matrox verwendet. Die Bilder wurden an-
schlief?end mit den Programmen Adobe Photoshop und Macromedia Freehand weiter bear-
beitet.
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2.3 Immuncytochemie

Die Immuncytochemie ist eine Methode zum Nachweis bzw. zur zelluléren Lokalisation
chemischer Botenstoffe, niedermolekularer Transmitter und neuroaktiver Peptide mittels spe-
zifischer Antikérper.

Die Zellen wurden zunéchst mit Paraformaldehyd fixiert. Paraformaldehyd al's Fixativ reagiert
mit den Aminogruppen von Proteinen und Aminolipiden. Es gewahrleistet aber im Gegensatz
zu Glutaraldehyd, das meistens bel der Elektronenmikroskopie zur Fixierung verwendet wird,
eine bessere Erhaltung vieler Zellfunktionen, wie z.B. enzymatische Aktivitéten und antigene
Eigenschaften (Sabatini et a., 1963). Um die Antikdrper-Antigen-Bindung zu verbessern,
wurden die Zellen dann in Natriumborhydridlésung inkubiert und zur Permeabilisierung der
Membranen durch eine Ethanolreihe gezogen. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch
Inkubation mit einer Blockerldsung abgeséttigt. In einer primaren Antikorpereaktion erfolgte
die Immunreaktion mit dem Substrat. Durch eine sekundédre Reaktion wurde ein Fluorochrom
konjugierter Antikorper an den Primarantikorper gebunden (Durchfihrung: s. 6.2.3; Material
und Geréte s. 6.2.4). Die Antikorperfarbungen wurden anschlief3end mit einem Leica TCS NT
konfokalen Lasermikroskop aufgenommen. Die Fluorochrome wurden bei verschiedenen
Wellenlangen durch einen Argon/Krypton-Laser angeregt (s. Tabelle 1).

Fluorochrome Anregung (nm) Emission (nm)
Lucifer Yellow 466, 488 528 (griun)
Cy2 488 528 (grun)
Cy3 568 628 (rot)
Cy5, TOTO 640 705 (blau)

Tabellel: zeigt die Anregungs- und Emissionwellenldngen der verwendeten Fluorochrome.

Durch die Verwendung unterschiedlicher Fluorochrome konnten am Konfokalen maximal
drei Immunreaktionen paralel durchgefuhrt werden. Die emittierten Wellenlangen konnten
auf getrennten Kandlen aufgenommen und anschlief3end vom TCS-Programm (Leica) als
Overlay dargestellt werden. Die Aufnahmen wurden bel 10 und 20-facher Vergrofierung mit
Neofluar Objektiven (Leica) oder bei 40 und 63-facher VergrofRerung mit Neofluar oil Objek-
tiven der Firma Leica gemacht.

Es wurden entweder 8 oder 16 Schnitte durch das Préparat gelegt, die wiederum 8 mal ge-
scannt wurden. Anschlief3end wurden die Bilder mit den Programmen Adobe Photoshop und
Macromedia Freehand bearbeitet und beschriftet.
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2.3.1 Lucifer Yellow/Synaptophysinfarbung

Zur Uberprifung der Morphologie und der Synaptogenese wurden 12 Tage alte Hippocam-
pusneurone mit Lucifer Yellow gefllt und mit Antikérpern gegen das in der Vesikelmembran
enthaltende Protein Synaptophysin inkubiert.

Um Zellen mit Lucifer Yellow zu flllen, wurde das Patch-Clamp Verfahren (s. 2.5) angewen-
det. Es wurden relativ grof3e Mikropipetten mit einem Widerstand von 2-3 MW verwendet.
Die Zellen wurden jeweils im Whole-Cell Modus in der Voltage-Clamp Konfiguration 10-15
Minuten lang gefillt. Die Qualitét der Fullung wurde durch Beobachtung der Fluoreszenzin-
tensitét der Zelle verfolgt. Die Pipette wurde nach Abschlufd der Fillung langsam aus dem
Soma herausgefahren. Anschlief3end wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Fir die
Immuncytochemie (s. 6.2) wurden ein Maus anti-Synaptophysin und ein anti-Maus Cy3 kon-
jugierter Antikorper verwendet (Antikorper, s. 6.2.2; Durchfihrung s. 6.2.3).

2.3.2 Neuronen/Gliaverhaltnis

Ein ausgewogenes Neuronen/Gliaverhdtnis ist in der Kultur fir das Uberleben und Wachs-
tum der Neurone wichtig. Bei einem zu hohem Gliaanteil werden die Neurone von Gliazellen
Uberwuchert und sterben demzufolge ab. Ein zu geringer Gliaanteil fihrt zu einer Subversor-
gung der Neurone, wodurch das Wachstum stark beeintréchtigt wird. Daher wurde zu Beginn
der Experimente das Neuronen/Gliaverhdtnis in der Kultur nach 1, 4, 6, 8, 12 und 14 Tagen
immuncytochemisch bestimmt.

Die Gliazellen wurden mit einem Maus anti-GFAP Antikoérper und einem anti-Maus Cy2
konjugierten Sekundéarantikorper nachgewiesen. GFAP (glia fibrillary associated protein) ist
ein Glia spezifisches Protein. Neurone wurden mit einem Antikérper gegen das Tubuli-
assoziierte Protein Tau (Rabbit anti-tau) und einem anti-Rabbit Cy3 konjugierten Sekundér-
antikorper nachgewiesen (s. 6.2.2). Zusatzlich wurde eine Kernfarbung mit Toto durchgefihrt
(Durchfiihrung s. 6.2.3). Am konfokalen Lasermikroskop wurden von den verschiedenen Pro-
ben jeweils 10 Bilder bei 10-facher Vergréf3erung aufgenommen und das Verhétnis von Neu-
ronen zu Gliazellen ausgezéhlt.

2.3.3 Verhaltnis exzitatorischer/inhibitorischer Neurone

Da in den folgenden Experimenten nur exzitatorische Synapsen untersucht werden sollten,
wurde das Verhdltnis inhibitorischer zu exzitatorischer Neuronen in der Kultur immuncyto-
chemisch untersucht.
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Inhibitorische Neurone wurden mit den Antikdrpern Rabbit anti-GAD und anti-Rabbit konju-
giert mit Cy3 nachgewiesen. Das Enzym Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD) decarboxy-
liert Glutamat bzw. Glutaminsdure zu g-Aminobuttersdure (GABA), den vorherrschenden
Transmitter der inhibitorischen (GABAergen) Neurone. Die exzitatorischen, GABA-
negativen Neurone, wurden mit Maus anit-MAP2, einem Antikorper gegen das neuronae
Protein MAP 2 (microfibrillary associated protein 2), und einem anti-Maus Cy2 konjugierten
Antikorper detektiert (Durchfiihrung s. 6.2.3). Es wurden 20 Bilder bei 10-facher Vergrofle-
rung aufgenommen. Auf jedem Bild wurde die Anzahl der GABA-positiven und -negativen
Neurone gezahlt und das Verhdltnis dieser Zellen zueinander bestimmt.

2.4 Elektronenmikroskopie
2.4.1 Das Elektronenmikroskop

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Synapsen wurden am hochauflésenden
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) CEM 902 A der Firma Zeiss durchgefuhrt. Mit
diesem TEM wird eine Auflésung von 0.344 nm (1000-fach grof3er als beim Lichtmikroskop)
erreicht.

Der Aufbau eines TEMs ist dem eines Lichtmikroskopes analog. Es besteht aus einer Strah-
lungsquelle, magnetischen Linsen, einen fluoreszierenden Leuchtschirm, sowie einem Vaku-
um- und Kuhlsystem. Der Hauptunterschied zum Lichtmikroskop liegt in der Verwendung
von Elektronen als Strahlungsquelle. Elektronen haben eine wesentlich geringere Wellenlange
als sichtbares Licht, wodurch eine erheblich hthere AuflGsung erreicht wird.

Nach de Broglie und Abbe ist das Aufldsungsvermdgen, von Linsenfehlern abgesehen, durch
die Wellenlange begrenzt, die sowohl von der Geschwindigkeit als auch von der Masse der
Energiequelle abhéngig ist. Die Wellenldngen des sichtbaren Lichts liegen zwischen 400-800
nm, die eines Elektrons bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV bei ca. 0.004 nm. Das
Auflésungsvermdgen eines Lichtmikroskopes liegt daher bei ca. 0.2 um, das eines TEMs bei
ca. 0.2 nm. Aufgrund von Linsenfehlern, insbesondere der sphérischen Aberration (s.u.) ist
das Auflésungsvermégen eines TEMs nur um den Faktor 1000 und nicht um den theoreti-
schen Faktor von 100000 verbessert.

Die Strahlungsquelle: Das Filament bzw. die Kathode besteht aus einem V-férmigen Wolf-
ramfaden mit ca. 0.1 mm Durchmesser. Durch Anlegen einer geringen Potentialdifferenz zwi-
schen den Fadenanschliissen fliefdt ein Strom durch den Wolframfaden und es kommt auf-
grund des el ektrischen Widerstandes zum Aufheizen des Drahtes. Dieser Strom wird daher als
Heizstrom bezeichnet. Ein optimaler Heizstrom liegt bei 2600 K. Ubersittigung durch eine
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Temperaturzunahme um 200 K dber die Séttigungstemperatur fihrt zu einer drastischen Ab-
nahme der Filamentlebensdauer. Durch Glihemission an der Fadenspitze werden die Elektro-
nen in ale Richtungen emittiert. Verbindet man die Glihkathode mit dem negativen Pol und
die Anode mit dem positiven Pol einer Gleichspannungsquelle, werden die aus der Kathode
austretenden Elektronen in dem so erzeugtem elektrischen Feld zur Anode hin beschleunigt.
Es entsteht ein Strom, der als Anodenstrom bezeichnet wird. Seine Stérke ist unter anderem
von der zwischen Kathode und Anode bestehenden Spannung (Anoden- bzw. Beschleuni-
gungsspannung) abhangig. Mit wachsender Anodenspannung wéchst auch der Anodenstrom
bis zu einem von der Temperatur der Kathode abhéngigen Maximalwert, der als Séttigungs-
wert bezeichnet wird. Es wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 80 kV gearbeitet.
Die emittierten Elektronen werden durch den sogenannten Wehneltzylinder, der die Kathode
umgibt, gebundelt. Dieser wird auf einem zum Faden negativen Potential von mehreren hun-
dert Volt gehaten. Der Zylinder wirkt auf die Elektronen abstof3end und fungiert als elek-
trostatische Linse, welche die Elektronen vor der Anode im Strahlkreuzungspunkt (Crossover)
konzentriert. Die Elektronen, die durch die zentrale Offnung der Anode strémen, bilden den
Elektronenstrahl (Flegler et al., 1993; Plattner und Zingsheim, 1987).

Elektromagnetische Linsen: Eine elektromagnetische Linse besteht aus einer Spule mit meh-
reren Drahtwindungen. Strom, der durch diese Spule flief3 induziert ein Magnetfeld, das die
Elektronen ablenkt. Die Spule ist aufen vollstandig mit Eisen umgeben. Der Innenraum ist bis
auf einen kleinen Spalt ebenfalls mit Eisen abgeschirmt. In diesem Spalt wird das elektrische
Feld konzentriert. Die Elektronen durchlaufen die Magnetspule auf einer helikalen Bahn.

Alle elektromagnetischen Linsen werden durch Anderung des Stromes gesteuert bzw. fokus-
sert. Ein strkerer Strom fuhrt zu einer kiirzeren Brennweite, wodurch die Kraft der Linse
steigt. Die bei optischen Linsen geltenden Gesetzmaliigkeiten lassen sich auch auf die elek-
tromagnetischen Ubertragen (Flegler et al., 1993).

Linsenfehler: Durch eine Anzahl von Linsenfehlern kann die Auflésung herabgesetzt werden.
Die am haufigsten auftretenden Linsenfehler sind der Astigmatismus, die chromatische und
die sphérische Aberration. Der Astigmatismus entsteht dadurch, dal3 die Stérke des Linsenfel-
des nicht symmetrisch ist. Die Bilder werden entsprechend verzerrt. Die chromatische Aber-
ration resultiert daraus, dal3 elektromagnetische Strahlung mit verschiedenen Enegieniveus
unterschiedliche Wellenléngen hat. Energiereichere Elektronen mit kirzeren Wellenldngen
haben einen anderen Brennpunkt als langwelligere Elektronen. Sie werden daher nicht in ei-
nem Punkt fokussiert, wodurch die Auflosung herabgesetzt wird. Es mul3 deshalb ein gutes
Vakuum und eine gleichmaliige Beschleunigungsspannung anliegen. Besonders dickere Pr&
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parate weisen ein heterogeneres Engergiespektrum auf. Bel der spharischen Aberration wer-
den periphere Strahlen starker gebrochen a's innere. Dadurch kommt es ebenfalls zu verschie-
denen Brennpunkten, wodurch die Aufldsung herabgesetzt wird. Durch Aperturen kdnnen
jedoch die @uf¥eren Strahlen aus dem Strahlengang eliminiert werden.

Das Linsensystem: Der Elektronenstrahl wird zundchst durch zwei Kondensorlinsen fokus-
siert und durchstrahlt die Probe (s. Abbildung 6). Die erste Kondensorlinse ist eine extra star-
ke Linse. Sie verdichtet den ca. 50 pm dichten Elektronenstrahl auf 1 pm. Die zweite ist eine
schwéchere, variable Linse, die den Strahldurchmesser von 1 auf 10 um steuert. Dadurch
konnen ganz gezielt bestimmte Bereiche einer Probe beleuchtet werden und somit Strahlungs-
schéden auf der restlichen Probenfldche vermieden werden. Mit dieser Linse kann am TEM
die Strahlhelligkeit gesteuert werden (Flegler et al., 1993)
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Abbildung 6: Funktionsschemafur die Elektronenoptik des EM 902A.

Kondensorlinsen sind mit Aperturblenden ausgestattet. Kleinere Aperturblenden erzeugen
dunklere Bilder und schitzen empfindliche Préparate vor zu hohen Elektronenkonzentratio-
nen. Die wichtigste Funktion der Kondensoraperturblenden besteht aber in der Definition des
Aperturwinkels bel der Bestrahlung. Wenn sich der Strahl im Crossover befindet hat er eine
maximale Apertur, aber nicht maximale Bildqualitdt. Durch Defokussieren der Kondensorlin-
se wird der Aperturwinkel der Bestrahlung kleiner und damit die Strahlkoh&renz und die
Auflésung grofier (Flegler et al., 1993).

Die meisten Elektronen passieren die Probe ohne Abweichung. Durch Kontrastieren mit
Schwermetallen werden jedoch einige Elektronen abgelenkt und somit aus dem aus der Probe

austretenden Strahl entfernt. Wie stark die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen
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den Elektronen im Strahl und den Atomen in der Probe zur Streuung und daher zur Bilder-
zeugung beitragen, hangt von der Dicke der Probe ab. Zu dicke Proben erzeugen zunehmend
chromatische Aberration, welche die Auflésung herabsetzt. Die unterschiedliche Streuung
fahrt zu dem Kontrast, der notwendig ist, um ein Bild auf dem Leuchtschirm zu erzeugen
(Plattner und Zingsheim, 1987). Die Elektronen, welche die Probe passiert haben werden zu-
néchst durch eine weitere magnetische Linse, der Objektivlinse fokussiert und vergréfert. Die
Objektivlinse ist die wichtigste Linse im TEM. Sie ist die erste vergrofiernde Linse und be-
stimmt das Auflésungsvermogen des TEMs. Alle Mangel in der Objektivlinse werden durch
andere Linsen weiter vergrof3ert. Durch die Objektivaperturblende wird der Kontrast der Pro-
be verstarkt. Beim CEM 902A stehen drei Kontrastblenden zur Verfigung: 30, 60 und 90 pm.
Durch kleine Aperturen wird der Kontrast auf Kosten der Beleuchtung vergrof3ert. Ferner
wird die Schérfentiefe erhoht.

Durch intermediare Linsen wird die Vergrof3erung der Objektivlinse verzerrungsfrel weiter-
geleitet. AnschliefRend wird durch zwei aufeinanderfolgende Projektorlinsen das Bild weiter
vergrof3ert und auf dem fluoreszierenden Leuchtschirm abgebildet. Dieser Schirm ist mit einer
Schicht phosphoreszierenden Zink/Cadmiumsulfid, die mit Nitrocellulose an den Schirm ge-
bunden ist, Uberzogen. Nach Elektronenbeschul® emittiert er sichtbares Licht. Abgelenkte
Elektronen, die aus dem Strahl eliminiert wurden, kdnnen natirlich kein sichtbares Licht vom
Schirm freisetzen. Die Stellen, die diese Elektronen getroffen hétten bleiben somit dunkel.
Dadurch entsteht ein spezifisches Probenabbild (Flegler et al., 1993).

Das Vakuumsystem besteht aus verschiedenen Pumpen, Ventilen und Schaltkreisen. Die
Saule mul3 evakuiert sein, da Gasmolekiile zwischen Kathode und Anode in positiv geladene
lonen umgewandelt werden, die dann wiederum zu diskontinuierlichen Entladungen zwischen
Filament und Anode und somit zur Unterbrechung des gleichméiiigen Elektronenstrahls fih-
ren wirden. Ferner wird durch ein schlechtes Vakuum die Lebensdauer des Filamentes herab-
gesetzt, da es zur Oxidierung des Wolframfilamentes kommen kann, wodurch weniger Elek-
tronen emittiert werden kénnen. Des weiteren konnten sich Elektronen in Luft nur ein paar
Mikrometer fortbewegen, da sie durch Kollision mit Gasmolekilen gestoppt werden. Ebenso
wird durch das Vakuum die Kontamination durch Gase wie z.B. Wasserdampf und organische
L osemittel aus dem Labor, die zur Entstehung korrosiver Gase fuhren konnten verhindert. In
der Saule liegt ein Vakuum von ca. 10° hPavor.

Das Kihlsystem: Die Probe wird mit Stickstoff gekihlt, da der flissige Stickstoff das Metall
des Goniometers kalt halt. Dadurch werden Verunreinigungen angezogen und ein Reil3en des
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Schnittes bedingt durch Erhitzung verhindert. Die Kilhlung der Séule erfolgt durch ein Was-

serzirkulationssystem.

2.4.2 Experimente

Es wurden folgende Versuche durchgefihrt:

a) Wachstumsmedium wurde mit 50 uM Picrotoxin fur 15 Minuten versetzt. Anschlief3end
wurde das Medium gewechselt und die Kulturen wurden fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert;

b) Kulturen wurden fir 3 und 8 Tage mit 50 UM Picrotoxin versetzt;

¢) Kulturen wurden fur 3 und 8 Tage mit 50 uM Picrotoxin und 50 pM APV versetzt;

d) Kulturen wurden fir 3 und 8 Tage lang mit 50 uM APV versetzt;

e) Kulturen wurden fir 15 Minuten mit 50 uM Picrotoxin und 1 puM tPA-Inhibitor (tPA-stop
oder PAI-1) versetzt. Anschlief3end wurde das Medium gewechselt und die Kulturen wur-
den fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert;

f) Kulturen wurden fir 15 Minuten mit 1 uM tPA-Inhibitor (tPA-stop oder PAI-1) versetzt.
Anschlief3end wurde das Medium gewechselt und die Kulturen wurden fur 1 Stunde bel
37°C inkubiert;

g) Kulturen wurden fur 15 Minuten mit Magnesium-freiem Medium (MEM, Nr. 51200, Gib-
co/Life Technologies) das zusétzlich mit 1 mM Calcium angereichert wurde, versetzt. Die
Calciumkonzentration betrug 2.5 mM Anschlief3end wurde das Medium gewechselt und
die Kulturen wurden fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert;

h) Kulturen wurden fir 8 Tage mit 1 uM TTX versetzt.

Unbehandelte Kulturen dienten as Kontrollen. Das Medium der Kontrollen wurde immer

paralel mit dem Medium der behandelten Kulturen ausgewechselt, um mdgliche auliere

Faktoren ausschlief3en zu kdnnen.

Es wurde bei jedem Experiment ca. 100 Synapsen ausgewertet. Die Experimente a - f wurden

4-mal mit jeweils unterschiedlichen Zellkulturpréparationen durchgefihrt, g und h jewells 2-

mal. Im Anschlufd wurden die Kulturen fir die Elektronenmikroskopie eingebettet.

2.4.3 Einbettung

Die Neurone wurden mit Glutaraldehyd bei einer Temperatur von 37°C fir 10 Minuten fixiert
(s. 6.3.2). Es wurde die Temperatur von 37°C gewéhlt, da die Zellen im Inkubator auf diese
Temperatur eingestellt waren und nicht durch eine Temperaturveranderung, welche zu einer
verénderten Transmitterfreisetzung fuhren kann, die Ergebnisse der Stimulation verandert
werden sollten. Zur Fixierung wurde Glutaraldehyd verwendet, da dieses Dialdehyd mit den
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Aminogruppen |6slicher- a's auch membrangebundener Proteine zu hochvernetzten Komple-
xen auf Pyridinbasis reagiert, wodurch ein sehr hoher Grad der réaumlichen Unversehrtheit in
mit Glutaraldehydfixierten Gewebe erreicht wird.

Anschlief3end wurden die Zellen mit einem Gemisch aus Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid
(Os0y) bei 37°C weiter fixiert (s. 6.3.2). OsO4 wird in der Elektronenmikroskopie i.a. as se-
kundéres Fixativ benutzt, da durch eine alleinige Aldehydfixierung nicht alle Molekile aus-
reichend fixiert werden. Die Hauptreaktion des OsO, ist die Reaktion mit ungeséttigten Fett-
sduren der Membran sowie anderen ungeséttigten Verbindungen. Ferner streut OsO, as
Schwermetalloxid effektiv Elektronen, so dal3 es auch as Kontrastmittel wirkt. Auf3erdem
verlieren die Zellen durch die Osmiumbehandlung ihre osmotischen Eigenschaften und sind
in den folgenden Schritten weniger empfindlich gegentiber ihrer Umgebung, so dal3 kein Puf-
fer mehr verwendet werden muf3 (Plattner und Zingsheim, 1987).

Da im hydratisierten Zustand keine Elektronenmikroskopie durchgefihrt werden kann, war
eine Entwasserung des Prgparates notwendig. Die Dehydratisierung wirkt maoglichen
Schrumpfungs- und Deformierungseffekten entgegen. Ferner muf3 das zuletzt verwendete
Dehydrierungsmittel mit dem Einbettungsmedium mischbar sein. Zur Entwéasserung eignet
sich Ethanol sehr gut, da es die Aufrechterhatung der Reduktion und Bindung von Osmium
erlaubt

Da man fur die Transmissionselektronenmikroskopie sehr diinne Praparate benttigt, die in
Form ultradiinner Schnitte (60 nm) hergestellt werden, wurden die Proben in Kunstharze ein-
gebettet. Zur Einbettung kdnnen verschiedene Harze verwendet werden. Es wurde entweder
Araldit oder Epon verwendet (s. 6.3.3). Das Harz wurde erst kurz vor Gebrauch mit Be-
schleuniger versetzt und homogenisiert.

Die mit dem reinen Harz/Beschleunigergemisch bedeckten Deckglaser wurden dann so auf
ausgehéartete Araldit/Epontrager gelegt, dal? die Zellen zu der Trageroberflache zeigten. Die
Proben wurden dann fur 2 Tage bel 60°C in einen Ofen zur Aushéartung gestellt. Anschlief3end
wurden sie in flUssigen Stickstoff gehalten, wodurch das Glas vom Harz abgesprengt wurde.
Die Zellen befanden sich nun auf der Harzoberflache. Die eingebetteten Proben wurden auf
eine 60°C warme Heizplatte gelegt und in kleine Wiirfel von 2-3 mm? geschnitten. Diese
Wirfel wurden auf bereits gegossene Aralditsténder aufgeklebt und zur Hartung des Klebers
erneut 1 Stunde bel 60°C in den Ofen gestellt. Anschlief3end konnten die Proben mit Rasier-
klingen zur Trapezform getrimmt werden. An einem Ultramikrotom wurden mit einem Dia-

mantmesser 60 nm diinne Schnitte geschnitten, die mit einem Grid von der Wasseroberfléche
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des Diamantmessers aufgenommen wurden. Die Grids wurden zunéchst |uftgetrocknet und
dann kontrastiert.
2.4.4 Gridbefilmung

Um ein besseres Haften der Schnitte auf dem Grid zu erméglichen, wurden die Grids mit
entweder 0.2 % Pioloform geldst in Chloroform oder 0.5 % Parladion gel6st in 1soamylacetat
befilmt (Durchfihrung s. 6.3.4) Entscheidend bei der Befilmung ist ein gleichméfdiger diinner
Film, da sonst die Praparate zu dick und die Bilder daher unscharf werden. Es kdnnen auch
unbefilmte Grids verwendet werden. Diese haben den Vorteil, dal? man schérfere Bilder er-
halt. Allerdings haften die Préparatkanten auf diesen Grids relativ schlecht, wodurch der
Schnitt nicht so gut aufliegt.

2.4.5 Kontrastierung

Zur Erhohung des Kontrastes und der Bildscharfe wurden die Schnitte kontrastiert. Es wurde
die Doppelkontrastierung mit den Schwermetallsalzen Uranylacetat und Bleicitrat nach
Reynolds (1963) durchgefihrt (s. 6.3.5).

Durch die Uranylacetatkontrastierung wird der Kontrast proteinreicher Strukturen und Nu-
kleinsduren sowie der Gesamtkontrast der restlichen Zellkomponenten erhoht. Blel, gewohn-
lich als Bleicitrat mit pH 12, verbessert den Kontrast von Glykogen, SH-Gruppen einiger
Proteine, Nukleotide (Uber die Phosphatgruppen) und Verbindungen, die mit OsO, reagieren
(Plattner und Zingsheim, 1987). Da die Kontrastierung mit Blel besser verlauft, wenn das
Material vorher mit Uranylacetat behandelt wurde (die beiden Kontrastierungsmittel scheinen
Synergisten zu sein) wird dieser Schritt zuletzt durchgefihrt. Das Kontrastieren mit Blei ist
sehr anfallig fur Verunreinigungen durch Bleicarbonat, das mit atmosphéarischen CO, gebildet
wird. Daher wird die Bleikontrastierung in Gegenwart von NaOH-Platzchen durchgefihrt,
welche das atmosphérische CO, binden.

2.4.6 Auswertung

Die Auswertung der Synapsen wurde durchgefiihrt, ohne zu wissen um welche Gruppe es sich
handelte. Die Bildaufnahme am TEM erfolgte mit der Kamera SIT 66 und AnalysisO-
Software. Es wurden von jeder Gruppe ca. 100 Synapsen bei einer 13400-fachen Vergrolie-
rung aufgenommen. Auf jedem zur Auswertung verwendeten Bild einer exzitatorischen
Synapse mufiten die Prasynapse mit Vesikeln, der synaptische Spalt und die postsynaptische
Dichte (PSD) der Postsynapse, die entweder durch einen Spine oder einen Dendriten darge-
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stellt wurde, deutlich zu erkennen sein. Die Synapsen wurden dann in verschiedene Kategori-
en unterteilt: Es wurde zwischen Spine- und Schaftsynapsen sowie zwischen perforierten und
nicht-perforierte Synapsen unterschieden.

Eine Synapse wurde als Spinesynapse gewertet, wenn in der Postsynapse keine Organellen
und Mikrotubuli vorlagen, sondern nur schwach angeférbtes Material, das fur Spines charak-
teristisch ist, zu sehen war. Hingegen konnten Dendriten leicht durch Mikrotubuli und Mito-
chondrien identifiziert werden. Eine Synapse wurde as perforiert bezeichnet, wenn die PSD
aus zwei oder mehreren einzelnen Segmenten, die aber alle zu einer Membran gehdrten, be-
stand. Synapsen mit kontinuierlicher PSD wurden entsprechend als nicht-perforiert bezeich-
net. In Anlehnung an Gabbot und Stewart (1987) wurden bel jeder Synapse aul3erdem folgen-
de Parameter bestimmt:

- Lénge der gesamten Kontaktzone zwischen Pr& und Postsynapse

- Lange der gesamten PSD (ohne Unterbrechungen)

- Assoziations-Index (Verhdtnis von PSD-Lénge zur Lange der Kontaktzone in Prozent)

- Boutonfl&che

- Mitochondrienflache

In den Tabellen und Grafiken wurden die Mittelwerte der Daten und die Stichprobenstandar-
dabweichungen angegeben. Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit dem
Student’s t-test (Mathcad) oder mit dem chi-Test (Excel) ermittelt.

2.5 Elektrophysiologie

Ergadnzend zu den morphologischen Untersuchungen wurde mit Hilfe der Patch-Clamp-
Technik (Neher und Sakman, 1976) der Einflufd von Picrotoxin, APV und tPA-stop auf die
Spontanaktivitét der Neurone untersucht.

2.5.1 Aufbau des MefRstandes

Der Patch-Clamp-Mef3stand bestand aus einem inversen Mikroskop, Mikromanipulator, Vor-
verstarker mit Pipettenhalter und Pipette, Patch-Clamp-Verstarker, A/D-Wandler und einem
Computer (s. 6.4.2). Die Gerdte waren auf einem schwingungsgedampften Tisch aufgebaut,
da bereits geringe mechanische Schwingungen und Erschiitterungen in der Umgebung zu ei-
ner Storung der hochempfindlichen Messung fiihren konnten. Zur Abschirmung war der
Stand mit einem Faraday-K&fig umgeben und geerdet.
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2.5.1.1 Pipetten

Patch-Pipetten werden durch ihre Wandstérke und ihren Widerstand charakterisiert. Dieser
héngt von der Spitzentffnung und der Flankenform (Flankenwiderstand) ab. Es wurden Pi-
petten aus dinnwandigen Borsilikatglas mittels eines horizontalen Pipettenziehgeréates gezo-
gen. Die Pipettenwidersténde lagen zwischen 2 - 4 MW.

Die Pipetten wurden mit interzellulérer Losung geflllt und in den Pipettenhalter eingesetzt,
der elektrisch mit dem Vorverstérker verbunden war. Pipettenhalter und Vorverstarker befan-
den sich auf einen motorisierter Mikromanipulator. Dieser ist erforderlich, um mit der Pipette
gezielt auf einer Zelle aufzusetzen.

Der Vorverstarker ist Uber einen chlorierten Silberdraht mit der Pipettenl 6sung verbunden; der
Erdleiter mit der BadlGsung. Beide Elektroden wurden vor jedem Versuch mit konzentrierter
Natriumhypochloridldsung neu chloriert.

2.5.1.2 Applikation

Die Applikation der Pharmaka erfolgte durch eine langsame Badperfusion. Die Flissigkeit
flol3 dabei durch die Gravitation bedingt in die Kammer. Diese Art der Applikation ist fur
Modifizierung von Stromen etc. ausreichend (Numberger und Draguhn, 1996). Das Flissig-
keitsvolumen in der Kammer wurde niedrig gehalten, um einen schnellen Ldsungsaustausch
(< 2 Minuten) zu gewahrleisten.

2.5.1.3 Datenaufnahme

Die Datenaufnahme erfolgte tiber den EPC-9 Patch-Clamp Verstérker. Dieser besteht aus ei-
nem Vor- und einem Hauptverstérker. Der Patch-Clamp-Vorverstarker mifdt das Stromsignal
und liefd es als Spannung aus (Strom/Spannngswandler). Die Mel3werte werden dann zur
Steuereinheit des Verstarkers weitergeleitet, wo sie entsprechend umgerechnet und auf den
Monitor ausgelesen werden. Es konnen entweder Voltage-Clamp- oder Current-Clamp-
Messungen durchgefihrt werden.

2.5.2 Voltage-Clamp-Messung

Mit der Voltage-Clamp-Messung konnen einzelne Strome durch lonenkande gemessen und
die Kinetiken dieser Stréme untersucht werden.

Im Voltage-Clamp Modus wird das Membranpotential der Zelle durch einen Kompensations-
strom, der genauso grof3 ist wie der Strom, der durch die Membran flief3t, diesem aber entge-
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gen gerichtet ist, konstant gehalten. Dieser Kompensationsstrom &3t Schltisse Uber die Leit-
fahigkeit der Membran zu.

Das Abgleichen des Potentials der Zelle mit einem vorgegebenden Kommandopotential er-
folgt Uber den Vorverstérker. Die wichtigsten Elemente des Vorverstérkers sind der Operati-
onsverstérker (OPA, operational amplifier) und der Rickkopplungswiderstand Ry (f fur feed-
back). Am (-) Eingang des OPA liegt die Pipettenspannung Ui, an, am (+) Eingang die Soll-
spannung (Us), die Uber die Steuereinheit des Verstarkers vorgeben werden kann. Ist Upp *
Usi, entstent am Ausgang des OPAs eine Spannung (Us), die dieser Differenz proportional,
aber in Abhéngigkeit von Ry extrem verstéarkt ist. Durch diese Spannungsdifferenz fliefdt Gber
Rr ein Strom. Da der Eingangswiderstand von OPA unendlich hoch ist (ca. 10" W), kann die-
ser Strom nur in die Pipette flief3en. Er fliefdt solange, bis Ui, = Ugy ist. Die Spannung am
OPA (U¢) wird an einem nachgeschalteten Differenzverstarker mit der Kommandospannung
(Uson) verglichen und die Differenz (Uays) Uber den Strommonitor ausgegeben. Das Span-
nungssignal wird an die Steuereinheit weitergeleitet und durch einen, am EPC-9-Verstarker

eingestellten, von R-abhangigen Kalibrierungsfaktor in den Strom umgerechnet.

2.5.3 Current-Clamp-Messung

In der Current-Clamp-Anordnung wird der Strom durch die Membran fest vorgegeben. Das
Potential hingegen bleibt variabel. Dadurch kénnen Rickschlisse auf das physiologische Er-
regungsmuster, die Spontanaktivitét der Zelle gezogen werden.

In dieser Mefkonfiguration wird das Potential zwischen Pipette und Badelektrode gemessen.
Der Vorverstérker arbeitet in diesem Modus as einfacher Spannungsfolger. Dies geschieht
durch eine schnelle zusétzliche Rickkopplungsschleife, die zwischen dem (-) Eingang des
OPA mit der Pipettenspannung (Uyip), Uber die differentielle OPA-Ausgangsspannung zurtick
zum (+) OPA-Eingang verlauft. Andert sich das Membranpotential der Zelle und somit Upp,
andert sich auch die Spannung am OPA-Ausgang. Dies resultiert in der Anderung des iiber R
fliefenden Stromes und der an Ry abfalenden Spannung U;, die dann auf den (+) OPA-
Eingang zurtickgeleitet wird. Diese Ausgleichsspannung ist proportional zur Potentialénde-
rung der Zelle. Sie wird tber den Spannungsmonitor aufgenommen.
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2.5.4 Kapazitatskorrektur

Bei jeder Anderung der Kommandospannung kommt es zunéchst zu einem Umladeprozef3 der
Pipetten- und Zellkapazitét. Die Kapazitat (C) ist die Ladungsmenge (Q), die zum Aufbau
einer Spannung (U) benétigt wird: C*U=Q. Um die an einen Kondensator anliegende Span-
nung zu verdndern, muR entweder Ladung hinzugefiigt oder entfernt werden. Die Anderung
der Ladung ist das Ergebnis des Stromes Uber den Kondensator. Da Strom der Flul3 von La-
dung pro Zeiteinheit ist (1 Coulomb ist die Ladungsmenge, die 1 Ampere Strom in einer Se-
kunde transportiert. 1C= 1A*s) hangt sie von der Stromgrdofie und der Dauer des Stromflusses
ab. Die Membrankapazitdt reduziert im Endeffekt die Geschwindigkeit, mit der sich das
Membranpotential auf einen Strompuls hin &ndert. Die Zeitkonstante t ist das Produkt aus
Membranwiderstand und Membrankapazitédt. Sie gibt die Zeit an, in der der Strom 63% seines
Endwertes erreicht.

Bel jeder Spannungsanderung geht folglich Zeit fir die kapazitive Umladung verloren. Eine
Anderung der Kommandospannung fiihrt daher nicht sofort zu der entsprechenden Anderung
des Membranpotentials. Als Antwort auf einen rechteckigen Strompuls entstehen schnell an-
steigende und exponentiell abfallende, sogenannte transiente Stréme, die durch das Verschie-
ben von Ladungen auf der Membran bedingt sind. Diese kapazitiven Artefakte storen das ei-
gentliche Mef3signal und konnen bel sehr grof3en Spannungsspringen den Vorverstérker kurz-
zeitig in die Séttigung treiben, wodurch der Regelkreis fir die Spannung dann kurzzeitig aus-
falt. Durch die Kapazitdtskompensation (C-Kompensation) werden daher die kapazitiven
Stréme klein gehalten werden. Der transiente Strom wird durch einen zweiten Eingang in die
Pipette gespeist und erscheint daher nicht mehr im Stromsignal des eigentlichen Mef3krei ses.
Am EPC-9 Verstérker gibt es zwel unterschiedliche Kapazitétskorrekturmechanismen. Mit
der schnellen Kapazitéatskorrektur (C-fast) mit einer Zeitkonstante von 0.5 - 0.8 ps kdnnen die
kapazitiven Strdme von Pipette und Pipettenhalter korrigiert werden. Mit der langsamen Ka-
pazitatskorrektur (C-slow) mit einer langsamen Zeitkonstanten (<5 ps) werden die Umlade-
strome der Membran korrigiert.

Die Kapazitét ist direkt proportiona zur Fléache der Membran und somit ein direktes Mal3 fur
die Grole eines Neurons. Da auf einer grof3en Flache mehr Ladung gespeichert werden kann,
wird bel groferen Neuronen mehr Strom bendtigt a's bei kleineren, um das gleiche Membran-

potential zu erzeugen.
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2.5.5 Serienwiderstand

Im Whole-Cell Modus ist die Pipette mit dem Zellinneren leitend verbunden. Zwischen Sil-
berdraht und Soma liegt der Serienwiderstand Rs. Dieser entspricht rein theoretisch dem Pi-
pettenwiderstand Rpp. Da jedoch beim Offnen der Zelle Membranfragmente mit in die Pipette
gesaugt werden, ist er beinahe doppelt so grol3 wie Rpp. Dies hat zur Folge, dal3 die Ge-
schwindigkeit des bei einer Spannungsanderung zu injizierenden Stromes verringert wird. Der
Vorverstarker reagiert erst mit Verzégerung, wodurch das Kommandopotential fir eine kurze
Zeit von der Sollspannung abweicht. Des weiteren fallt bei der Strominjektion ein Teil der
Spannung bereits am Serienwiderstand ab, wodurch im Zellinneren eine zu geringe Spannung
aufgebaut wird. Nur wenn Rs gegentiber dem Membranwiderstand Ry sehr klein ist, liegt na-
hezu die vorgegebene Spannung an. Um den Verlust zu kompensieren, wird Uber einen weite-
ren Regelkreis noch ein zusétzlicher Anteil zur Kommandospannung addiert, der proportional
zum gerade injiziierten Strom ist und somit einen Teil des erwarteten Spannungsverlustes

ausgleicht (Numberger und Draguhn, 1996).

2.5.6 Durchfihrung

Der Coverslip mit den zu messenden Zellen wurde in eine 35 mm Petrischale Uberfihrt und
mit einem Silikonkleber befestigt. Zusétzlich wurde ein Plexiglaseinsatz in die Schale einge-
setzt, um das Kammervolumen zuverringern. Der Plexiglaseinsatz hatte an der Seite drei ein-
gefréste Zugéange fur die Pipette, die Badelektrode sowie den Ab- und Zuflu3. Der Coverdip
wurde in die Meflzkammervorrichtung des inversen Mikroskops eingesetzt und vor Patch-
Beginn 30 Minuten lang mit externer Losung (s. 6.4.1) perfundiert, da sich innerhalb dieses
Zeitraumes, die durch die Umsetzung des Coverdlips bedingte erhohte Erregbarkeit der Neu-
ronen wieder normalisiert.

Die Neurone wurden entweder mit normalen Phasenkontrast oder mit differentiellen Interfe-
renzkontrast (DIC) nach Nomarski visualisiert. Der DIC bietet den Vorteil, dal3 man praktisch
einen optischen Schnitt durch die zu patchende Zellen legen kann, so dal3 Strukturen tber und
unter der Beobachtungsebene weniger stéren. Durch abwechselndes fokussieren der Pipetten-
spitze bzw. der Zelle kann man sich gut orientieren und die Pipette langsam an die Zellober-
flache fahren.

Die Pipette wurde mit interner Losung geflllt (s. 6.4.1), in die Pipettenhalterung eingespannt
und mit dem Mikromanipulator vorsichtig an die Oberflache der zu patchenden Zelle heran-
gefahren. Zur Korrektur moglicher Offset-Potentiale wurde mit einem Korrekturmechanismus
des EPC-9 das Potential auf Null eingestellt. Unter Offset-Potentiale versteht man Spannun-
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gen zwischen Ubergdngen innerhalb der Mefkette (z.B. Polarisierungen an der Sil-
ber/Silberchlorid-Elektrode im umgebenden Elektrolyten) oder Ubergangspotentiale zwischen
Pipette und Bad. Durch behutsames Saugen des Membranstiickes an die Pipetten6ffnung kam
es zu direktem Kontakt zwischen Membranoberflache und Pipette (s. Abbildung 7). Das
Membranstiick unter der Pipette wurde dadurch elektrisch von der Umgebung und ihrem
Hintergrundrauschen isoliert, wobel die Widersténde zwischen Pipetteninnerem und Bad im
Bereich mehrer Gigaohm (Gigaseal) lagen. In dieser Cell-attached-Konfiguration wurde der
Verstarker zunéchst auf Voltage-Clamp-Modus eingestellt und eine Spannung von -60 mV
angelegt. Anschlief3end wurde die schnelle Kapazitét (C fast) korrigiert. Die Membran unter
der Pipette blieb in dieser Anordnung noch intakt. Um in den Whole-Cell-Modus zu gelangen,
wurde der Membranbereich unter der Pipette durch Anlegen eines leichten Unterdrucks
durchbrochen. Es wurde nun der Strom durch die gesamte verbleibende Membran gemessen.
Die Losung des Pipetteninneren ist beim Whole-Cell-Modus direkt mit dem Inneren der Zelle
verbunden, so dal nach ein paar Sekunden das Zellinnere mit der Pipettenldsung gefuillt ist.
Da nun nicht nur der Bereich unter der Pipette, sondern die ganze Zellmembran umgeladen
wird, anderte sich auch die Stromantwort auf den Testpuls und die transienten Stréme nahmen
zu. Diese langsamen kapazitiven Stréme (C-slow) wurden ebenfalls korrigiert. Alle Messun-
gen wurden im Whole-Cell-Modus durchgeftihrt.

Abbildung 7: Gepatchtes Neuron. Links im Bild sieht man die Patch-Pipette, deren Spitze in
direktem Kontakt mit der Zellmembran ist.
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2.5.7 Melprotokolle
2.5.7.1 Current-Clamp

Zur Verifizierung der Elektronmikroskopischen Versuche wurde der Einflul3 von: a.) 50 pM
Picrotoxin; b.) 50 uM APV und 50 pM Picrotoxin sowie ¢.) 1 pM tPA-stop und 50 uM

Picrotoxin auf die Spontanaktivitét der Neurone im Vergleich zu Kontrollen gemessen.

Dazu wurde die Spontanaktivitét der Zellen in der Whole-Cell Konfiguration zunéachst 2 Mi-
nuten lang aufgenommen. Dann wurden dem jeweiligen Versuch entsprechend die Pharmaka
fir 5 Minuten eingewaschen, die Spontanaktivitét aufgenommen und wieder ausgewaschen.

2.5.7.2 Voltage-Clamp

Fur die Immuncytochemie wurden Zellen mit Lucifer Yellow gefllt. ES wurde eine interne
Losung mit 0.1% Lucifer Yellow verwendet (s. 6.4.1). In der Whole-Cell Konfiguration wur-
den die Zdllen unter visueller Kontrolle der Fluoreszenzintensitét des Farbstoffes 10 bis 15

Minuten lang gefullt. Anschlief3end wurde die Pipette vorsichtig wieder herausgefahren.

2.5.8 Datenaufnahme

Die Daten wurden mit Hilfe des Softwarepaketes Pulse + Pulsefit aufgenommen. Um das
hochfrequente Rauschen der Signale abzusenken wurde ein Tiefpal3 (low pass) Bessal-Filter
verwendet. Die Signale wurden bei einer Grenzfrequenz von 1 kHz gefiltert. Unterhalb dieser
Frequenz werden die Frequenzanteile etwas abgeschwécht, oberhalb werden sie immer stérker
eliminiert. Die Digitaliserung der Daten erfolgte mit 2 kHz. Nachdem Nyquist-Kriterium
muf3 mit einer mindestens Doppelt so hohen Frequenz wie die hochste im Signal vorkommen-
de Frequenz digitalisiert werden. Zur Darstellung der Daten wurde die Igor-Software verwen-
det.
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3 Ergebnisse

3.1 Hippocampale Zellkultur
3.1.1 Neuronen/Gliazellen

Die Lichtmikroskopische Untersuchung der postnatalen dissoziierten Hippocampuskultur
zeigte, dal3 entsprechend den unterschiedlichen Hippocampusregionen verschiedene Neuro-
nentypen in der Kultur vorkamen. Neben den charakteristischen Pyramidenzellen aus der
CA3 und der CA1 Region waren ebenso die rundlichen Kérnerzellen aus dem Gyrus dentatus
vorhanden (s. Abbildung 8). Des weiteren gab es eine Vielzahl unterschiedlicher Gliatypen,
welche die Neurone umgaben. Am haufigsten waren die Astrozyten. Sie zeichneten sich
durch einen unregelméaldig geformten mehr oder minder sternférmigen Zellkorper mit relativ
langen Fortsétzen aus (s. Abbildung 8). Die Neurone waren Uber ein stark verzweigtes Netz-
werk miteinander verbunden. Dieses dichte Geflecht synaptischer Kontakte konnte immun-
cytochemisch mit einem Maus anti-Synaptophysin und einem anti-Maus Cy3 konjugierten
Antikorper im Konfokalen Lasermikroskop gezeigt werden (s. Abbildung 9).

Abbildung 8: Linkes Bild: Lichtmikroskopische Aufnahme der hippocampalen Zellkultur. Sie
zeigt einen Ausschnitt aus dem neuronalen Netzwerk. Die Neurone wachsen auf einem dich-
ten Gliarasen. Rechtes Bild: Gliazellen nach GFAP-Antikorperfarbung aufgenommen im kon-

fokalen Lasermikroskop.
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Abbildung 9: Lucifer Yellow gefullte Neurone. Nach immunzytochemischen Farbungen mit
Maus-anti-Synaptophysin und einem anti-Maus konjugiertem Cy3 Antikorper konnten die
Boutons dieser Neurone und die der Nachbarneurone im konfokalen Lasermikroskop rot dar-
gestellt werden. Esist deutlich die Verteilung der Boutons entlang der Dendriten zusehen. Die
rotgefarbten Boutons weisen auf das dichte Netzwerk synaptischer Kontakte der umgebenden

Neurone hin.

3.1.2 Neuronen/Gliaverhaltnis

Zu Beginn der Kultivierung lagen Neurone und Gliazellen im Verhdtnis 1:1 vor. Mit zuneh-
mender Kultivierungsdauer nahm der Gliaanteil stetig zu, wéhrend die Anzahl der Neurone

entsprechend sank.
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Abbildung 10: Entwicklung des Neuronen/Gliaverhdtnisses. Am 1. Tag der Kultur betrégt
das Verhdltnis von Neuronen und Gliazellen noch nahezu 1:1. Mit zunehmender Kultivie-
rungsdauer nimmt der prozentuale Anteil der Gliazellen stetig zu. Nach 2 Wochen betrégt das
Verhdtnis 1:4.
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Eine exponentielle Zunahme der Gliazellen wurde durch den Zusatz von 5 pM AraC zum
Medium unterbunden. Dennoch nahm der Neuronenanteil standig ab. Am 4. Tag betrug er
noch 40%, am 8. nur noch 32%. Nach 12 Tagen in Kultur betrug das Neuronen/Gliaverhdtnis
3:7. Nach 14 Tagen bereits 1:4 (s. Abbildung 10).

3.1.3 Verhaltnis exzitatorischer/inhibitorischer Neurone

In dieser Priméarkultur waren 30% der Neurone inhibitorisch (Gabaerg) und die verbleibenden
70% exzitatorisch (s. Abbildung 11). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen aus der
Literatur (Beaulieu et a., 1992). Die Gabaergen Neurone unterschieden sich von den gluta-
matergen durch ihre geringere Grofe. Des weiteren ist das Soma rundlich bis oval, wahrend
die typischen glutamatergen Neurone durch ihre Gréf3e und durch die pyramidenartige Form

des Somas auffallen.

Abbildung 11: Gabaerge und glutamaterge Neurone. Durch immuncytochemische Féarbungen
mit Antikorpern gegen das Enzym GAD und das Protein MAP2 wurde am konfokalen Laser-
mikroskop die Verteilung GABAerger und GABA-negativer Zellen untersucht. Die inhibito-
rischen Neurone (rot) lagen im Verhdtnis 3:7 zu den exzitatorischen Neuronen (griin) vor.
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3.1.4 Synaptische Ultrastruktur

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Neurone bel 13400-facher Vergréf3erung
zeigten, dal’3 die Zellen eine intakte Ultrastruktur aufwiesen. Es konnten deutlich die
zytoplasmatischen Komponenten der Somata, Axone und Dendriten gesehen werden. Die
Dendriten zeichneten sich gegentiber den schmaleren Axonen durch die sie durchziehenden
Mikrotubuli, das granul&re endoplasmatische Reticulum und das Vorkommen von Ribosomen
aus (s. Abbildung 12).

Abbildung 12: Ausschnitte aus der Ultrastruktur verschiedener Neurone. Bild A zeigt zwel
Boutons (b) die diekt nebeneinander auf einem Dendriten Synapsen ausbilden. In B ist ein
Axon (a), das Uber einen mit Vesikeln (v) gefiillten Bouton mit einem Dendriten eine Synapse
bildet, gezeigt.

Die zahlreichen exzitatorischen Synapsen kamen entweder direkt auf dem Dendriten (Schaft-
synapse) oder auf einem dendritischen Dorn (Spinesynapse) vor. Die Spinesynapsen konnten
wiederum anhand ihrer Gestalt in verschiedene Kategorien unterteilt werden. Es gab kurze
dicke (stubby) Spines, dinne Spines oder weiter ausgebildete Spines mit ausgepragtem Spi-
nehals und distinktem Kopf (s. Abbildung 13). Die Membranen waren deutlich zu erkennen.
Daher konnte anhand der postsynaptischen Dichte eine weitere Einteilung in perforierte
Synapsen, die eine diskontinuierliche PSD hatten und in nicht-perforierte Synapsen mit einer
kontinuierlichen PSD erfolgen.
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Abbildung 13: Exzitatorische Synapsen in der hippocampalen Zellkultur. Abbildung A: zeigt

eine nicht-perforierte Schaftsynapse. Die Postsynapse wird von einem Dendriten (d) gebildet.

die als schwarzer Strich zu erkennen ist. Die Préasynapse wird

Die Pfeile weisen auf die PSD

durch den mit Vesikeln (v) gefillten Bouton (b) charakterissiert. Abbildung B und C zeigen
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unterschiedliche Spinesynapsen: Einen kurzen, breiten ,, stubby“ Spine und einen ausdifferen-
zierten Spine (sp) mit Spinehals und -kopf. In Abbildung D ist eine mehrfach perforierte und
in Abbildung E eine einfache perforierte Schaftsynapse abgebildet. Deutlich sieht man die
Unterbrechung in der PSD sowie auf der prasynaptischen Seite im Grid. In Abbildung F ist
eine perforierte Spinesynapse zu sehen. Der Bouton ist deutlich mit Vesikeln (v) gefllt.

3.2 Perforierte Synapsen in Abhangigkeit synaptischer Aktivitat

Die elektronenmikroskopische Untersuchung unbehandelter Kulturen ergab, dal3 34.7 + 2.0%
aler untersuchten Synapsen Spine- und 65.3 £ 2.0% Schaftsynapsen waren. Insgesamt waren
12.3 + 2.9% aller Synapsen perforiert und 87.7 £ 2.9% nicht-perforiert (s. Abbildung 14, Ta-
belle 2). Der Hauptteil der perforierten Synapsen (88.6%) waren Schaftsynapsen.
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Abbildung 14: A zeigt die Verteilung von Spine- zu Schaftsynapsen sowie den prozentuaen
Antell perforierter und nicht-perforierter Synapsen in den Kontrollgruppen. B zeigt das pro-
zentuale Verhdtnis von perforierten und nicht-perforierten Synapsen. Insgesamt waren 12%
aller Synapsen perforiert.
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Tabelle 2: Aktivitatsabhangige Verteilung von perforierten und nicht-perforierten Synapsen.

Synapser (%) Kon- PTX PTX APV PTX+ tPA- PTX+ [Mg¥-feies| TTX
trollen 15 min 3/8 Tage | 3/8 Tage APV Inhibitor tPA- Medium 8 Tage
3/8 Tage | 15 min Inhibitor | 15 min
15 min

Spincynapsen | 7% | 365% [ 4L1x [1302% [ 3L1x | 257+ | 270 | 332% | 90%
esynap 2.00 6.46 6.00 450 5.69 6.42 7.08 7.13 4.36

Perforierte Spine- | 1.4+ 50+ 59+ 11+ 15+ 00+ 02+ 18+ 00+
Synapsen 1.36 4.94 151 1.90 1.78 0.00 0.47 1.98 0.00

Nicht-perforierte | 333+ | 315+ | 352+ | 2901+ | 296+ | 257+ | 268 | 314+ 9.0+
Spinesynapsen 2.03 3.70 6.34 6.36 4.06 6.42 6.76 7.03 4.36

653+ | 636+ | 589+ [ 698+ | 689+ | 743+ | 730+ | 668+ | 910+

Schaftsynapsen 200 | 6.46 600 | 4.49 570 | 6.42 7.08 713 | 436

Perforierte 544+ | 459+ | 364+ [ 593+ | 589+ | 621+ | 625+ | 441+ | 815+
Schaftsynapsen 2.12 4.68 9.51 7.11 241 8.10 5.86 7.51 5.90

Nicht-perforierte | 544+ | 459+ | 364+ | 593+ | 589+ | 621+ | 625+ | 441+ | 815+
Schaftsynapsen 212 4.68 9.51 7.11 241 8.10 5.86 7.51 5.90

aaller perforier- 123+ | 226+ | 284+ | 116+ | 115+ | 122+ | 107+ | 245+ 95+
ten Synapsen 291 144 3.22 1.23 2.27 3.57 3.92 6.50 4.45

a a'f' er ”ifht' 87.7+ | 774+ | 716+ | 884+ | 885+ | 878+ | 893+ | 755+ | 905+
perforierten 2.91 1.44 7.22 1.23 227 357 3.92 6.50 4.45
Schaftsynapsen

Diese Tabelle zeigt die Verteilung von perforierten und nicht-perforierten Spine- und Schaft-
synapsen nach unterschiedlichen Behandlungen. Die Haufigkeit der Synapsen ist angegeben
in % und bezieht sich jeweils auf die Gesamtheit der untersuchten Synapsen.

3.2.1 Erhdhung der Aktivitat durch Picrotoxin

Bereits eine 15-minttige Stimulation mit dem GABAa-Antagonisten Picrotoxin fuhrte zu
einem signifikanten Anstieg der perforierten Synapsen von 12.3 + 2.9% (Kontrolle) auf 22.6
+ 1.4% (p<0.001; chi®-Test). Die Anzahl der perforierten Synapsen nahm folglich um 83% zu.
Nach 3-tagiger Stimulation wiesen 28.4 + 3.2% aler Synapsen Perforationen auf (s. Abbil-
dung 15A). In Bezug auf die Kontrollgruppen entsprach dies einer signifikanten Zunahme der
perforierten Synapsen um 130% (p<0.001; chi®Test). Gegeniiber der 15-miniitigen Stimulati-
on wurde eine signifikante Zunahme um 26% (p<0.01; chi>-Test) erreicht.

Eine 8-tagige Stimulation der Kulturen mit Picrotoxin fuhrte zu keiner weiteren Zunahme der
perforierten Synapsen. Das Maximum an perforierten Synapsen in der Kultur wurde somit
nach 3 Tagen ausgebildet. 80% aller perforierten Synapsen wurde bereits nach 15-mindtiger
Stimulation gebildet.

Da die Ergebnisse der 3-tagigen Stimulation denen der 8-t&gigen auch in allen anderen analy-
sierten synaptischen Parametern entsprach, wurden diese beiden Gruppen zusammengefalit
und im Folgenden als 3/8 bezeichnet.
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3.2.2 Rolle des NMDA-Rezeptors

3-tagige Inkubation der Kulturen in Medium mit APV flhrte zu keiner Verénderung des pro-
zentualen Anteils der perforierten Synapsen im Vergleich zu den Kontrollkulturen (s. Tabelle
2). Nach der APV Behandlung waren 11.5 + 2.3% aller Synapsen perforiert; in den Kontroll-
gruppen 12.3 + 2.9%. 8-tédgige APV Behandlung fuhrte weder zu weiteren Veranderungen in
der Anzahl der perforierten Synapsen noch in alen anderen analysierten Parametern. Daher
wurden die Ergebnisse der 3- und 8-tdgigen APV-Behandlungen ebenfalls zusammengefaldt
und als 3/8 dargestellt.

Stimulation der Kulturen mit Picrotoxin in Gegenwart von APV fihrte zu keiner Zunahme der
perforierten Synapsen. Eine Zunahme an perforierten Synapsen durch den GABAAa-
Antagonisten Picrotoxin wurde somit durch den NMDA-Rezeptor Antagonisten APV voll-
sténdig unterbunden. Entsprechend der APV behandelten Gruppen (s.0.) waren nach der Co-
Applikation von Picrotoxin und APV nur 11.6 + 1.2% aller Synapsen perforiert (s. Tabelle 2).
Gegenuber der aleinigen Picrotoxin-Applikation kam es zu einer signifikanten Abnahme der
perforierten Synapsen von 22.6 + 1.4% auf 11.6 + 1.2% (p<0.001, chi®Test; s. Abbildung
15B).

15-minttige Inkubation der Kulturen in Medium ohne Magnesium und 2.5 mM Calcium
fuhrte @nlich wie bel der Picrotoxinstimulation zu einem signifikanten Anstieg der perfo-
rierten Synapsen von 12.3 + 2.9% auf 24.5 + 6.5% (p<0.01, chi®-Test). Dies entspricht einer
Zunahme der perforierten Synapsen von 98% (s. Abbildung 15D).

Diese Ergebnisse zeigen, dal’3 der NMDA-Rezeptor eine sehr wichtige Rolle bei der Bildung
perforierter Synapsen spielt.

3.2.3 Funktion des tPAs

Kulturen, die fir 15 Minuten mit tPA-Inhibitor (entweder tPA-stop oder PAI-1) behandelt
wurden, zeigten eine den Kontrollgruppen entsprechende Verteilung der perforierten Synap-
sen von 12.2 + 3.5% (s. Tabelle 2). Stimulation der Zellen mit Picrotoxin in Gegenwart von
tPA-Inhibitor fUhrte zu keiner Zunahme der perforierten Synapsen. Lediglich 10.7 = 3.9%
aller Synapsen waren perforiert. Die durch Picrotoxin verursachte Zunahme an perforierten
Synapsen wurde durch die tPA-Inhibitoren signifikant geblockt (p< 0.001, chi®-Test). Die
Anzahl der perforierten Synapsen betrug 10.7 = 3.9% (s. Abbildung 15C). Diese Daten zei-
gen, dal3 tPA eine wichtige Rolle bei der Bildung perforierter Synapsen spielt.
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Abbildung 15: Haufigkeit perforierter Synapsen nach unterschiedlichen Behandlungen. A: 15-
mindtige Stimulation mit Picrotoxin fuhrte zu einen signifikanten Anstieg in der Anzahl der
perforierten Synapsen. Durch 3/8-tagige Stimulation nahm der Anteil der perforierten Synap-
sen weiter zu. B: Die durch Picrotoxin bedingte Zunahme der Haufigkeit der perforierten
Synapsen, wurde durch den NMDA-Rezeptor Anatgonisten APV vollsténdig unterbunden.
Co-Applikation von Picrotoxin und APV flhrte zu einer der aleinigen APV-Applikation
ahnlichen Verteilung der perforierten Synapsen. C: Die durch kurzzeitige Picrotoxin Stimula-
tion bedingte Zunahme der perforierten Synapsen wurde durch tPA-Inhibitoren selektiv ge-
blockt. Co-Applikation von Picrotoxin und tPA-Inhibitor fuhrte zu einer Verteilung der perfo-
rierten Synapsen ahnlich wie in den mit tPA-Inhibitor behandelten Kontrollen. D: Der pro-
zentuale Anteil der perforierten Synapsen wurde durch Stimulation mit OmM Magnesium und
2.5 mM Calcium gegeniiber den Kontrollen signifikant erhoht.
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3.2.4 Inhibition der synaptischen Aktivitat durch TTX

Inhibition der synaptischen Aktivitét durch Langzeitbehandlung mit TTX (8 Tage) fuhrte zu
keiner signifikanten Verdnderung in der Haufigkeit der perforierten Synapsen. Nach TTX-
Behandlung waren 9.5 + 4.5% aller Synapsen perforiert (12.3 £ 2.9% Kontrollgruppen) (s.
Tabelle 2, Abbildung 16).
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Abbildung 16: Auswirkung der TTX Langzeitbehandlung auf die Haufigkeit der perforierten
Synapsen. Im Vergleich zu den Kontrollen kam es zu keiner signifikanten Abnahme der per-

forierten Synapsen.

3.3 Verhaltnis von Schaft- und Spinesynapsen in Abhéngigkeit von Aktivitat
3.3.1 Erhdhung der Aktivitat durch Picrotoxin

Schaft- und Spinesynapsen lagen in den Kontrollgruppen im Verhdtnis 1:2 vor (s. Abbildung
14). Durch Kurzzeitstimulation mit Picrotoxin wurde dieses Verhdtnis nicht gedndert (s. Ta-
belle 2). Die Gesamtanzahl der Spinesynapsen betrug nach Stimulation 36.5 + 6.4% (Kon-
trolle: 34.5 + 2.0%). Es veranderte sich jedoch das Verhdltnis perforierter Schaft- zu Spine-
synapsen. In den Kontrollen waren 4% aler Spinesynapsen und 17% aller Schaftsynapsen
perforiert. Nach Kurzzeitstimulation waren hingegen 13% der Spine- und 28% der Schaft-
synapsen perforiert. Der Anteil der perforierten Spinesynapsen an den Spinesynapsen stieg
somit von 4% auf 13%, der der perforierten Schaftsynapsen an den Schaftsynapsen von 17%
auf 28% an.

Stimulation mit Picrotoxin fir 3/8 Tage verursachte eine leichte, jedoch nicht signifikante
Zunahme an Spinesynapsen von 34.5 + 2.0% (Kontrollgruppen) auf 41.1 + 6.0% (s. Abbil-
dung 18A). Nach 3/8-tagiger Stimulation waren 14% aler Spinesynapsen und 38% aller
Schaftsynapsen perforiert. Der Anteil der perforierten Spinesynapsen an den Spinesynapsen
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stieg somit von 4% auf 14%, der der perforierten Schaftsynapsen an den Schaftsynapsen von
17% auf 38% an (s. Abbildung 17).

Folglich wurde durch kurzeitige Stimulation eine starkere Zunahme an perforierten Spine-
synapsen bewirkt, wahrend es nach langerer Stimulation zu keinem weiteren Anstieg der per-
forierten Spinesynapsen jedoch zu einer weiteren Zunahme der perforierten Schaftsynapsen
kam.
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Abbildung 17: Verteilung von perforierten Spine- und Schaftsynapsen in Abhangigkeit der
Stimulationsdauer. Durch Kurzzeitstimulation nahmen sowohl die perforierten Spinesynapsen
als auch die perforierten Schaftsynapsen zu. Langzeitstimulation hingegen bewirkte vor allem
die Zunahme der perforierten Schaftsynapsen.

3.3.2 Rolle des NMDA-Rezeptors

Block des NMDA-Rezeptors mit APV fihrte zu keiner Verénderung in der Verteilung der
Spine- und Schaftsynapsen (s. Tabelle 2). Das Verhdtnis von Spine- zu Schaftsynapsen blieb
auch bel der Co-Applikation von Picrotoxin und APV unverandert. 30.2 + 4.5% aller Synap-
sen waren Spinesynapsen. Davon waren wie in den Kontrollgruppen 4% perforiert. Von den
69.8 £ 4.5% Schaftsynapsen waren 15% perforiert (s. Tabelle 2). Nach Picrotoxin-
Applikation waren 14% aller Spinesynapsen und 38% aller Schaftsynapsen perforiert. Co-
Applikation von Picrotoxin und APV bewirkte eine signifikante Abnahme der perforierten
Spinesynapsen auf 4% und der perforierten Schaftsynapsen auf 15%. Ferner sank die Anzahl
der Spinesynapsen von 41.1 + 6.0% auf 30.2 = 4.5% (s. Abbildung 18B).



3 Ergebnisse 56

Kurzzeitige Stimulation des NM DA -Rezeptors durch Aufhebung des Magnesiumblockes und
erhohter Calciumkonzentration fuhrte zu keinem Anstieg der Spinesynapsen. Das Verhdtnis
von Schaft- zu Spinesynapsen betrug wie bei den Kontrollen 1:2 (s. Tabelle 2). Es anderte
sich jedoch das Verhdltnis der perforierten Spine- zu den perforierten Schaftsynapsen. Nach
der Stimulation waren 5% der Spinesynapsen perforiert (Kontrolle 4%) und 34% der Schaft-
synapsen (Kontrolle 17%) perforiert. Es kam hier somit zu einer signifikanten Zunahme der
perforierten Schaftsynapsen (p<0.001, chi®-Test).
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Abbildung 18: Haufigkeit von Spinesynapsen nach Applikation von Picrotoxin (PTX) und
APV. A: Die Anzahl der Spines stieg nach Stimulation mit Picrotoxin in Abhangigkeit von
der Stimulationsdauer leicht an. B: Die nach 3/8-tagiger Stimulation mit Picrotoxin bedingte
Zunahme an Spinesynapsen wurde durch APV vollsténdig geblockt. Co-Applikation von
APV und Picrotoxin zeigte eine Haufigkeit der Spinesynapsen entsprechend der APV behan-
delten Kontrollgruppen.

3.3.3 Funktion des tPAs

Inkubation der Zellen mit tPA-Inhibitor fuhrte im Vergleich zu den Kontrollen (34.7 + 2.0%)
zu einer leichten aber nicht-signifikanten Abnahme der Spinesynapsen (25.7 + 6.4%). Es
wurden jedoch keine perforierten Spinesynapsen gefunden. Hingegen waren wie in den Kon-
trollgruppen 17% der Schaftsynapsen perforiert (s. Tabelle 2).

Co-Applikation von Picrotoxin und tPA-Inhibitor bewirkte keine signifikante Abnahme der
Spinesynapsen (27.0 + 7.1%; Kontrolle: 34.7 £ 2.0%). Das Verhdtnis von Spine- zu Schaft-
synapsen betrug 1:3. Ferner waren nur 1% der Spinesynapsen (Kontrolle: 4%) und 14% der
Schaftsynapsen (Kontrolle: 17%) perforiert. Es lag jedoch kein signifikanter Unterschied zwi-
schen dem Gesamtanteil der perforierten Synapsen (10.7 £ 3.9%) im Vergleich zu den Kon-

trollen (12.3 = 2.9%) vor. Jedoch wurde die Wirkung des Picrotoxins durch den tPA-Inhibitor
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vollstéandig aufgehoben. Es kam zu einer signifikanten Abnahme der perforierten Spine- und
Schaftsynapsen von 5% bzw. 28% (Picrotoxin) auf 1% bzw. 14% (p<0.01; chi®-Test).

3.3.4 Inhibition der synaptischen Aktivitat durch TTX

8-tagige Inhibition der Aktionspotentiale mit TTX fuhrte zu einer signifikanten Veranderung
des Verhéltnisses zwischen Spine- und Schaftsynapsen (p<0.001; chi®-Test). Lediglich 9.0 +
4.4% aller Synapsen waren Spinesynapsen (s. Abbildung 19). Die restlichen 91.0 + 4.4% wa
ren Schaftsynapsen. Somit betrug das Verhaltnis von Spine- zu Schaftsynapsen 1:10 anstelle
von 1:2 (Kontrollen).
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Abbildung 19: Auswirkungen der TTX Langzeitbehandlung auf die Haufigkeit der Spine-
synapsen. A: Nach 8-tégiger TTX-Behandlung nahm der prozentuale Anteil der Spinesynap-
sen signifikant ab. Es kamen fast nur noch Schaftsynapsen vor. Bild A zeigt, dal3 die Boutons
(b) direkt auf den Dendriten (d) Synapsen ausbildeten. B: zeigt die signifikante Abnahme der
Spinesynapsen nach TTX-Langzeitbehandlung.

3.4 Synaptische Parameter in Abhangigkeit von Aktivitét

Weder Erhohung noch Erniedrigung der synaptischen Aktivitét hatten eine signifikante Ver-
anderung eines synaptischen Parameters zur Folge (s. Tabelle 3). Die PSD-Lé&ngen bewegten
sich von 0.39 + 0.04 pm (Kontrollen) bis maximal 0.46 + 0.09 pm (Magnesium-freies Medi-
um). Ebenso verhielten sich die Langen der gesamten Kontaktzonen. Es wurden Kontaktzo-
nenldngen von 0.76 + 0.04 um (Kontrollgruppen) bis maximal 0.81 + 0.04 ym (Magnesium-
freies Medium) gemessen. Demzufolge wies der Assoziationsindex auch keine Signifikanzen
auf.
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Die Boutonflachen variierten zwischen 0.62 + 0.03 pm? (Kontrollen) bis 0.73 + 0.07 pm?
(tPA-Inhibitoren). Das Verhdltnis von Mitochondrien- zu Boutonflachen betrug gemél? dem
»ultrastrukturellen GrofRenprinzip® 1:10 (Pierce and Lewin, 1983).

Tabelle 3: Synaptische Parameter in Abhangigkeit von Aktivitét.

Synaptische Kon- PTX PTX APV PTX+ tPA- PTX+ [Mg*-feies| TTX
Parameter trollen 15 min | 3/8 Tage | 3/8 Tage APV Inhibitor tPA- Medium | 8 Tage
3/8 Tage | 15 min Inhibitor | 15 min
15 min

PSD-Lange (um) | 0.39+ | 039+ | 042+ | 038+ | 042+ | 042+ | 042+ | 046+ | 039+
004 | 006 | 005 | 002 | 003 | 004 | 005 | 009 | 003

Kontaktzonen- 076+ | 075+ | 078+ [ 078+ | 0.7/ | 0.79+ | 081%* | 0.79+ | 0.78+

[énge (um) 0.04 0.19 0.04 0.10 0.09 0.11 0.04 0.05 0.09
Assoziations- 511+ | 521+ | 532+ | 481+ | 541+ | 545+ | 523+ | 582+ | 500+
index (%) 4.21 2.97 4.34 6.22 3.78 7.43 4.90 543 0.76
Boutonflache 062+ | 066+ | 067+ [ 0.73+ | 0.73+ | 073+ | 066% | 059+ | 0.75+
(um?) 0.03 0.03 0.04 0.03 0.04 0.07 0.33 0.08 0.05
Mitochondrien- 007+ | 007+ | 008+ [ 007+ | 007+ | 0.07+ | 006+ | 0.06+ | 0.08+
flache (Um?) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.03 0.02 0.02 0.01 0.01

In dieser Tabelle sind die PSD- und Kontaktzonenléangen sowie die Flache von Boutons und
Mitochondrien nach Behandlung mit verschiedenen Pharmaka aufgelistet. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen in der Lange der PSD und der gesamten Kontaktzone noch in

den Bouton- oder Mitochondrienfl&dchen festgestellt werden.

3.5 Elektrophysiologische Untersuchungen

Erhohung der synaptischen Aktivitdt durch den GABAa-Antagonisten Picrotoxin bewirkte
gegendber den unstimulierten Kontrollen (s. Abbildung 20A) eine starke Erhdhung der
Spontanaktivitdt. Die Neurone zeigten ein nahezu ununterbrochenes Spikemuster (s. Abbil-
dung 20B). Co-Applikation von Picrotoxin und APV resultierte in einer der Kontrollen ent-
sprechenden Spontanaktivitét (s. Abbildung 20C). Die Neurone zeigten neben vereinzelten
Aktionspotentialen kleinere Bursts in unregelméfligen Zeitabstanden.

Die Serinprotease tPA hatte keinen Einflufd auf die Spontanaktivitdt der Neurone. Applikation
von Picrotoxin und tPA zeigte entsprechend der aleinigen Picrotoxinstimulation eine stark
erhohte Spikefrequenz (s. Abbildung 20D).
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Abbildung 20: Auswirkungen verschiedener Pharmaka auf die Spontanaktivitét der Neurone.
A: Spontanaktivitat in unbehandelten Kulturen. B: Applikation von Picrotoxin fuhrte zu einer
starken Erhohung der Spikefrequenz. C: Die durch Picrotoxin induzierte Erregbarkeit der
Neurone konnte durch APV geblockt werden. D: tPA hatte keinen Einfluf auf die Spontanak-
tivitét der Neurone. Co-Applikation von Picrotoxin und tPA flhrte zu keiner Verénderung des
Spikeverhaltens.
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4 Diskussion

4.1 Perforierte Synapsen
4.1.1 Aktivitatsabhéangige Bildung perforierter Synapsen

Mit dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dal3 in Kultur ein direkter Zusammenhang
zwischen synaptischer Aktivitdt und der Haufigkeit perforierter Synapsen besteht. Globale
Erhdhung der synaptischen Aktivitét mit dem GABAa-Antagonisten Picrotoxin oder durch
Magnesium-freies Medium, das mit Calcium angereichert wurde, bewirkte eine signifikante
Zunahme perforierter Synapsen. Diese Zunahme perforierter Synapsen erfolgte sehr schnell.
Bereits nach 15-minttiger Stimulation, wonach die Kulturen fur eine Stunde weiter inkubiert
wurden, stieg der prozentuale Anteil der perforierten Synapsen um 83% bzw. 98% an. Lénge-
re Stimulation mit Picrotoxin fur 3 Tage bewirkte einen Anstieg um 129%. Hingegen wurde
keine weitere Zunahme der perforierten Synapsen nach 8-tagiger Stimulation festgestellt. In
einer 12 Tage alten Kultur sind somit maximal 1/3 aller Synapsen nach einer Stimulation per-
foriert. Dieses Maximum wird bereits nach 3-tagiger Stimulation erreicht. Da 80% aller perfo-
rierten Synapsen bereits nach Kurzzeitstimulation gebildet wurden, ist es nicht auszuschlie-
[3en, dal? die Séttigung an perforierten Synapsen nicht erst nach 3 Tagen sondern schon friher
auftritt. Der Mechanismus zur Bildung perforierter Synapsen verléuft folglich sehr schnell
und steht, wie die elektrophysiologischen Messungen zeigen, im direkten Zusammenhang mit
der Effektivitdt der synaptischen Ubertragung. Bereits eine kurzzeitige Applikation von
Picrotoxin fuhrte zu einer sehr hohen Spikefrequenz und einer nahezu ununterbrochenen
Burstdauer.

Bislang liegen keine anderen Studien Uber perforierte Synapsen in Kultur vor, mit denen man
diese Ergebnisse direkt vergleichen kann. Die Bedeutung perforierter Synapsen wurde jedoch
eingehend im Zusammenhang mit LTP und Kindling (einem Plastizi&tsparadigma, das in Zu-
sammenhang mit der Entstehung von Epilepsie diskutiert wird) am Slice oder in in vivo unter-
sucht. Buchs und Muller (1996) konnten mit einer Calciumprazipitationsmethode zeigen, dali3
30-40 Minuten nach LTP-Induktion in der CA1-Region des Hippocampus 60% aller vermut-
lich aktivierten Synapsen perforiert waren. Bei den nicht-aktivierten waren im Vergleich nur
20% perforiert. Geinisman et al. (1988, 1989, 1991, 1992, 1993) fanden, dal’3 sowohl nach
Induktion von LTP as auch nach Kindling mehr perforierte Synapsen vorlagen. Sie sahen
eine selektive Zunahme der vielfach segmentierten perforierten Synapsen von 53%. Eine Zu-
nahme anderer perforierter Synapsentypen wurde nicht gefunden. Schuster et a. (1990) fan-

den im Gyrus dentatus der Ratte nach hochfrequenter Reizung eine signifikante Zunahme von
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Spinesynapsen mit Spinules. Da Spinules ofters die PSD unterbrechen und als fingerartige
Fortsétze in die Prasynapse hineinreichen, konnte dies auch auf eine Zunahme segmentierter
PSDs hinweisen. Bolshakov et al. (1997) sahen, dai’ die Induktion von L-LTP durch Badper-
fusion von CAMP in einer Zunahme der freigesetzten Transmitterquanten resultierte. Sie
fuhrten diese Zunahme auf die Bildung von perforierten Synapsen zurtick, denn durch die
Perforation wird moglicherweise sowohl die PSD als auch die Prasynapse in voneinander
unabhéngige Freisetzungszonen unterteilt, wodurch praktisch aus einer Synapse mehrere
Synapsen entstehen, die entweder synchron oder unabhangig voneinander Transmitterquanten
freisetzen kdnnen.

Da nach langerer Applikation von Picrotoxin in Slicekulturen kein LTP mehr induziert wer-
den kann, kénnte man vermuten, dald durch Picrotoxin die Schwelle zur LTP-Induktion er-
reicht wird (Collin et al., 1997). Die Mechanismen, die Picrotoxin hervorruft kdnnten somit
denen der LTP entsprechen. Dies wiirde fiir die Ubereinstimmung der hier vorliegenden Er-
gebnisse mit denen nach LTP-Induktion sprechen. Ebenso konnten Hosokawa et a. (1995)
nach Perfusion von Slicekulturen mit Medium ohne Magnesium aber mit erhéhter Calcium-
konzentration auch kein LTP mehr induzieren. Sie fihrten diese Tatsache ebenfalls darauf
zuriick, dal3 eine Potenzierung bereits induziert worden ist und postulierten, dal3 die Mecha-
nismen der chemischen und elektrischen Induktion von LTP identisch sein kénnten. Diese
Erklérung ist wiederum in Ubereinstimmung mit den hier vorliegenden Ergebonissen.

Eine Zunahme an perforierten Synapsen wurde auch in Abhangigkeit von der Umgebung ge-
funden. Studien ergaben, dal3 Ratten, die in komplexer Umgebung aufgezogen wurden, mehr
perforierte Synapsen im visuellen Cortex aufweisen als isoliert aufgezogene Tiere (Gree-
nough et a., 1987; West und Greenough, 1972; Greenough et al., 1985; Sirevaag und Gree-
nough, 1985).

Perforierte Synapsen konnen folglich sowohl durch chemische als auch e ektrische Stimulati-
on gebildet werden. Sie stehen im direkten Zusammenhang mit LTP und kénnen durch Kind-
ling, verschiedene Reize in der Umgebung oder durch intensives Training entstehen. Die Bil-
dung perforierter Synapsen ist also an Lern- und Erfahrungsvorgéange oder allgemein an Pro-
zesse, die mit hoher synaptischer Aktivitét einhergehen, gekoppelt. Man kénnte daher folgern,
dai’ perforierte Synapsen fir die aktivitatsabhangige Verstarkung der synaptischen Ubertra-
gung verantwortlich sind. Die Mechanismen dieser beiden Stimulationsarten sind moglicher-
weise dhnlich.

Kontrovers zu diesen Daten ist jedoch die Studie von Sorra und Harris (1998), diein der CA1
Region im Hipppocampus der Ratte 2 Stunden nach LTP-Induktion keine Verdnderungen in
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der Verteilung perforierter zu nicht-perforierter Synapsen fanden. Sie schlossen daraus, dai3
entweder morphologische Veranderungen bei der LTP zu diesem Zeitpunkt keine Rolle spie-
len oder, dal3 durch Synaptogenese und Synapsenelimination keine Nettoveranderungen fest-
stellbar sind.

Im Gegensatz zu der schnellen Zunahme der perforierten Synapsen konnte durch Langzeitin-
hibition synaptischer Aktivitdt mit TTX kein signifikanter Rickgang bewirkt werden. Die
Entfernung oder der Umbau von perforierten Synapsen scheint demzufolge aktivitatsunab-
hangig sein.

Andererseits konnte in der Kultur genau wie eine maximale Anzahl auch ein gewisses Mini-
mum an perforierten Synapsen immer vorhanden sein, das fur die Funktionalitét des Systems
erforderlich ist. Geht man davon aus, dal? die Kontrollgruppen nur knapp Uber diesem Mini-
mum liegen, so kann durch Langzeitinhibition synaptischer Aktivitdt nur noch eine geringe
Abnahme bis zu diesem Minimum erfolgen. Der Abbau perforierter Synapsen koénnte dann
trotzdem aktivitatsabhangig sein, aber durch das Erreichen der Mindestanzahl an perforierten
Synapsen schnell zum Stillstand kommen.

4.1.2 Funktion perforierter Synapsen

Wie eben dargestellt, ist das Auftreten perforierter Synapsen an Mechanismen gebunden, wel-
che die synaptische Aktivitét erhohen. Perforierte Synapsen konnten folglich effizientere
Synapsen as die nicht-perforierten sein und zur Aufrechterhaltung hoher synaptischer Akti-
vitét wie z.B. der Potenzierung nach LTP-Induktion dienen. Fir diese Hypothese spricht die
Tatsache, dal3 perforierte Synapsen im Vergleich zu den nicht-perforierten gréf3er sind. Peters
und Kaiserman-Abramof (1969) stellten fest, dal3 alle Synapsen, deren PSD grof3er als 250 nm
ist, perforiert sind. Bedingt durch die Grof3e konnte die metabolische Tétigkeit oder der Aus-
tausch von Membrankomponenten in diesen Synapsen erhéht sein. Dies kdnnte zu einem gro-
3eren biochemischen Umsatz fuhren, der in einer verstérkten Veskelfreisetzung resultiert
(Greenough et al., 1978; Peters und Kaiserman-Abramof, 1969; Sirevaag und Greenough,
1985; Vrensen und Nunez-Cardozo, 1981).

Da die Perforation nicht nur auf die Postsynapse beschrankt ist, sondern auch im prasynapti-
schen Grid auftritt (Vrensen et al., 1980, 1981), konnten durch die Perforation sowohl Pr& als
auch Postsynapse in zwel oder mehrere separate aktive Zonen unterteilt werden, die zu von-
einander unabhangigen Freisetzungszonen fuhren konnten (Lisman und Haris, 1993). Dies
hétte zur Folge, dal’ die Freisetzung von Vesikeln an den einzelnen Transmissionszonen si-
multan erfolgen konnte. Die Amplitude der Miniaturpotentiale wirrde dann entsprechend der
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Anzahl der Perforationen ein vielfaches der normalen sein. Bel normalen nicht-perforierten
Synapsen konnten die Miniaturpotentiale entsprechend einer Gauss-Verteilung vorliegen,
wahrend bei perforierten hingegen eine multiquantale Verteilung vorkommen kénnte (Ed-
wards, 1995; Bolshakov et a., 1998). Durch die Erhéhung der Anzahl der Freisetzungszonen
koénnte die Exozytose von Transmittern einen grof3eren Einflufd auf das postsynaptische Po-
tential und somit auf die Wahrscheinlichkeit der Zelle zur Ausldsung eines Aktionspotentials
haben, wodurch eine effektivere Signalweiterleitung erreicht werden wirde.

Perforationen sind folglich keine zuféllig gebildeten Zwischenformen, sondern werden im
ZNS in Abhangigkeit von Aktivitdt gebildet, um eine effektivere Ubertragung zu gewahrlei-
sten. Dies bedeutet, dal3 die Struktur einer Synapse mit grof3er Wahrscheinlichkeit mit der
Effektivitat synaptischer Ubertragung korreliert.

4.1.3 Haufigkeit perforierter Synapsen

Wie in den vorherigen Abschnitten dargestellt, konnen perforierte Synapsen in Abhéangigkeit
von Aktivitdt gebildet werden. Wie perforierte Synapsen gebildet werden, ist bislang nicht
bekannt. Es wurden verschiedene Modelle zur Entstehung der Perforation entwickelt. Bevor
jedoch auf diese Modelle eingegangen wird, soll zunéchst die Ontogenese perforierter und
nicht-perforierter Synapsen betrachtet werden, da sie wichtige Hinweise auf die Entstehung
eines Synapsentyps oder die Verbindung zwischen verschiedenen Synapsenarten bringen
konnte.

Nach Studien von Itarat und Jones (1992, 1993) kommen perforierte Synapsen bei der Ratte
schon in der frihen Synaptogenese (E19) vor, wo die Synapsen noch sehr klein und undiffe-
renziert sind. Die Haufigkeit perforierter Synapsen steigt dann mit dem Alter an. Nach Tag 7
der Geburt liegen bereits 12%, nach 14 Tagen 17% (Itarat und Jones, 1993) bzw. 18% (Jones
und Calverley, 1991) vor. Obwohl die Perforationen zu diesem Zeitpunkt zwar noch immer
sehr klein und einfach sind, sind perforierte Synapsen bereits grof3er al's nicht-perforierte (Ita-
rat und Jones, 1993). Nach 60 Tagen steigt die Anzahl perforierter Synapsen auf 33%. Nach
22 Monaten liegen noch 27% perforierter Synapsen vor (s. Abbildung 21). Diese perforierten
Synapsen sind nun gegentiber den zum Anfang vorliegenden erheblich grof3er, komplexer und
weisen viele Transmissionszonen auf. Perforierte Synapsen unterliegen somit in der Ent-
wicklung deutlichen morphologischen Verénderungen, die mit einem Ausdifferenzierungs-
vorgang zu vergleichen sind.

Nicht-perforierte Synapsen hingegen kommen in den ersten vier Wochen im deutlichen Uber-
schuf3 vor. IThre Anzahl halbiert sich bis zum 4. Monat wieder. Sie erreicht im 7. Monat noch
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ein Zwischenmaximum und féllt dann bis zum 10 Monat wieder ab. Vom 10. bis zum 22.
Monat bleibt die Anzahl dann konstant (s. Abbildung 21). Untersuchungen der nicht-
perforierten Synapsen mittels serieller Rekonstruktion haben gezeigt, dal3 sie mit zunehmen-
dem Alter keinen strukturellen Modifikationen unterliegen. Sie sind im Vergleich zu den per-
forierten kleiner und haben eine kontinuierliche PSD. Das Verhdtnis perforierter zu nicht-

perforierten Synapsen betrégt in der Entwicklung im allgemeinen 1:3.

Nicht-perforierte Synapsen
sy /. T Perforierte Synapsen

Numerische Dichte

:'flll 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

1234 8 3 4 5 6 17 10 12 16 19 22
Wochen Monate —

Abbildung 21: Entwicklung perforierter und nicht-perforierter Synapsen in den ersten 22 Mo-
nate (aus Calverly und Jones, 1993).

Der in Abbildung 21 gezeigte Kurvenverlauf scheint fir jeden Synapsentyp individuell zu
sein, da keine Abnahme des einen Synapsentypes mit einer Zunahme des anderen verbunden
ist. Dies deutet daraufhin, daf3 sowohl perforierte als auch nicht-perforierte Synapsen von der
frihen Entwicklung an eigenstdndige Populationen sind. Diese Feststellung ist ein wichtiger
Aspekt in Hinblick auf die verschiedenen Modelle zur Entstehung perforierter Synapsen, die
im folgenden Abschnitt diskutiert werden sollen.

Ferner konnte die Tatsache, dal3 perforierte Synapsen bereits von der frihen Entwicklung an
vorliegen und dal3 es immer ein bestimmtes Verhaltnis zwischen perforierten und nicht-
perforierten Synapsen gibt, darauf hindeuten, dal? ein gewisser prozentualer Anteil an perfo-
rierten Synapsen zur Aufrechterhaltung der normalen Funktionen des ZNS erforderlich ist.
Diese Annahme stande auch im Kontext mit der Langzeitinhibition synaptischer Aktivitét,
denn durch TTX konnte ein gewisses Minimum perforierter Synapsen nicht unterschritten
werden. Hingegen kann das Verhéltnis zwischen perforierten und nicht-perforierten Synapsen
offensichtlich durch Lern- und Erfahrungsprozesse temporar verandert werden.
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4.1.4 Modelle zur Entstehung perforierter Synapsen

Viele Wissenschaftler haben versucht, die Entstehung perforierter Synapsen mit Hilfe von
Modellen zu erklaren. In den 80er Jahren glaubte man, dal3 perforierte Synapsen Zwischenstu-
fen im Prozef3 der Synapsenregenerierung und Erneuerung sind (Nietro-Sampedro et al.,
1982; Carlin und Siekevitz, 1983; Dyson und Jones, 1984; Petit, 1988). Zu dieser Hypothese
sind unterschiedliche Modelle entwickelt worden, die aber ale die Ansicht teilen, dal3 perfo-
rierte Synapsen aus nicht perforierten Synapsen entstehen. Es wurde angenommen, dal3 sich
die nicht-perforierten Synapsen im Laufe der Entwicklung vergréf3ern, irgendwann Perfora-

tionen aufweisen und sich dann in zwei neue nicht-perforierte Synapsen teilen (s. Abbildung
22).

Abbildung 22: Splitting-Modell nach Carlin und Siekevitz (1983). Eine kleine nicht-
perforierte Synapse (die PSD ist eine durchgehende Flache) vergrof3ert sich zu einer perfo-
rierten Synapse, die zundchst nur eine kleine Perforation hat. Die perforierte Synapse wird
dann grofder und weil3t getrennte PSD-Fléachen auf. Anschlief3end teilt sich die Synapse und es
entsteht zunéchst ein , branched” Spine. Dieser kann sich dann in zwei separate Spines, die
einen gemeinsamen Bouton als Présynapse besitzen, teilen. Er kann sich aber auch erst in den
Schaft zuriickziehen, so dal3 eine perforierte Schaftsynapse entsteht. Aus dieser perforierten
Schaftsynapse kdnnen sich dann wiederum zwei neue Spinesynapsen bilden.

Nach diesem Modell wiirden perforierte Synapsen nur eine Zwischenstufe in eéinem Kreislauf
zur Bildung neuer Synapsen darstellen. Sie wiirden also lediglich a's ein Erneuerungsmecha-
nismus fir die nicht-perforierten Synapsen fungieren. Die dominante Position I&ge somit be
den nicht-perforierten Synapsen. Diese Hypothese wirde zwar beschreiben, warum perfo-
rierte Synapsen grof3er als nicht-perforierte Synapsen sind, sie wird aber der Funktion perfo-
rierter Synapsen bel aktivitdtsabhangigen Vorgangen nicht gerecht, da die Effizienz dieser
Synapsen nicht berticksichtigt wird. Gegen diese Hypothese spricht auch, dai3 bislang keine
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Beweise erbracht werden konnten, die zeigen, dald perforierte Synapsen sich zu nicht-
perforierten teilen. Bel den zahlreichen Untersuchungen, die bislang durchgefthrt wurden,
hétte die Teilung der perforierten Synapsen (synapse-splitting) statisch gesehen erfaldt werden
muissen. Da es auch im heutigen Zeitalter der Wissenschaft immer noch nicht moglich ist, ein
Monitoring ultrastruktureller Verbindungen durchzufiihren, sind morphologische Untersu-
chungen jedoch weiterhin durch die Tatsache limitiert, da3 nur Momentaufnahmen von
Strukturen und keine Zeitabfolgen aufgenommen werden kénnen. Man konnte daher argu-
mentieren, dal3 dieses ,, synapse-splitting” so schnell abléuft, dal? es schwierig ist, diesen Vor-
gang zu erfassen. Dann mifte man aber zumindest im Gewebe vermehrt verzweigte (bran-
ched) Spines, die den gleichen Bouton als Prasynapse haben, finden. Diese konnten ebenso
nicht gefunden werden (Sorra et al., 1998). Aul3erdem miifte man, wenn perforierte Synapsen
die Vorstufen von nicht-perforierten sind, in Zeiten hoher synaptischer Aktivitat eine Zunah-
me perforierter Synapsen sehen. Untersuchungen im Hippocampus an 15 Tage alten Tieren,
wo die Synaptogenese sehr stark ist, zeigten jedoch keine Zunahme an perforierten Synapsen.
Es konnte lediglich eine leichte Zunahme der nicht-perforierten gesehen werden (Itarat und
Jones, 1992, 1993; Sorra et a., 1998). Aufgrund der hier aufgefihrten Argumente erscheinen
diese Splitting-Modelle a's sehr unwahrscheinlich.

Geinisman et al. (1993) entwickelten ein weiteres Modell, wonach bereits bestehende nicht
perforierte synaptische Verbindungen in Abhéngigkeit von Aktivitét in perforierte umgewan-
delt werden (s. Abbildung 23). Da es verschiedene Formen der Perforation gibt (s. 1.3.1),
werden auch in diesem Modell mehrere Zwischenstufen durchlaufen. Aus einer nicht-
perforierten Synapse wird zunéachst eine , fenestrierte* perforierte Synapse gebildet, die dann
in eine ,hufeisenformige” Ubergeht, bis letztendlich einzelne, segmentierte PSDs vorliegen.
Insgesamt kdnnen sechs verschiedene Intermedidrzusténde durchlaufen werden, je nachdem
ob im postsynaptischen Spine ein Spinule vorliegt oder nicht. Eine Erweiterung dieses Mo-
dells (Geinisman et al., 1996) sieht vor, dal’ perforierte Synapsen auf Spines sich auch wieder
in den Schaft zurtickziehen konnen.

Neu an dem Geinisman-Modell ist, dal3 perforierte Synapsen keine Intermediate zur Herstel-
lung neuer Synapsen mehr darstellen, sondern wichtige Ultrastrukturen sind, die aktivit&tsab-
héngig gebildet werden. Die perforierten Synapsen haben in diessm Modell die dominante
Stellung. Ferner kommt es nicht zu einem Splitting, wodurch die Anzahl der Synapsen ver-
grof3ert wird, sondern nur zu einer internen Umstrukturierung bei der die Anzahl der Synap-
sen konstant bleibt. Dieses Modell steht daher in Einklang mit Studien, die keine Verénderung
der Synapsenzahlen sehen (Lee et al., 1980; Chang und Greenough, 1984; Desmond und Le-
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vy, 1986 a/b, 1988, 1990; Schuster et a., 1990; Geinisman et a., 1991, 1993, 1996;
Hosowaka et al., 1995; Buchs und Muller, 1996).

Abbildung 23: Modell zur Bildung perforierter Synapsen nach Geinisman et al. (1996). Bel
einer nicht-perforierten Synapse (a) wird durch ein Spinule ein Loch in der PSD (b) und dann
eine hufeisenformige Perforation gebildet (c), bis sich die PSD komplett teilt (d). Aus dieser
segmentierten Spinesynapse kann eine aquivalente PSD-Form ohne Spinule entstehen (e), die
sich in eine hufeisenformige (f) und dann weiter in eine fenestrierte (g) umwandeln kann. Auf
der anderen Seite kann aus der segmentierten Spinesynapse mit Spinule (d) eine segmentierte
Schaftsynapse entstehen, indem sich der Spine in den Schaft zurlickzieht. Es entsteht dabei
erst ein Spine ohne Hals (h), anschliefRend eine Zwischenform, bei der sich der Spine schon
zur Hafte in den Schaft gezogen hat (i) und letztendlich eine perforierte Schaftsynapse (j).
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Dieses Modell wird zwar meiner Vorstellung der Funktion perforierter Synapsen gerecht, aber
es enthélt genau wie auch die vorherigen Modelle eine Reihe von Unstimmigkeiten. Kontro-
vers sind z.B. die Spinules, die in diesem Modell zur Perforation von Synapsen fuhren, denn
Spinules sind nicht spezifisch fur perforierte Synapsen. Sie kommen nur zu 33% bel perfo-
rierten Synapsen vor (Sorra et al., 1998). Des weiteren konnte nie die Umwandlung von einer
PSD-Form in eine andere gezeigt werden. Dieses interne Remodelling ist daher genauso kri-
tisch, wie das Splitting bel den anderen Modellen zu betrachten.

4.1.5 Molekulare Mechanismen der Synapsenperforation

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sind NMDA-Rezeptoren und die Serinprotease
tPA wichtige Faktoren bel der Bildung der Perforation. In diesem Abschnitt soll daher auf die
Wirkungsweise dieser Komponenten bei den Mechanismen der Perforation eingegangen wer-
den.

4.1.5.1 tPA

Mit dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dal3 die Serinprotease tPA eine wichtige
Rolle bei der Bildung perforierter Synapsen spielt. Denn durch tPA-Inhibitoren konnte der
durch Picrotoxin bedingte Anstieg der perforierten Synapsen selektiv geblockt werden.

tPA spielt auch eine wichtige Rolle bei synaptischer Plastizitét und die Expression wird nach
Applikation von Forskolin (einem Aktivator der cAM P-abhangigen Zyklase), CAMP und nach
Induktion von LTP (Qian et al., 1993) hochreguliert. Erhthte tPA-Gehalte hat man auch im
Cerebellum nach intensivem, motorischen Lernen gefunden (Seeds et al., 1995). Ebenso
konnte gezeigt werden, dal3 tPA Knock-out Méuse kein L-LTP (Frey et a., 1996; Huang et
al., 1996) zeigen. Die Expression von tPA ist somit aktivitatsabhangig und scheint genau wie
bei den perforierten Synapsen eine essentielle Rolle bei der LTP zu spielen. Die Tatsache, dal3
tPA an beiden Vorgangen beteiligt ist erscheint sehr plausibel, da das Auftreten perforierter
Synapsen und LTP eng miteinander verkniipft sind oder sich sogar gegenseitig bedingen.

Es stellt sich nun die Frage, wie tPA an der Bildung perforierter Synapsen mitwirken kénnte.
Die elektrophysiologischen Messungen zeigen, dald tPA nicht durch Modulation der Sponta-
naktivitdt der Neurone agiert (siehe auch Baranes et al., 1998; Griesinger und Miiller, 1998).
Es missen folglich rein proteolytische Prozesse ablaufen. Es ist bekannt, dal3 tPA die Adhési-
onsfahigkeit von Neuriten verringert und Molekile der extrazelluléren Matrix schneidet
(Seeds et al., 1990, Sumi et a., 1992). Da tPA in einigen synaptischen Boutons vorkommt
(Griesinger und Schweizer, 1997) und aktivitatsabhangig freigesetzt wird (Gualandris et al.,
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1996) ware es denkbar, dal3 es an der Synapse Adhasionsmolekile, die fir den Zusammenhalt
der Synapse mit der extrazellulér Matrix beteiligt sind, oder sogar Zelladhasionsmolekile im
synaptischen Spalt schneidet und dadurch die Bildung der Perforation erméglicht. In der Tat
konnte gezeigt werden, dal3 tPA eine hochkonservierte Sequenz in der extrazellul&ren Domé&-
ne von neuronalen Zelladhasionsmolekilen (NCAMSs) erkennt, die zur Abspaltung eines spe-
zifischen 75 kDa Fragmentes fuhrt (Hoffman et a., 1998a/b). Endo et al. (1998) stellten fest,
dald das tPA-Plasminsystem das embryonale NCAM (s. 4.1.5.3) innerhalb einer Stunde
schneidet und der Vorgang durch den Plasmininhibitor-1 selektiv blockiert werden kann.
Hoffman et a. (1998a) kamen zu der Erkenntnis, dafd durch tpA-Inhibition keine 75 kDa-
Fragmente mehr nachgewiesen aber auch kein LTP mehr induziert werden kann. Dies deutet
daraufhin, dal3 das Schneiden von NCAMSs, ein entscheidender Schritt bei der LTP-Induktion
und auch bel der Bildung perforierter Synapsen ist.

NCAM-Fragmente wurden jedoch auch bereits nach 30 Sekunden Stimulation von NMDA -
Rezeptoren mit NMDA gefunden (Hoffman et al., 1998a/b). Da dieser Fragmentierungsvor-
gang durch APV selektiv geblockt werden kann, wird die proteolytische Aktivitat von tPA
offensichtlich nur Gber den NMDA-Rezeptor reguliert. Wie dieser Regulierungsmechanismus
verlauft ist nicht bekannt. Hoffman et al. (1998b) schlugen vor, dal3 durch den Influx von Cal-
ciumionen in die Postsynapse Second-Messenger Kaskaden aktiviert werden, welche die Zel-
ladhésionsmol ekiile flr eine Spaltung zuganglicher machen konnten. Auf der anderen Seite
konnte tPA erst durch die Aktivierung des NMDA-Rezeptors sekretiert werden. Dann mufdte
jedoch eine Korrespondenz zwischen post- und prasynaptischer Seite in Form eines retrogra-
den Messengers vorliegen. Dieser kénnte wiederum durch den Einfluf3 von Calciumionen
durch die NMDA-Rezeptoren aktiviert werden.

In Anbetracht der Tatsache, dal3 der NMDA-Rezeptor genau wie tPA eine wichtige Rolle bel
der Entstehung der Perforation und bel LTP spielt, erscheint ein Zusammenspiel der NMDA-
Rezeptoren und tPA als nicht unwahrscheinlich.

Das Schneiden der Zelladhasionsmolekile durch tPA ist moglicherweise ein fir die Bildung
der Perforation wichtiger Faktor. Es ist zwar bekannt, dal3 durch tPA auch verschiedene
Wachstumsfaktoren wie z.B. der Hepatozytenwachstumsfaktor HGF (Naldini et al., 1995;
Thewke und Seeds, 1996), extrazelluldre Wachstumsfaktoren, wie TGF-3 (transforming
growth factor; Brauer and Y ee, 1993), IGF (insulin-like growth factor; Campbell et a., 1992)
oder bGFG (basic fibroblast growth factor; Saskela und Rifkin, 1990) oder sogar intrazellul&
re Signalkaskaden (Pittman et a., 1989; Verall und Seeds, 1989) aktiviert werden, aber es
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liegen keine Hinweise vor, dal3 diese Faktoren im Zusammenhang mit der Bildung perforier-

ter Synapsen stehen. Sie spielen vermutlich eher eine Rolle beim Neuritenwachstum.

4.1.5.2 NMDA-Rezeptoren

Wie eben bereits im Zusammenhang mit tPA diskutiert und wie die hier vorliegenden Ergeb-
nisse zeigen, spielen die NMDA-Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der Bildung perforierter
Synapsen. Die Beteiligung des NMDA-Rezeptors an Prozessen der synaptischen Plastizitét
wurde ebenso in Studien Gber LTP (Artola und Singer, 1987; Collingridge et a., 1993; Harris
et al., 1984), Kindling (Peterson et a., 1984; Slater, 1995) sowie rdumlichem Lernen (Morris
et a., 1986) gezeigt.

Wie konnten NMDA-Rezeptoren an der Bildung perforierter Synapsen beteiligt sein? Da der
NMDA-aktivierte Strom hauptséchlich von Calciumionen getragen wird, ist eine weitere Be-
teiligung des NMDA-Rezeptors vermutlich primér auf die intrazellulére Zunahme von Calci-
umionen zurickzuftihren (Alford et al., 1993; Perkel et al., 1993). Es liegen Hinweise vor,
daid der Einflul3 von Calciumionen in die Postsynapse, die Aktivierung bislang nicht aktiver
Synapsen (silent synapses) sowie die Insertion neuer AMPA-Rezeptoren in die PSD bedingt.
Bindung der Calciumionen mittels EGTA (1,2-Bis-(2-aminoethoxy ethan)-N,N,N",N"-
tetraessigsaure) oder Blockade der NMDA-Rezeptoren mit APV verhinderten diesen Vorgang
(Liao et al., 1995; Durand et a., 1996).

Ferner werden durch den Einstrom von Calciumionen Proteinkinasen in der PSD, wie z.B.
PKC oder die CaMK Il aktiviert. Substrate dieser Enzyme sind u.a. zahlreiche Zytoskelett-
proteine, wodurch Veradnderungen in der Postsynapse bewirkt werden kénnen (Coss und Per-
kel, 1985; Fifkova, 1987; Fifkova und Moralis, 1991; Harris und Kater, 1994; Segal, 1995a).
Es wird angenommen, dal3 die Zytoskelettproteine Actin (Crick, 1982), Myosin (Moraes und
Fifkova, 1989), Spektrin und die Mikrotubuli assoziierten Proteine (Aoki und Siekevitz, 1985,
1988; Lynch und Baudry, 1987) sowie Calpain (Lynch und Baudry, 1987) an der Verande-
rung der Spinekonformation beteiligt sind. Siman et a. (1984) beobachteten, dal3 Spektrin, ein
Hauptbestandteil des Zytoskeletts und ein Aktin/Calmodulinbindendes Protein durch die Cal-
cium-aktivierte Protease Calbindin | degradiert wird. Sie nahmen an, dal3 durch diesen Me-
chanismus die Struktur des Zytoskeletts anhaltend verandert werden kénnte. Da durch solche
Proteolyse die Starrheit eines Spines herabgesetzt wird, kénnten dadurch Veranderungen in
der Spineorientierung, die wiederum mit Modifikationen synaptischer Verbindungen einher-
gehen konnten, bewirkt werden (Hosowaka et al., 1995). Ebenso wurde gezeigt, dald die PKC
an der schnellen und reversiblen Bildung von Spinules mitbeteiligt ist (Weiler et a., 1991).
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Der NMDA-Rezeptor ist somit an der Regulation proteolytischer Aktivitéten, die zur Frag-
mentierung von Zelladh&sionsmolekilen fuhren, an der Aktivierung bereits vorhandener Re-
zeptoren und der Insertion neuer Rezeptoren in die PSD, am Umbau der PSD und der Anpas-
sung des postsynaptischen Zytoskeletts an die neue PSD-Form involviert.

4.1.5.3 Zelladhasionsmolekiile

Wie bereits im Kontext mit tPA gezeigt, spielen Zelladh&sionsmolekiile bel der Bildung von
Perforationen eine wichtige Rolle (Mayford et a., 1992). Dies erscheint plausibel, da Zellad-
hésionsmolekile fir den Zusammenhalt der Zellen untereinander sowie fur die Verbindung
der Zellen mit dem internen Zytoskelett verantwortlich sind. Sie bestimmen im Endeffekt die
Struktur des Gewebes. Zelladhasionssysteme konnten somit als Faktoren betrachtet werden,
die bei der Ubersetzung der genetischen Information in die komplexe dreidimensionale An-
ordnung von Zellen im Gewebe helfen (Gumbiner, 1996).

Wie konnten Zelladhésionsmolekille an der Bildung der Perforation mitwirken? Da bei der
Bildung von Perforationen zusétzliches Vesikelmaterial in Pr& und Postsynapse eingebaut
werden muf3, konnten die Verbindungen der Zelladhasionsmolekile zwischen der Pré& und
Postsynapse gelockert werden und die Zelladh&sionsmolekille auseinander gleiten, um Platz
fir das neue Membranmaterial zu schaffen. In diesem Zusammenhang wurde in verschiede-
nen Studien die Funktion des neuronalen Zelladhasionsmolekiils NCAM eingehender unter-
sucht. Das besondere an NCAM ist, dal3 es verschiedene Formen von diesem Molekul gibt,
die unterschiedliche Funktionen haben. In der Entwicklung wird NCAM mit einem linearen
Homopolymer bestehend aus negativ geladenen N-Acetylneuraminsaureresten (polysialic
acid; PSA), das an die funfte Immunglobulindoméane gebunden ist, exprimiert (Finne et al.,
1983), wéahrend im Alter diese sialisierte Form zunehmend durch die nicht-sialisierte ersetzt
wird (Edelman, 1986). Da gerade in der Entwicklung verstérkt synaptische Kontakte auf- und
umgebaut werden, kénnte PSA-NCAM an diesen Prozessen beteiligt sein. Es konnte auch
tatsachlich gezeigt werden, dal3 durch die PSA-Kette aus sterischen Griinden die homophile
Bindung von NCAM beeinfluf3t wird, wodurch die Adhasionskraft um Faktor 3-4 abnimmt
(Crossin et al., 1984; Hoffman und Edelman, 1983). Der PSA-Rest fungiert also praktisch als
Inhibitor der Zelladhdsion bzw. zur Auflockerung bestimmter Strukturen (Rutishauser et al.,
1988; Acheson et al., 1991).

Interessanter Weise wird die Expression von PSA-NCAM in Abhéngigkeit von Aktivitét re-
guliert. Es konnte gezeigt werden, dal3 die Expression durch TTX inhibiert und durch Bi-
cuculline oder hohe Konzentrationen an Kalium beschleunigt wird (Doherty et al., 1990; Kiss
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et al., 1993, 1994; Muller et al., 1996). Ferner konnte gezeigt werden, dal3 diese Sialisierung
reversibel ist und innerhalb einer Stunde erfolgt (Kiss et a., 1994). Neben diesem Sialisie-
rungsmechanismus kann PSA-NCAM auch durch regulierte Exozytose an die Zelloberflache
gebracht werden (Kiss et al., 1994). Diesist in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dal3 PSA-
NCAM sowohl pr& als auch postsynaptisch nachgewiesen werden konnte (Muller et a.,
1996; Schuster et al., 1998).

Ferner ist eine verstérkte Zunahme an PSA-NCAM nach LTP-Induktion festgestellt worden
(Fazeli et al., 1994; Becker et al., 1996; Muller et al., 1996; Kramer et al., 1997; Schuster et
al., 1998) und es konnte gezeigt werden, dal3 durch Inhibition von NCAM durch Antikorper
oder Abspaltung des PSA-Restes durch das Enzym Endoneuraminidase (Endo-N) die Induk-
tion von sowohl LTP als auch LTD reversibel geblockt wird (LUthi et al., 1994; Muller et al.,
1996). Da PSA-NCAM eine essentielle Rolle bei der Induktion von LTP spielt und LTP wie-
derum mit der Bildung von perforierten Synapsen verbunden ist, kénnte man postulieren, dafi3
durch die Expression von PSA-NCAM die Bildung perforierter Synapsen und die Induktion
von LTP erst ermdglicht wird. Dies konnte wie folgt ablaufen: In Abhéngigkeit von Aktivitét
wird verstarkt PSA-NCAM exprimiert, entweder durch de novo Synthese oder durch die
Umwandlung von NCAM in die sidisierte, embryonale Form. Da durch PSA-NCAM die Ad-
hésion der Zelladhasionsmolekile verringert wird, wird die Struktur zwischen Pr& und Post-
synapse aufgelockert. Infolgedessen kann Membranmaterial, das zur Bildung der Perforation
fuhrt, eingebaut werden. Anschlief3end werden die neu geformten Strukturen wieder stabili-
siert, indem PSA-NCAM wieder zu NCAM umgewandelt wird. Dieser Mechanismus ist noch
stark vereinfacht. Vermutlich kann nur durch die Auflockerung der Zelladhasionsmolekile
infolge der Expression von PSA-NCAM und dann durch ein zurecht Schneiden dieser Mole-
kule mittels des tPA/Plasminsystems, die Bindung zwischen Pr& und Postsynapse ausrei-
chend gel6st werden. Erst nach diesen Schritten kann dann das zur Perforation bendtigte
Membranmaterial eingebaut werden. Fir ein Zusammenspiel zwischen dem tPA-
Plasminsystem und PSA-NCAM spricht auch die Tatsache, dal3 PSA-NCAM in der Ent-
wicklung und in der frihen postnatalen Phase stark exprimiert wird, genau zu einem Zeit-
punkt, wo auch die tPA-Aktivitét sehr grof3ist.

Ebenso ist es nicht auszuschlief3en, dald infolge der aktivitétsabhangigen Expression von PSA-
NCAM durch homophile und heterophile Interaktionen auch noch zusétzlich intrazellulére
Mechanismen und Second-Messenger Kaskaden angeschaltet werden, die wichtig bei der
Umstrukturierung der PSD sein konnten (Schuch et a., 1989; Klinz et al., 1995; Williams et
al., 1995).
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Zelladhdsionsmolekiile waren nach dieser Hypothese somit nicht nur an elementaren ent-
wicklungsbedingten, strukturellen Verénderungen wie z.B. Zell-Zell-Interaktionen ein-
schliefdlich Zellmigration, Axonwachstum, bel der Wegfindung, dem Auswachsen (sprouting)
und Regenerierung beteiligt (Edelman, 1986; Rutishauser et al., 1988; Rougon et al., 1993;
Doherty et al., 1995; Keynes und Cook, 1995) sondern auch an der Bildung von perforierten
Synapsen. Es wurde bereits spekuliert, ob Zelladhasionsmolekiile sogar generell bei struktu-
reller Plastizitét eine wichtige Rolle spielen (Bailey und Kandel, 1993; Rougon et al, 1993;
Doherty et al., 1995).

4.1.5.4 Membranmaterial

Es stellt sich nun die Frage, wo das fur die Bildung der Perforation bendtigte Membranmate-
rial herkommen konnte. Eine Moglichkeit wére, dald zur Bildung der Perforation einfach Ve-
sikelmembranmaterial in die PSD eingebaut wird (Maletic-Savatic et a., 1995; Spacek und
Harris, 1997; Lledo et a., 1998). Wie bel der Exozytose von Vesikeln, konnten dabei die Ad-
hésionsmolekiile, welche die Pr& und Postsynapse miteinander verbinden, zur Seite gleiten,
um den Vesikeln die Fusion mit der Plasmamembran zu erméglichen. Dieser Mechanismus
wirde dann auch erkléren, warum die Bildung perforierter Synapsen in Abhangigkeit von
Aktivitét verlauft. Das Ausmal’ der Perforation wirde von der Anzahl der freigesetzten Vesi-
kel abhangen. Je nach Anzahl der freigesetzten Vesikel konnte eine einfache Perforation in
Form eines Loches in der PSD, eine Hufeisenform oder komplett getrennte PSDs entstehen.
Shupliakov et a. (1997) konnten in der Tat zeigen, dal3 durch massive Stimulation in Gegen-
wart eines den Recyclingmechanismus der Vesikel blockierenden Agens, sich die Ultrastruk-
tur der Synapse stark veranderte. Die prasynaptische Plasmamembran nahm zu und es kam
sogar zur Fragmentierung der aktiven Zone durch Bildung von Membraninvaginationen. Da
in Abhangigkeit von Aktivitét zusétzliche Glutamatrezeptoren in die PSD eingebaut und , Si-
lent synapses® aktiviert werden (Liao et al., 1995, Isask et al., 1996, Durand et a., 1996)
koénnte auf diesem Weg, das neu eingebaute Vesikelmembranmaterial mit Rezeptoren ausge-
stattet werden.

Dieser einfache Vesikelmembraneinbau, wiirde mit dem schnellen Zeitverlauf der Bildung
perforierter Synapsen Ubereinstimmen und die Beteiligung von Zelladhasionsmolekilen, tPA
und NMDA-Rezeptoren erklaren. Infolge von Kurzzeitstimulation kénnten zunéchst einfache
Perforationen gebildet werden. Diese perforierten Synapsen wéren dann geringfligig grof3er
als die nicht-perforierten (Itarat und Jones, 1992, 1993). Bel 1anger anhaltenden aktivitétsab-
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héngigen Prozessen konnten dann infolge von Proteinbiosynthese komplexere, grofiere perfo-
rierte Synapsen entstehen.

4.1.6 Modell der Synapsenperforation

Basierend auf den hier vorgestellten Ergebnissen und den aus der Literatur bekannten Daten
soll nun ein neues Modell fir den Mechanismus der Synapsenperforation vorgeschlagen wer-
den (s. Abbildung 24):

1. Présynaptische Mechanismen:

- Durch Induktion von Aktivitét wird Gber einen Exozytosemechanismus die Konzentration
von PSA-NCAM in der Prasynapse erhoht. Ferner wird ein Teil des nicht-sialisierten
NCAMs siaisiert. Durch diese Prozesse werden die Verbindungen sowohl an, as auch
zwischen Pr& und Postsynapse aufgelockert.

- Des weiteren wird tPA aktivitdtsabhangig freigesetzt. tPA bewirkt die Bildung der Pro-
tease Plasmin, welche sowohl PSA-NCAM als auch NCAM-Molekile an der spezifischen
Serinproteasenbindungsstelle schneidet. Durch die Herstellung kleinerer Zelladhasions-
fragmente kann ein struktureller Feinumbau, der sowohl an der Pr& als auch an der Post-
synapse zu Perforationen fihrt, erfolgen.

- Durch den Einbau von Vesikelmembranmaterial, das bei der Exozytose von Transmittern
frei wird, kdnnen in Pr& und Postsynapse Perforationen entstehen. Dieser Vorgang kann,
genau wie die Exozytose der Vesikel sehr schnell verlaufen. Je nachdem wo und wieviel

Veskelmaterial eingebaut wird, entstehen unterschiedliche Formen der Perforation.

PSA-NCAM PSA-NCAM

Aktivitat

Abbildung 24: Modell zur Entstehung perforierter Synapsen. Induktion von Aktivitat fuhrt zur
Expression von PSA-NCAM und zur Exocytose von tPA. tPA aktiviert die Protease Plasmin,
welche dann Zelladhésionsmolekiile schneidet und dadurch den zur Bildung der Perforation
erforderlichen Einbau von Vesikelmembranmaterial ermoglicht.
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2. Postsynaptische M echanismen:

- Durch den Einfluf3 von Calciumionen durch NMDA-Rezeptoren werden sekundére Reak-
tionskaskaden aktiviert, die das Zytoskelett auf die Insertion von neuem Membranmaterial
vorbereitet und entsprechend der Perforation moduliert. Ferner werden nicht-aktive
Glutamatrezeptoren aktiviert. Des weiteren wird ein fur das tPA/Plasmin-System geeig-
netes Milieu zur Spaltung der Zelladh&sionsmolekiile geschaffen. Diese Vorgange kdnnen
bereits durch Kurzzeitstimulation hervorgerufen werden.

- Bei langfristiger Stimulation wird durch Calcium-aktivierte Reaktionskaskaden der Um-
bau einfacher perforierter Synapsen zu komplexen, grofderen Synapsen vorgenommen, in-

dem die PSD vergroéfert und weitere Rezeptoren eingebaut werden.

Mit diesem Modell kann die schnelle aktivitatsabhangige Entstehung der perforierten Synap-
sen durch einfache, elementare Vorgange erklért werden. Es zeigt das Zusammenspiel ver-
schiedener Faktoren, wie die Beteiligung des NMDA-Rezeptors, der Serinprotease tPA und
den Zelladh&sionsmolekillen. Des weiteren unterstreicht es die auf3erordentliche Dynamik
synaptischer Prozesse. Es sind sicherlich noch eine Vielzahl weiterer Prozesse an der Entste-
hung perforierter Synapsen beteiligt, deren Aufdeckung und Verstdndnis noch weiterer For-

schungsarbeit bedarf.

4.2 Spine- und Schaftsynapsen
4.2.1 Entstehung von Schaft- und Spinesynapsen

In der Kultur ist das Verhdltnis von Schaft- und Spinesynapsen ein wichtiger Aspekt, da es
sich gravierend von dem im Slice oder in vivo Bedingungen unterscheidet. Wéhrend im in-
takten Gewebe hauptsachlich Spinesynapsen vorliegen, sind in der Kultur Schaftsynapsen
vorherrschend (Schikorski und Stevens, 1997; Boyer et al., 1998). Das Verhdtnis zwischen
Spine- und Schaftsynapsen betragt in etwa 1:3. Zu Beginn der Kultivierung sind Schaftsynap-
sen dominant. Spinesynapsen sind noch sehr klein und einfach. Auffalig ist auch der grol3e
Anteil an Filopodien (Papa et a., 1995). Mit zunehmendem Alter der Kulturen nimmt auch
der Anteil an Spinesynapsen zu und der der Schaftsynapsen entsprechend ab. In diesem Zuge
verschwinden dann auch die Filopodien. In dem hier vorliegenden Kultursystem waren nach
12 DIC 65% aller Synapsen Schaftsynapsen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Un-
tersuchungen von Boyer et al. (1998) und Fiala et al. (1998).

Daim Laufe der Entwicklung Schaftsynapsen ab- und Spinesynapsen zunehmen, wurde po-
stuliert das Spinesynapsen aus Schaftsynapsen herauswachsen (Cotman et a., 1973; Pokorny
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und Yamamoto, 1981). Dieser Gedanke ist gestiitzt von der Tatsache, dal3 im Hippocampus
(Cotman et a., 1973; Pokorny und Y amamoto, 1981; Schwartzkroin et al., 1982; Steward und
Fak, 1991; Harris et al., 1992; Boyer et al., 1998), aber auch in anderen Gehirnregionen in
den ersten zwei postnatalen Wochen der Entwicklung die Schaftsynapsen dominieren (Jurasca
und Fifkova, 1979; Miller und Peters, 1981; Mates und Lund, 1983; Landis, 1987). Dies wiir-
de auch mit meinen Beobachtungen Ubereinstimmen, denn sehr auffélig ist, dal3 Spinesynap-
sen aus Schaftsynapsen auswachsen und die PSD der Schaftsynapse verwenden (s. Abbildung
25).

Abbildung 25: Bildung von Spinesynapsen. Spinesynapsen (sp) wachsen direkt aus Schaft-
synapsen aus und verwenden die PSD (siehe Pfeilspitze) der Schaftsynapse.

Wenn Spinesynapsen aus Schaftsynapsen auswachsen stellt sich die Frage, welche Rolle Fi-
lopodien haben. Dailey und Smith (1996) postulierten, dal3 Filopodien die Vorlaufer fur die
Bildung von Schaftsynapsen sein kénnten. Diese Hypothese kdnnte wahr sein, da Filopodien
in der Synaptogenese in verschiedenen Gehirnarealen sowohl von Neuronen mit Spines (Lund
et a., 1977; Miller und Peters, 1981; Markham und Fifkova, 1986) als auch von Neuronen
ohne Spines gebildet werden (Lund et a., 1977; Ulfhake und Cullheim, 1988; Wong et al.,
1992; Linke et al., 1994). Sie scheinen somit nicht als Vorstufen fir Spinesynapsen aus-
schlaggebend zu sein.

Wie koénnten Filopodien an der Entwicklung von Schaftsynapsen beteiligt sein? Fiala et al.
(1998) schlugen vor, dal’ Filopodien eine besonders spezialisierte Oberflache fir die Bildung
von Synapsen haben kdnnten. Synapsen kdnnten dann insbesondere an der Basis dieser gebil-
det werden und sich dann in Schaftsynapsen umwandeln. In dem Fall, dal? Filopodien Synap-
sen an ihrer Spitze bilden, kénnten sich die Filopodien zurtick in den Schaft ziehen, und die
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entsprechende Prasynapse mit zum Schaft ziehen. Dieser Vorgang kénnte moglich sein, da
Filopodien sehr dynamische Systeme sind, die wie in vitro beobachtet wurde, expandieren
und retraktieren (Dailey und Smith, 1996; Ziv und Smith, 1996). Andererseits kbnnten durch
die Bewegung von Aktinfilamenten, die fur die Expansion und Retraktion der Filopodien ver-
antwortlich sind (Fischer et al., 1998; Smith, 1988; Sheetz et al., 1992) auch Membrankom-
ponenten entlang des Filopodiums transportiert werden (Smith, 1994), so dal3 Synapsen von
der Spitze zur Basis des Filopodiums verschoben werden kénnten, woraus dann letztendlich
Schaftsynapsen entstehen konnten. Die entsprechenden Préasynapsen wirden bei diesem Vor-
gang mitgezogen werden. Dies wirde dann auch die Tatsache erkléren, dal3 Axone im frithen
Stadium der Entwicklung noch relativ verflochten und wirr angordnet sind und erst mit der
Ausdifferenzierung der Spines mit adultem Gewebe, wieder geradliniger und geordneter in
ihrem Verlauf werden (Shepard und Harris, 1998).

Filopodien kénnten somit die Vorlaufer von Schaftsynapsen und diese wiederum die Vorstu-
fen von Spinesynapsen sein. Diese Hypothese kdnnte auch Gultigkeit fur die perforierten
Synapsen haben. Betrachtet man die Verteilung perforierter Spine- und Schaftsynapsen, so
kénnte man vermuten, dald perforierte Schaftsynapsen die Precursor fir perforierte Spine-
synapsen sind. Dafur sprache auch die Tatsache, dal3 Langzeitstimulation vor alem zur Bil-

dung perforierter Schaftsynapsen fuhrt (s. 4.2.3).

4.2.2 Verhaltnis von Spine- und Schaftsynapsen in Abhangigkeit von Aktivitat

Interessant ist die Auswirkung von Kurz- und Langzeitstimulation auf die Anzahl der Spine-
synapsen. Durch Kurzzeitstimulation ist im Vergleich zu den Kontrollen keine Zunahme der
Spinesynapsen festzustellen. Erst nach 3 Tagen tritt eine leichte, jedoch nicht signifikante
Zunahme ein. Kurzzeitstimulation hat somit keinen Einfluf auf die Bildung von Spinesynap-
sen. Erst durch Langzeitstimulation konnen diese gebildet werden. Da die Bildung von Spines
abhangig von der intrazelluldren Calciumkonzentration und der Proteinbiosynthese ist (Papa
und Segal, 1996) und Proteinbiosynthese nur nach Langzeitstimulation erfolgt (Bliss und
Collingridge, 1993; Huang et al., 1996) stehen diese Ergebnisse in Einklang miteinander.

Vergleicht man jedoch diese Daten mit denen anderer Untersuchungen, so stellt man fest, dai3
diein der Literatur beschriebenen Effekte von Picrotoxin oder LTP auf die Anzahl der Spine-
synapsen kontrovers sind. In organotypischen Kuturen aus dem somatosensorischen Cortex
der Maus wurde die Spinedichte auf Pyramidenzellen durch Picrotoxin Stimulation erhoht
(Annis et a., 1994). Papa und Segal (1996) zeigten, dal3 die Spinedichte in dissoziierten hip-
pocampalen Kulturen durch Picrotoxinapplikation innerhalb 24 Stunden sogar um >60% an-
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stieg. Hingegen fanden Collin et al. (1997) in Slicekulturen keine signifikanten Veranderun-
gen. Muller et a. (1993) stellten sogar eine leichte Abnahme fest. Nach L TP-Induktion wurde
in einigen Studien eine signifikante Zunahme in der Anzahl der stubby Spines und der Schaft-
synapsen gesehen (Lee et al., 1980; Chang und Greenough, 1984; Chang et a., 1991). Trom-
mald et a. (1990, 1995) sahen eine Zunahme der Spinedichte an dendritischen Segmenten im
Gyrus dentatus 30 Minuten nach LTP-Induktion. Geinisman et al. (1996) stellten nach 13 Ta-
gen der LTP nur eine signifikante Zunahme der Schaftsynapsen fest. Diese kontroversen Er-
gebnisse konnten vor allem durch die unterschiedlichen Préparationen, aber auch durch ver-
schiedene Auswertungsmethoden zuriickzufthren sein.

Inhibition synaptischer Aktivitét durch Langzeitapplikation von TTX flhrte zu einer signifi-
kanten Abnahme an Spinesynapsen. 90% aller Synapsen wurden direkt auf dem Schaft gebil-
det. Es lagen nur Filopodien und kleine diinne Spines, jedoch keine ausdifferenzierten kom-
plexen Spines vor. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit denen von Papa und Segal
(1996), Kossel et a. (1997) und Collin et a. (1997).

Das Verhdtnis von Spine- und Schaftsynapsen ist folglich stark aktivitétsabhangig. Induktion
von Aktivitat fuhrt primér zur Bildung von Spinesynapsen, wahrend Inhibition elektrischer
Aktivitdt in einem sehr frihen Kultivierungsstadium sich auf die Synaptogenese der Spines
auswirkt wodurch verstérkt Schaftsynapsen gebildet werden. Geinisman et al. (1996) stellten
fest, dal3 13 Tage nach LTP-Induktion die Anzahl perforierter Schaftsynapsen um 28% zu-
nahm. Da die Potenzierung bereits schwacher as in den ersten Tagen war, konnte die ver-
stérkte Bildung der Schaftsynapsen nach einem der TTX-Behandlung analogen Mechanismus
verlaufen. Auch hier wirde durch abnehmende Aktivitét die Anzahl der Schaftsynapsen er-
hoht werden. Sowohl Spine- als auch Schaftsynapsen sind somit dynamische Strukturen, die
unter sténdiger afferenter Kontrolle stehen.

4.2.3 Anteil perforierter Synapsen an Spine- und Schaftsynapsen

Bislang wurde der Anteil perforierter Synapsen und das Verhdtnis von Spine- und Schaft-
synapsen in Abhangigkeit von Aktivitét betrachtet. Ein weiterer interessanter Aspekt ist daher
der Anteil perforierter Synapsen an Spine- und Schaftsynapsen. In der Kontrolle sind 4% aller
Spinesynapsen und 17% aler Schaftsynapsen perforiert. Die meisten perforierten Synapsen
sind somit Schaftsynapsen. Nach Stimulation mit Picrotoxin verandert sich dieses Verhdltnis.
Bereits durch Kurzzeitstimulation steigt der Anteil der perforierten Spinesynapsen auf 14%
und der der Schaftsynapsen auf 28% an. Durch Langzeitstimulation wird hingegen nur ein

minimaler weiter Anstieg der perforierten Spinesynapsen bewirkt. Hingegen nehmen die per-
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forierten Schaftsynapsen um weitere 10% zu. Es werden folglich 95% aller perforierten Spi-
nesynapsen bereits durch 15-minttige Stimulation gebildet, wahrend durch Langzeitstimulati-
on primér die Zunahme perforierter Schaftsynapsen bewirkt wird.

Kurzzeitstimulation fuhrt zur Bildung perforierter Spine- und Schaftsynapsen. Da infolge von
Langzeitstimulation keine weitere Zunahme der perforierten Spinesynapsen erfolgt kann of-
fensichtlich nur ein ganz bestimmter Prozentsatz aller Spines perforiert sein. Dies gilt auch fur
die Schaftsynapsen. Genau wie es ein definiertes Verhdltnis von Spine- und Schaftsynapsen in
Kultur gibt, scheint auch der Anteil der perforierten Synapsen an Spine- und Schaftsynapsen
bestimmten Gesetzméldigkeiten zu unterliegen. Infolge von Kurzzeitstimulation kann somit
nur ein entsprechender Anteil der Spines perforiert werden, da ein bestimmtes Verhdtnis zwi-
schen perforierten und nicht-perforierten Synapsen vorliegen muf3. Durch Langzeitstimulation
werden dann verstérkt perforierte Schaftsynapsen gebildet, die als Precursor fur perforierte
Spinesynapsen dienen konnten. Dies wiirde in Ubereinstimmung mit der Hypothese zur bil-
dung von Spinesynapsen stehen. Auf der anderen Seite kdnnte analog zu Geinisman et a.
(1996) durch lange Stimulation verstérkt die Bildung von Schaftsynapsen eingetreten sein.

4.2.4 Aktivitatsabhéangige Veranderung der Synapsendichte

Viele Studien haben nach LTP-Induktion keine Verénderung in der Gesamtzahl der Synapsen
gesehen (Lee et a., 1980; Chang und Greenough, 1984; Desmond und Levy, 1986 a/b, 1988,
1990; Schuster et al., 1990; Geinisman et al., 1991, 1993, 1996; Hosowaka et a., 1995; Buchs
und Muller, 1996). Ob die, in dieser Arbeit durch Stimulation hervorgerufenen Veranderun-
gen durch interne Umstrukturierungen (Remodelling) verursacht wurden oder ob durch de
novo Synthese die Synapsenanzahl zugenommen hat, kann nicht beurteilt werden. Es kénnen
nur Aussagen Uber das Verhdtnis der Synapsentypen zueinander gemacht werden, da die
Quantifizierung von Synapsen in Kultur aufgrund der wesentlich geringeren Synapsendichte
gegenuber dem normalen Gewebe sehr aufwendig ist. Da morphol ogische Verdnderungen wie
z.B. die Perforation von Synapsen jedoch bereits nach Kurzzeitstimulation auftraten, hat ver-
mutlich nach kurzer Stimulation ein synaptisches Remodelling stattgefunden. Durch langere
Stimulation kénnte es dann infolge von Proteinbiosynthese, die fir Synaptogenese erforder-
lichist, zur Bildung neuer Synapsen gekommen sein.
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4.2.5 Funktion von Spines

Wiein 4.2.1 erlautert, werden Synapsen in Kultur entweder auf Spines oder direkt am Schaft
gebildet. In jungen Kulturen dominieren die Schaftsynapsen. Erst mit zunehmendem Alter
differenzieren sich die Kulturen weiter aus und die Anzahl der Spinesynapsen nimmt zu (Papa
et a., 1995). Um der Frage nachzugehen, warum in Kultur sowohl Schaft- as auch Spine-
synapsen vorliegen, soll im folgendem Abschnitt auf die Funktion dieser verschiedenen post-
synaptischen Partner, insbesondere auf die der Spines eingegangen werden.

Uber die Funktion von Spines wird schon seit langem diskutiert. Nach Cajal (1906), vergro-
[3ern Spines die Dendritenoberfldche, um gentigend Platz fir Synapsen zu schaffen. Harris et
al. (1988) konnten aber mittels Computersimulation zeigen, dal3 ohne Spines weniger als 50%
der Dendritenoberflache mit Synapsen bedeckt ist, somit eine Platzfrage sehr unwahrschein-
lich ist. Ebenso ist vermutet worden, dal3 Spines die Wahrscheinlichkeit ,, en passent boutons®
zu bilden, erhdhen wirden. Allerdings gibt es bereits Beispiele, wo Spines nicht zu diesem
Zweck verwendet werden (Nicol und Walmsly, 1991).

In den letzten Jahren verfestigte sich immer mehr die Meinung, dal3 Spines in Plastizitét in-
volviert sind. Es wurde eine grof3e Anzahl morphologischer Verdnderungen infolge tetani-
scher Reizung festgestellt (Fifkova und van Harrefield, 1977; Chang und Greenough, 1984,
Leeet a., 1980 ; Desmond und Levy, 1988; Trommald et al., 1995). Eine mogliche Funktion
der Spines in Bezug auf plastische Veranderungen ist die Beeinflussung der Amplitude des
EPSPs durch Variation des Spinehaswiderstandes. Eine Zunahme des Halswiderstandes
durch Abnahme des Halsdurchmessers kdnnte zu einer Abnahme der synaptischen Effizienz
fuhren (Pongrazs, 1985; Lisman, 1989).

Des weiteren denkt man, dal3 Spines eine Kompartimentalisierung biochemischer Prozesse
bewirken konnten (Gamble und Koch, 1987; Wickens, 1988; Koch und Zador, 1993; Svoboda
et a., 1996). Es konnte gezeigt werden, dal?3 Spines zur Kompartimentalisierung von Calcium
dienen (Guthrie et al., 1991; Muller und Connor, 1991; Segal, 1995; Connor et a., 1994,
Spacek und Harris, 1997). Cacium spielt eine wichtige Rolle bei der Initierung der Genex-
pression nach Einwirkung synaptischer Aktivitdt (Rosen et al., 1995; Finkbeiner und Green-
berg, 1996). Durch tetanische Reizung kann in Spinekdpfen eine Konzentration von 20-40
MM Calcium erreicht werden (Petrozi et al., 1995). Erst nach 100 ms fdlt sie auf die ur-
sprungliche Konzentration von weniger als 1 pM wieder ab (Segal, 1995b). In vielen Unter-
suchungen wurden hohe Konzentrationen von Calcium und seinen Prézipitaten im SER und
im Spineapparat gefunden (Fifkova et al., 1983; Andrews und Reese, 1990; Buchs et .,
1994). Ebenso hat man den Inositoltriphosphat (IPs)-Rezeptor an den Membranen des SER in
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Spines und Dendriten entdeckt (Mignery et al., 1989; Villa et a., 1992). Aktivierung dieses
Rezeptors konnte zur Freisetzung von Calcium aus intrazelluldaren Speichern fuhren. Da ins-
besondere die grof3en Spines viel SER besitzen, sind diese die besten Kandidaten fir die Spei-
cherung von Calcium. Erreicht Calcium eine hohe Konzentration, was sehr leicht ist, da grol3e
Spineskdpfe nur ein Volumen von 0.2um? haben (Harris und Stevens, 1989), kénnten Pro-
teinkinasen aktiviert werden, die spezifische Proteine phosphorylieren (Rosen et al., 1995)
wodurch Verénderungen in der Spinemorphologie bewirkt werden kdnnen (Coss und Perkel,
1985; Fifkovaet al., 1987; Moralis und Fifkova, 1991; Harris und Kater, 1994; Segal, 1995a).
Bel hohen Calciumkonzentrationen konnte es zur Wiederaufnahme von Calcium ins SER
kommen, bis eine normale Calciumkonzentration wieder erreicht wird.

Ferner wird diskutiert, ob ein Zusammenhang zwischen der Induktion von LTP und dem vor-
kommen von Spines besteht. Denn mit zunehmender Spinedichte und Reife der Spines nimmt
die Moglichkeit LTP zu induzieren und aufrecht zu erhalten, zu (Collin et al., 1997). Boyer et
al. (1998) vermuten, dal3 es schwieriger ist LTP in dissoziierten Neuronen als in Slicekulturen
zu induzieren, da diese erheblich mehr Schaftsynapsen haben.

Spines haben somit gegenuber den Schaftsynapsen einen gréf3eren modulatorischen Einflul3
auf die postsynaptischen Signale. Es sind komplexere, plastischere Strukturen, die sich mit
ihrer Morphologie an die neuronale Aktivitét des Systems adaptieren konnen und vielleicht
sogar essentiell fur die Induktion hoherer Aktivitétszusténde sind. Ebenfalls kdnnten sie eine
protektive Funktion haben, indem sie den Dendriten vor zu hohen Calciumkonzentrationen
schiitzen. Schaftsynapsen kénnten entsprechend als einfachere, direktere Synapsen angesehen
werden (Rall und Rinzel, 1973, Peters, 1976). Da junge Kulturen noch nicht vollstandig aus-
differenziert sind, ist daher vermutlich auch der Anteil an den einfachen Synapsen wesentlich

hoher asin vivo.

4.3 Aktivitatsabhangige Veranderungen synaptischer Parameter

Nach dem , ultrastrukturellen Grolenprinzip (Pierce und Lewin, 1994) stehen die Charakteri-
stika eines Boutons (die Anzahl der Vesikel, der Perforationen und die Flache der PSD sowie
das Mitochondrienvolumen) in einem linearen Verhéltnis zum Boutonvolumen. Ebenso ste-
hen im Hippocampus und im Cerebellum die Grél3e eines Spines im engen Zusammenhang
mit der Grofe der Prasynapse. Pré- und postsynaptische Spezialisierungen sind folglich auf-
einander abgestimmt. Im Mittel hat ein 1 pm® groRer Bouton 0.9 aktive Zonen von 0.12 um?
Flache, Mitochondrien mit einer Flache 0.21 pm? sowie 900 Vesikel (Harris und Stevens,
1988, 1989). Diese Beobachtungen stimmen mit den hier vorliegenden Messungen Uberein.
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Bouton- und Mitochondrienfléachen stehen im Verhdltnis 1:10 zueinander. Infolge der unter-
schiedlichen Stimulationen liegen jedoch keine signifikanten GrofRenunterschiede vor. Diesist
aber auf die Tatsache zurtickzufiihren, dafld bei allen Messungen die Daten perforierter und
nicht-perforierter Synapsen gemittelt wurden. Auf der anderen Seite kann man auch argu-
mentieren, dald die durch 15-minitige Stimulation gebildeten perforierten Synapsen wahr-
scheinlich noch sehr klein sind, so dal3 der Unterschied gegentiber den nicht-perforierten nur
sehr gering ist. Betrachtet man den Assoziationsindex, der das prozentuale Verhdtnis zwi-
schen PSD-Lénge und gesamter Kontaktzone beschreibt, erkennt man in Abhéngigkeit der
Stimulationsdauer eine ansteigende Tendenz, die vermutlich auf die Zunahme der perforierten

Synapsen zurtickzufthren ist.

4.4 Ausblick

Das in dieser Arbeit entwickelte Modell zur Entstehung perforierter Synapsen kann als Aus-
gangspunkt zur weiteren Erforschung grundlegender Zusammenhénge zwischen den, an der
Perforation beteiligten Faktoren verwendet werden. Hier bieten sich verschiedene Moglich-
keiten an, z.B. mifdte zunachst tPA durch Immunogoldiabeling und anschlief3ender Elektro-
nenmikroskopie auf ultrastruktureller Ebene lokalisiert werden. Diese genaue Lokalisation
wirde zum besseren Verstandnis der Wirkungsweise von tPA beitragen und vielleicht auch
die Frage beantworten, warum einige Boutons tPA negativ sind und ob sich diese Boutons in
der Ultrastruktur von tPA-positiven unterscheiden. Da die Freisetzung von tPA méglicherwel-
se abhangig von der Aktivierung der NMDA-Rezeptoren ist, konnte durch Co-
L okalisationstudien weiter Uberprift werden, ob tPA in Boutons nur in Verbindung mit einer
bestimmten Anzahl NMDA-Rezeptoren an der Postsynapse vorkommt. Diese Untersuchun-
gen wurden dann ein Zusammenspiel von tPA und NMDA-Rezeptoren bestdtigen. Dartber
hinaus wéare zu prifen, ob es auch zu einer Hochregulierung der perforierten Synapsen
kommt, wenn man Kulturen direkt mit tPA versetzt. In diesem Kontext mif3te auch untersucht
werden, in wie weit dadurch die Expression der Zelladhasionsmolekile veréndert wird. Die
Verteilung von NCAM und PSA-NCAM miif3te zunachst immunzytochemisch am konfokalen
Lasermikroskop lokalisert werden. Anschlief3end mifdte dann untersucht werden, ob infolge
von entweder tPA-, NMDA- oder Picrotoxinapplikation die Expression dieser Zelladhasions-
molekule verdndert wird. Parallel dazu mufite kontrolliert werden, ob die Expression von tPA
in den Boutons durch Picrotoxinapplikation zunimmt. Zur weiteren Untersuchung der Funkti-
on von tPA bel der Perforation von Synapsen wirden sich tPA-Knock-out Mause hervorra-
gend eignen. An Kulturen von tPA-Knock-out Mé&usen mifdte zundchst die Verteilung der
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perforierten Synapsen untersucht werden und dann analoge Stimul ationsexperimente durchge-
fuhrt werden.

Ein grolder Fortschritt in der Erforschung der zur Perforation fihrenden Mechanismen, wirde
durch neue Verfahren, die ein Monitoring lebender Zellen auf ultrastruktureller Ebene er-
maoglichen, gemacht werden, denn dadurch wiirden die sehr zeitaufwendigen und zudem auch
nur durch die Wiedergabe einer Momentaufnahme limitierten, elektronenmikroskopischen
Untersuchungen abgel 6st werden.
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5 Zusammenfassung

Synapsen sind dynamische Strukturen, die in Abhangigkeit von Aktivitét ihre Ultrastruktur
veréndern konnen. Diese Modifizierbarkeit synaptischer Verbindungen wird als synaptische
Plastizitét bezeichnet und as die Basis elementarer Lern- und Gedéachtni sprozesse angesehen.

Interessante Strukturen im Kontext der synaptischen Plastizitét sind die perforierten Synap-
sen, die eine diskontinuierliche postsynaptische Dichte aufweisen. Man nimmt an, dal3 diese
Synapsen Produkte des synaptischen Remodellings oder Zwischenstufen in einem Prozef3 zur
Bildung neuer Synapsen sind. Das Auftreten perforierter Synapsen wurde verstérkt nach in-
tensiven Trainings- und Lernprozessen sowie nach Langzeitpotenzierung (LTP, dem vorherr-
schenden Modell fiir Lernen und Gedéchtnis) beobachtet. Uber die Funktion dieser Perforati-
on sowie die Mechanismen, die zur Bildung der Perforation fihren, ist bislang noch wenig
bekannt. In einem leicht zuganglichen Zellkultursystem hippocampaler Neurone sollten daher,
die Entstehung perforierter Synapsen in Abhangigkeit von Aktivitét sowie die der Perforation
zu Grunde liegenden Mechanismen untersucht werden.

Mit dieser Arbeit konnte das erste Mal gezeigt werden, dal3 perforierte Synapsen in Priméar-
kultur in Abhangigkeit von Aktivitét gebildet werden konnen. Bereits durch 15-mindtige Sti-
mulation mit dem GABAa-Antagonisten Picrotoxin, wurde die Anzahl der perforierten
Synapsen signifikant erhoht (83%). Langere Stimulation fur drei Tage fuhrte zu einer signifi-
kanten Erhéhung von 129%, wahrend durch 8-tégige Stimulation keine weitere Zunahme der
Anzahl der perforierten Synapsen erreicht wurde. Die Entstehung perforierter Synapsen er-
folgte anfangs sehr schnell und unterlag nach 3 Tagen einer Séttigung. Maximal ein Drittel
aller Synapsen waren nach Stimulation perforiert.

Bel der Entstehung perforierter Synapsen spielen sowohl NMDA-Rezeptoren sowie die Se-
rinprotease tPA eine entscheidende Rolle. Eine kompetitive Blockierung der NMDA-
Rezeptoren mit dem Antagonisten APV in Gegenwart von Picrotoxin verhinderte eine Zu-
nahme der perforierten Synapsen. Die Anzahl der perforierten Synapsen betrug wie in den mit
APV -behandelten Kontrollen 12%. Die Beteiligung der NMDA-Rezptoren konnte des weite-
ren durch eine 15-mindtige Stimulation in Medium mit 0 mM Magnesium und 2.5 mM Calci-
um bestédtigt werden. Diese Kurzzeitstimulation fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der
perforierten Synapsen von 12 auf 25%. Der durch Kurzzeitstimulation mit Picrotoxin be-
dingte Anstieg der perforierten Synapsen konnte ebenfalls selektiv mit dem tPA-Inhibitor
tPA-stop und dem Plasminogeninhibitor PAI-1 geblockt werden.
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein neues Modell fur die Entstehung perforierter
Synapsen vorgeschlagen: Induktion von Aktivitét fahrt zur Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren und zur Exozytose von tPA. Durch die NMDA-Rezeptoren kénnen Calciumionen
in die Postsynapse flief3en, welche dann Second-Messenger Kaskaden aktivieren. Infolge des-
sen werden die Proteine der Postsynapse, insbesondere die der postsynaptischen Dichte, sowie
die des synaptischen Spaltes modifiziert. tPA bewirkt dann Uber Plasmin die Fragmentierung
der Zelladhasionsmolekile, die fir den Zusammenhalt der Synapse verantwortlich sind. Erst

durch diese Auflockerung der synaptischen Struktur kann ein struktureller Umbau erfolgen.

Inhibition der synaptischen Aktivitat mit Tetrodotoxin fihrte hingegen zu keiner signifikanten
Erniedrigung der Anzahl der perforierten Synapsen, jedoch zu einer signifikanten Abnahme
der Spinesynapsen. Es ist anzunehmen, dal3 der Ab- und Aufbau perforierter Synapsen unter-
schiedlichen Mechanismen unterliegt.

Perforierte Synapsen spielen folglich eine elementare Rolle bei der synaptischen Plastizitét.
Sie werden aktivitdtsabhangig gebildet und sind vermutlich gegentiber den nicht-perforierten
Synapsen wesentlich effizientere Synapsen, die zur Aufrechterhaltung eines bestimmten zel-
luldren Aktivitatniveaus beitragen. Dies zeigt, dald im zentralen Nervensystem Struktur und
Funktion von Synapsen miteinander korrelieren.
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Summary

Synapses are dynamic structures that undergo activity-dependent changes of their ultrastruc-
ture. These changes of synaptic connections are referred to as synaptic plasticity which is the
basis of elementary learning and memory processes. Interesting structures in context with
synaptic plasticity are the perforated synapse, that show a discontinuity in the post synaptic
density. These synapses are thought to be products of the synaptic remodelling or intermedi-
ates in the process of development of new synapses. The appearance of perforated synapses
has been recognised after intensive training and memory tasks as well as after long-term po-
tentiation (L TP, the predominant model for learning and memory).

The function of the perforations as well as the mechanisms leading to the perforation are
hardly known. Therefore, the development of perforated synapses in dependence of activity
and the mechanisms underlying the formation of perforations should be investigated in an
easy accessable hippocampal cell culture system.

This study has shown for the first time that perforated synapses can be built in primary cell
culture in dependence of activity. Short-term stimulation with the GABA a-antagonist picro-
toxin for 15 minutes caused a significant increase in the number of perforated synapses
(83%). Long-term stimulation for 3 days resulted in a significant rise in the number of perfo-
rated synapses of 129% whereas stimulation for 8 days did not cause a further increase in the
number of perforated synapses. The formation of perforated synapses was very fast in the
beginning but saturated after 3 days. A maximal number of 30% of all synapses was perfo-
rated following this stimulation.

NM DA -receptors and the serine protease tPA play a significant role in the formation of perfo-
rated synapses. Competitive block of the NMDA-receptor channels with the antagonist APV
stopped the increase in the number of perforated synapses caused by picrotoxin application.
The number of perforated synapses after APV treatment was 12 % similar to the control
groups. The involvement of the NMDA-receptor could be further demonstrated by a 15 min-
ute stimulation with medium containung 0 mM Magnesium and 2.5 mM Calcium. This short-
term stimulation resulted in a significant increase in the number of perforated synapses from
12 to 25%.

The increase in the number of perforated synapses after short-term picrotoxin treatment could
be selectively blocked by the tPA-inhibitor tPA-stop and plasminogen-inhibitor PAI-1.

Based on this data a new model concerning the formation of perforated synapses has been
postulated: Induction of activity leads to activation of NMDA-receptors and exocytosis of
tPA. Calcium ions can permesate through the NMDA -receptors into the post-synapse and acti-
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vate second-messenger cascades that caused modifications of post synaptic proteins, espe-
cially of the post synaptic density and the synaptic cleft. tPA activates plasmin that fragmen-
tises cell adhesion molecules which hold the synaptic cleft together. This loosening of synap-
tic structure is necessary for structural modifications.

In contrast inhibition of synaptic activity with tetrodotoxin did not cause a decrease in the
number of perforated synapses, but a significant decrease in the number of spine synapses.
Probably the elimination of perforated synapses underlies different mechanisms than the for-

mation.

Altogether, perforated synapses play a fundamental role in synaptic plasticity. The formation
is activity-dependent. Probably perforated synapses are more efficient synapses than non-
perforated synapse. They might be necessary for the establishment of a certain cellular activ-
ity level. This shows that synaptic structure and function are correlated within the central

nerve system.
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6 Anhang

6.1 Zellkultur

6.1.1 Chemikalien/Lésungen

Chemikalien/L 6sungen Hersteller

Fibronektin: 0.001 Vol.-% in HBSS Sigma/ Gibco

Laminin: 0.001 Vol.-% in HBSS Sigma/ Gibco

Poly-L-Lysin: 0.01 Vol.-% in 0.1 mol/l Boratpuffer, pH 8.5 | Sigma

Konz. Salpetersiure Sigma

Papain: 20 u/ml EBSS Worthington Biochemical, NY
L-Cystein: 1*10° mol/l EBSS Sigma

EDTA (Titriplex 111): 0.5*10°° mol/l EBSS Sigma

6.1.2 Beschichtung der Coverslips

Coverdlips in Porzellanracks einsortieren

Racks in Glaskivetten Uberfthren, Gber Nacht in konzentrierter Salpetersaure inkubieren
Racks mit H2Opides. SPUlEN, bis die Sdure quantitativ entfernt ist

Racks bel 180°C Uber Nacht im Trockenschrank sterilisieren

Coverdips unter der Sterilbank in 24-Loch-Zellkulturschalen einsortieren

Coverdlips mit sterilfiltrierten Poly-L-Lysin beschichten und Uber Nacht im Kihlschrank
inkubieren

Poly-L-Lysin-Ldsung absaugen, so dal3 die Coverslips gerade noch bedeckt sind
Coverdips zur Entfernung des Poly-L-Lysins zweimal mit sterilem Wasser waschen
Zweite Beschichtung mit Laminin oder Fibronektin fir 3 Stunden oder tber Nacht
Absaugen (s.0.), dreimal mit H2Opigest, Waschen

Die Platten kénnen anschlief3end mit sterilem Wasser bedeckt fir maximal 2 Monate im

K dhlschrank aufbewahrt werden

6.1.3 Medien

Medien Hersteller

Earls Buffered Salt Solution (EBSS, Nr. 24010) Gibco/Life Technologies
Minimal Essential Medium (MEM, Nr. 31095) Gibco/Life Technologies
Minimal Essential Medium (MEM, Nr. 51200) Gibco/Life Technologies
Hanks gepufferte Salzldsung (HBSS, Nr. 14180) Gibco/Life Technologies
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6.1.4 Medienzusatze

Zusatze Hersteller
Pferdeserum, 10Vol.-% Charge: A 06228-495 Bioter
3.3*10°mol/l Glucose Sigma
8.3*10" mol/l Insulin Sigma
1¥*10° mol/l  Natriumpyruvat Sigma
3*10%mol/l  Natriumselenit Sigma
2,3*10° mol/l Ovabumin (Huhnereiklar) Sigma
2*10®mol/l  Progesteron Sigma
1*10* mol/l  Putrescin Sigma
1.28*10°° mol/I Transferrin Sigma
2.5*10° mol/l 1-R-D-Arabinofuranosyl-Cytosin-Hydro- Sigma

chlorid (AraC)

6.1.5 Angesetzte Medien

Plating-M edium Neuronenmedium Neuronenmedium + AraC
MEM, Nr. 31095 MEM, Nr. 31095 MEM, Nr. 31095
Pferdeserum - -

Glucose Glucose Glucose

- Insulin Insulin

- Natriumpyruvat Natriumpyruvat

- Natriumselenit Natriumselenit

- Ovalbumin (Huhnereiklar) Ovalbumin (Huhnereiklar)
- Progesteron Progesteron

- Transferrin Transferrin

- - AraC
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6.1.6 Praparation der Neurone

Vorbereitung:

steriles Wasser aus zwel Kulturschalen abziehen

Coverslips mit ca. 300 il Plating-Medium bedecken, bei 37°C vorinkubieren
Papain-Aliquot auftauen, mit L-Cystein und EDTA versetzen, 30-45 Minuten bel 37°C im
Wasserbad aktivieren

Greinerréhrchen mit 45 ml Plating-Medium versehen bel 37°C im Wasserbad vorinkubie-

ren

Préparation

10 postnatale Ratten (P1-3) mit Ether betduben und dekapitieren

Gehirne herauspraparieren und in einer sterilen Petrischale mit 25 ml EBSS sammeln
Hemispharen mit einem angeschliffenen Spatel (3 mm Breite) trennen, Blutgefale und Pia
mater mit Dumont-Pinzetten (Typ 5) entfernen, Hippocampi mit einer mikrochirugischen
Schere aus den Cortexhél ften herauspraparieren und sammeln

Hippocampi mit Pipette in neue EBSS uberfilhren und in ca. 1 cm? kleine Wiirfel schnei-
den

Wiirfel in vorbereitete Papainldsung pipettieren und 20 Minuten bel 37°C im Wasserbad
inkubieren

Enzyml6sung abziehen, durch 5 ml EBSS ersetzen

Gewebestiicke mit feuerpolierten Pasteurpipetten (Offnungsdurchmesser 0.5 - 1 mm) tri-
turieren bis tribe L 6sung entsteht

L6sung bei 300 g fiir 5 Minuten zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Zentrifugat mit 5 ml EBSS versetzen, triturieren, bei 200 g fir 5 Minuten zentrifugieren,
Uberstand verwerfen

Zellen in 3 ml EBSS aufnehmen, triturieren, in vorbereitetes Platingmedium geben

1 ml Zellsuspension pro Coverslip ausplattieren (entspricht Zelldichte von 2x10° Zel-
len/cm?)

Zéellen bei 37°C und 5% CO; inkubieren
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6.1.7 Material/Gerate

Material/Ger ate Hersteller
Glasdeckgléser, 12 mm A Assistent

24 Lochschalen fur die Zellkultur Renner GmbH
Wasserbad GSL

Inkubator Heraeus

Praparati onsbesteck Aescolap
Sterilfilter Millipore

Racks Thomas Scientific
Schwanhalslampe Zeiss, Deutschland
Lupe Zeiss, Deutschland

6.2 Immuncytochemie

6.2.1 Chemikalien/L6ésungen

Chemikalien/L 6sungen Hersteller
PBS (Phosphat Buffered Saline):

2.7+10° mol/l NaoHPO,

1.5*10° mol/l KH,PO,

Paraformaldehyd, 4 Gew.-% in PBS Sigma
Natriumborhydridiosung, 1 Gew.-% in pBS Sigma
Blockerl6sung: 10 Vol .-% Pferdeserum, 0.2 Gew.-% Bovine| gjoter, Sigma
Serum Albumin (BSA) in PBS

Carrierlosung: 1 Vol.-% Pferdeserum, 0.2 Gew.-% Bovine| gjoter, Sigma
Serum Albumin (BSA) in PBS

Lucifer Yellow: 0.1 Gew.-% in Hausser-L dsung Sigma
Ethanol: 10, 20, 40 Vol.-% in PBS Merck
Mounting Medium Sigma
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6.2.2 AntikOrper

Antikor per Konzentration |Hersteller

Maus anti-Synaptophysin 1:1000 Chemicon

Maus anti-GFAP 1:2000 Boehringer Mannheim
Maus anti-GAD 1:2000 BioTrend

Maus anti-MAP 2 1:1000 Boehringer Mannheim
Rabbit anti-tau 1:2000 DAKO

Toto 3 1:10000 Molecular Probes
anti-Maus konjugiert mit Cy2 1:1000 Amersham

anti-Maus konjugiert mit Cy3 1:1000 Amersham

6.2.3 Durchfuhrung der Immuncytochemie

Vorbehandlung:

- 4% Paraformaldehyd, 10 min

- 1% Natriumborhydrid in PBS

- 4 x5 minmit PBS waschen

- Entwésserung: 10%, 20%, 40%, 20%, 10% EtOH in PBS, jeweils 5 min

- Blockerlésung, 20 min

- 4 x5 min. mit PBS waschen

Antikorperreaktion:

- primé Anitkorper in Carrierl6sung, 1.5h oder tUber Nacht
- 3x 5 minmit PBS waschen

- sekundér Antikorper in PBS, 1.5h

- 3x 5 minmit PBS waschen

- eindeckeln mit Mounting Medium

6.2.4 Material/Gerate

Material/Ger ate Hersteller

TCS NT konfokalem Lasermikroskop Leica, Oberkochen
Neofluar oil Objektive Leica

Axiophot Mikroskop Zeiss

JVC KY-F30B 3-CCD VC

Immersionsol Sigma
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6.3 Elektronenmikroskopie

6.3.1 Chemikalien und Lésungen

Chemikalien/L 6sungen Hersteller
Picrotoxin: 50 um Sigma
APV (2-Amino-5-phosphonoval erianséure): 50 um Sigma
Tetrodotoxin: 1 um Sigma
tPA-stop: 1 um Loxo
PAI-1: 1 pm Loxo
Glutaraldehyd: 3 Vol.-% in MEM Fluka
Osmiumtetroxid: 1Vol.-% in PBS Polysciences
Uranylacetat: 2 Gew.-% in Ethanol Sigma
Pioloform: 0.2 Vol.-% in Chloroform Merck
Parladion: 0.5 Vol.-% in | soamylacetat Merck

6.3.2 Einbettungsprotokoll

Fixierung:

- 3% GA + (Neuronenmedium ohne AraC), 10 min bel 37 °C fixieren

1% OsO4 in PBS, 30 min bei 37 °C fixieren

4 x mit PBS waschen

3% GA + (Neuronenmedium ohne AraC) + 1% OsOg4 , 30 min bei 37 °C fixieren

Alkoholentwasserungsreihe Zeit
30 % 10 min
50 % 10 min
70 % 10 min
2 % Uranylacetat in 70 % EtOH 30 min
3 xin 70 % EtOH waschen

90 % 10 min
100 % 10 min
100 % auf Molekularsieb 10 min
100 % auf Molekularsieb 10 min
100 % EtOH auf Molekularsieb/Araldit 1:1 30 min
100 % EtOH auf Molekularsieb/Araldit 1:2 30 min
Araldit pur 30 min

- Deckglaser auf Araldit/Epontrager aufbringen, fir 48 h bei 60 °C auspolymerisieren
- Deckglaser mit flissigem Stickstoff Glas absprengen
- Proben auschneiden, aufkleben, trimmen und schneiden (Schnittdicke 50 - 60 nm)
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6.3.3 Einbettungsmedien

6.3.3.1 Aralditeinbettung

Komponenten:
Aradit

DDSA (2-Dodececenylsuccinicacid)

Beschleuniger (DMP-30): 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol
Stamml 6sung (hartes Gemisch): 200 g Araldit + 134 g DDSA
Einwaagen:

mi Araldit DM P-30
10 10.87 g 0.28¢
20 21.74¢ 0.56 ¢
30 32619 0849
40 43489 112¢9
50 54.35¢ 1409

6.3.3.2 Eponeinbettung

Komponenten:
Epon 812 (Glycidether 100)

Hérter DBA (DDSA = Dodecylbersteinsaureanhydrid)

Harter MNA (Methylnadicananhydrid)

Beschleuniger DMP-30 (2,4,6 Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol)
Stamml 6sungen:
Epon 1: 150.5 g Epon 812 + 191.0 g BDA

Epon 2: 361.0 g Epon 812 + 312.0 g MNA

Einwaagen:
mi Epon 1 Epon 2 DMP-30
10 3249 84449 0.15¢
20 6.48 g 16.88 g 0299
30 9.72 ¢ 25329 0449
40 12.96 g 33.76 g 0.58 ¢
50 16.20 ¢ 42209 0.73¢g
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6.3.4 Gridbefilmung

Objektrager mit Kernseife einreiben, trocknen lassen, mit Geschirrhandtuch Kernseifefilm

entfernen, mit Dust-Off Spray abspriihen

Objektréger in Gefald mit Befilmungslosung stellen, Lésung ablassen, Objekttrager an der

Luft trocknen.

Kanten des Objekttragers mit Skalpell anritzen, langsam in mit Wasser gefiillten Becher-

glas eintauchen

Film auf der Wasseroberflache mit Grids belegen, belegten Film mit Parafilmfolie auf-

nehmen und trocknen lassen

6.3.5 Kontrastierung nach Reynolds

Chemikalien:

5% Uranylacetat in bidest Wasser

Lsg. I: Po(I1)-Nitrat: 1.33g/ 15 ml

Lsg. I1: Na-Citrat*2H»0: 1.76 g/ 15 ml

Lsg. | und Il zusammengeben und gut homopgenisieren
Homogenisat mit 8 ml 1M NaOH tropfenweise versetzen
mit H2Opjdest, ad 50 ml

Lsg. anschlief3end steril filtrieren
Vor Benutzung abzentrifugieren

Durchfiihrung

Grids 5 min auf Uranylacetat im Dunkeln reagieren lassen
Waschen: in Wasserbad | 10 x, in Wasserbad 11 10 x eintauchen
1 min auf Pb-Lsg. reagieren lassen

Waschen: in Wasserbad Il 10 x, in Wasserbad | 5 x eintauchen
Trocknen
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6.3.6 Material/Gerate

Material/Ger éte Hersteller
Kupfer Grids (100 und 200 sguare mesh) Plano

Dust-off Spray Falcon

Diamant Diatome, Schweiz
Reichert Ultracut S Mikrotom Reichert

CEM 902 A Zeiss

Kamera SIT 66 Zeiss

ANALY SIS SOFTWARE Analysis
Petrischalen Greiner
Rasierklingen Agar Scientific

6.4 Elektrophysiologie

6.4.1 Chemikalien/L6ésungen

Externe Losung: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM Hepes, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,,
10 mM Glukose, 20 mM Sukrose, pH 7.4 eingestellt mit NaOH

Interne LGsung: 120 mM K-Glukonat, 10 mM Hepes, 10 mM EGTA, 2 mM MgCls,
2mM ATP, pH 7.3 eingestellt mit KOH
Lucifer Yellow: 120 mM K-Glukonat, 10 mM Hepes, 10 mM EGTA, 2 mM MgCls,

2mM ATP, pH 7.3 eingestellt mit KOH, 0.1 Gew.-% Lucifer Yellow

Pharmaka: s.6.31

6.4.2 Material/Gerate

Material/Ger dte

Hersteler

Inverses Mikroskop

Zeiss, Oberkochen

Mikromanipulator,
Verstarker EPC-9

HEKA Elektronik, Lambrecht,
Deutschland

Pulse + Pulsefit

HEKA Elektronik, Lambrecht,
Deutschland

Igor

Wavemetrics, Michigan , USA

Pipetten aus diinnwandigen Borsilikatglas GC 150TF

Clark Electromedical Instruments,
Pangbourne, UK

Horizontalen Pipettenziehgerétes

Zeitz, Minchen

Schwingungsgedadmpften Tisch

Micro-g®, TMC, Spindler& Hoyer,
Gottingen
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6.5 Sonstige Chemikalien und Reagenzien
Hersteller Stoffname Gefahr stoffkennzeichnung
Siama Adenosintri- i i i
9 phosphat
Serva Aradit X R 26/38-43 S28.2-37/39
Sigma APV X R 36/37/38 S 26-36
Sigma Blei(lnitrat  |T R OL-OLEN22 | 5345
Bovine Serum
Merck Albumin ' ' '
Sigma Calciumchlorid | X; R 36 S22-24
R 22-38-40-
Merck Chloroform Xn 48/20/22 S 36/37
Sigma L-Cystein Xn R 22 S22-24
Serva DDSA Xi R 36/37 S 26-36
. Di-Natriumhy-
Sigma drogenphosphat |~ i i
Serva DMP-30 Xn R 22-36/38 S39
Sigma EDTA Xr R 36-52/53 S26-31
Merck Ethanol F R11 S7-16
R 5, 24/25,
Roth Epon T 36/37, 38, 40 S1, 16,43
Sigma Fibronektin - - -
Sigma Glukose - - -
R 25-36/37/38-
Fluka Glutaraldehyd T 42143 S36-44
Sigma Hepes - - -
Sigma Insulin - - -
Merck | soamyl acetat F R11 S 16-23-29-33
Sigma Kaiumchlorid |- - -
Siama Kaliumdihydro- | i i
9 genphosphat
Sigma Kaliumgluconat |- - -
Sigma Laminin - - -
Sigma Magnes umchlo- | i i
rid
Serva MNA X R 26, 36/37/38 | S39
Sigma Natriumbor- FT R 15-25-34 S 26-36/37/39-

hydrid

43-45
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Hersteller Stoffname Gefahr stoffkennzeichnung
Sigma Natriumchlorid |- - -
Siama Natriumcitrat- i i i

g dihydrat
Merck Natriumhydroxid | C R 35 S 2-26-37/39

. Natriumhypo-
Sigma chlorid C R 31-34 S 28-45-50-51
Sigma Natriumpyruvat |- - -
Sigma Natriumselenit [T R 23/25-33 S 20/21-28-45
Polysciences Osmiumtetroxid |T* R 26/27/28-34 | S7/9-26-45
Siama Ovabumin/ i i i

9 Huhn
LOXO PAI-1 - - -
Worthington :
Biochemicals Papain Xn R 42/43 S 22-36/37/39
Mallinckrodt Parladion - - -
Sigma Picrotoxin T R26/27/28 S 36/37/39-45
Sigma Pioloform
Sigma Poly-L-Lysin - - S 22-24/25

. S 45-36/37/39-
Sigma Progesteron - R 46-60-63 3/7/9-92
Merck Salpetersaure |y R35 S 23-26-36-45

(konz.) :

Sigma Tetrodotoxin T R 26/27/28 S 36/37/38-39-45
Sigma Transferrin - - -
LOXO tPA-Stop - - -
Sigma Uranylacetat T R 26/28-33 S 20/21-45
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