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Mners Ctorn



»These creatures you call mice, you see, they are not quite as they appear.
They are merely the protrusion into our dimension of vast hyperintelligent
pandimensional beings. The whole business with the cheese and the squeaking
is just a front.«

The old man paused, and with a sympathetic frown continued.

» They’ve been experimenting on you I’'m afraid.«

Doucras Abpawms, The Hitchhiker’s Guide to the Galaxy
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1 Einleitung

1.1 Der Neocortex der Saugetiere

Das Gehirn der Saugetiere ist Hauptintegrationsort komplexer Information und zentrale
Steuerstelle des Organismus. Der Grofshirnrinde kommt hierbei besondere Bedeutung zu:
als phylogenetisch jlingster Teil enthélt sie die am weitesten entwickelten Strukturen des
zentralen Nervensystems und erlangt hierdurch die gréfite Bedeutung fiir dessen hohere
Funktionen. Beim Menschen bildet der Neocortex mit rund 90 Prozent den Grofsteil
der Oberfliche des Gehirns. Nach vor allem funktionellen, aber auch histologischen
und neurochemischen Gesichtspunkten wird er in Areale gegliedert, die untereinander
verschaltet sind und mit vor- und nachgelagerten subcorticalen Gebieten in Verbindung
stehen. So existieren spezialisierte Zentren fiir die Steuerung der Motorik oder die
Verarbeitung somatosensorischer Information. Durch ihre Interaktion entstehen komplexe
neuronale Netzwerke, die in ihrer Funktionsweise erst zum Teil verstanden sind, in ihrem

Zusammenwirken aber die Leistungsfahigkeit hochentwickelter Organismen ermoglichen.

Zur Verwirklichung dieses Netzwerkes benotigt der Neocortex spezialisierte Zellen. Hier
koénnen grundséatzlich zwei Typen unterschieden werden: Neurone und Gliazellen. Beide
sind in unterschiedlicher Dichte und Ausprégung iiber die sechs Schichten, in die sich
der Isocortex histologisch gliedert, verteilt. Der adulte menschliche Neocortex verfiigt
tiber 50 bis 65 Milliarden Zellen, davon etwa 20 bis 30 Milliarden Neurone (PELVIG et al.,
2008). Die Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) wurden in der Vergangenheit
als Hilfszellen der Neurone aufgefasst. Heute ist bekannt, dass Neurone und Gliazellen
zwei komplementéire Systeme bilden, von denen jedes fiir die Funktion des zentralen
Nervensystems von entscheidender Bedeutung ist. Gliazellen bilden ein Stiitzgeriist, tragen
zur elektrischen Isolation bei und sind wesentlich an Stoff- und Fliissigkeitstransport sowie

der Aufrechterhaltung der Homdostase des Gehirns beteiligt. In jiingerer Zeit mehren
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sich die Beweise, dass sie auch an der Modulation neuronaler Kommunikation beteiligt
sind (HAYDON und CARMIGNOTO, 2006; FIELDS, 2008; TASKER et al., 2012). Auch
ist belegt, dass Neurone und Gliazellen aus gemeinsamen multipotenten Stammzellen
hervorgehen (MAYER-PROSCHEL et al., 1997; GOTZ et al., 1998; MALATESTA et al., 2000;
HE et al., 2001). Das eigentliche Korrelat der Informationsverarbeitung im Neocortex
stellen jedoch die Neurone dar. Thr mafgebliches Merkmal ist die elektrische Erregbarkeit,
die Voraussetzung fiir Integration und Signaliibertragung im zentralen Nervensystem

ist.

Bis heute ist eine Vielzahl verschiedener Typen von Neuronen im Neocortex beschrieben
worden. Die Leistungsfidhigkeit der Grofhirnrinde beruht aber nicht ausschliefilich auf
der Vielfalt dieser Zellen, sondern vor allem auf der Komplexitdt ihrer Verschaltung:
jedes Neuron kann mit einer Vielzahl anderer in Verbindung stehen und in multiple
Schaltkreise variabler Grofe eingebunden sein (DEFELIPE et al., 2003). Neurone sind in
der Grofshirnrinde in vertikalen Sdulen und Mikroséulen organisiert, die dort funktionellen
Einheiten bilden (MOUNTCASTLE, 1997; JONES, 2000; BUXHOEVEDEN und CASANOVA,
2002). Schon rein anatomisch weist dieses Netzwerk eine erhebliche Komplexitit auf: so

findet sich in der Maus eine geschiitzte Gesamtaxonlidnge von ca. 3000 Metern pro mms3,

die Dichte der Neurone betrigt ca. 9 x 10 pro mm?, die der Synapsen ca. 7 x 10% pro mm?
(ScHUz und PALM, 1989). Vom funktionellen Standpunkt aus kénnen im Neocortex
im Wesentlichen zwei Arten von Nervenzellen unterschieden werden: exzitatorische,

glutamaterge Pyramidenzellen und inhibitorische, GABAerge Interneurone.

1.1.1 Pyramidenzellen

Pyramidenzellen sind die Prinzipalzellen des Neocortex. Mit 70 bis 85 Prozent der Neurone
reprisentieren sie dort den héufigsten Nervenzelltyp, der im sechsschichtigen Isocortex in
den Schichten II bis VI mit Ausnahme der Schicht IV zu finden ist. Sie kommen ausschlieft-
lich im Neo- und Paldocortex vor und zeichnen sich durch ihre besondere Morphologie
aus. Sie verfiigen klassischerweise iiber ein pyramidenférmiges Zellsoma, an dessen Spitze
(apikal) ein kréftiger Dendrit entspringt, der sich in Richtung Pia mater fortsetzt und in
der Schicht I aufzweigt. An der Zellbasis verzweigt sich ein grofes Dendritensystem nach
lateral und nach unten. Dort entspringt auch das lange Axon, das bis in subcorticale oder
andere corticale Gebiete fiihrt (DEFELIPE und FARINAS, 1992). Von dieser traditionellen

Vorstellung der Pyramidenzelle existieren zahlreiche Varianten, die sich hinsichtlich Art
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung einer klassischen Pyramidenzelle
der Schicht III. »pm«: Pia mater, »db«: Dendritenbaum, »ad«: apikaler
Dendrit, »sd«: schrager Dendrit, »df«: dornfortsatzfrei, »zs«: Zellsoma, »ias«:
initiales Axonsegment, »db«: basale Dendriten, »nk«: Nebenkollaterale, »ms«:
Myelinscheide, » hk«: Hauptkollaterale, »ak«: aszendierende Kollaterale, »dk«:
deszendierende Kollaterale. Gezeichnet nach DEFELIPE und FARINAS (1992).
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und Anzahl ihrer Dendritenbdume, Aufzweigungen, Form der Zellkérper oder axonalen
Charakteristika unterscheiden. Obwohl Pyramidenzellen zunéchst als homogenere Gruppe
erschienen als die Interneurone, ist heute erwiesen, dass es sich um eine durchaus heterogene
Zellpopulation handelt. Es werden daher zunehmend Bemiihungen unternommen, auch
Pyramidenzellen nach morphologischen, elektrophysiologischen und molekulargenetischen
Charakteristika zu klassifizieren (KAWAGUCHI, 1993a; MOLNAR und CHEUNG, 2006;
SLOMIANKA et al., 2011). Auch scheinen funktionell verschiedene Anforderungen bestimm-
ter Hirnareale zu unterschiedlicher Auspragung von Pyramidenzellen in den einzelnen
neocorticalen Regionen zu fithren. So verfiigen Pyramidenzellen im prafrontalen Cortex
tiber 23-mal mehr Dornfortsitze als Pyramidenzellen im primér visuellen Cortex (ELSTON,
2003). Auch zwischen den Spezies unterscheiden sich Pyramidenzellen zum Teil erheblich
(ELSTON et al., 2001, 2011).

Pyramidenzellen sind die Projektionsneurone des Neocortex. Dies bedeutet, dass nur iiber
ihre Axone Information den Neocortex verlassen kann. Interaktion findet sowohl zwischen
den Pyramidenzellen selbst als auch mit anderen Neuronen statt (BANNISTER, 2005).
Eingénge anderer Neurone setzen in verschiedenen Bereichen der Pyramidenzelle an: es
sind Synapsen am initialen Axonsegment, am Dendritenschaft, an den Dornfortsitzen der
Dendriten und axosomatische Synapsen bekannt (DEFELIPE und FARINAS, 1992). Dabei
sind neben Glutamat und GABA eine Vielzahl von Neurotransmittern an unterschiedlichen
Synapsentypen beteiligt, beispielsweise sind auch nikotinische Acetylcholinrezeptoren an
Pyramidenzellen der Schicht V nachgewiesen worden (ZOLLES et al., 2009). Exzitatorische
Eingénge erreichen die Pyramidenzelle {iber die Dornforséitze ihrer Dendriten, deren
Entwicklung einer komplexen Regulation unterliegt (MCFARLANE, 2001). Die genaue
Bedeutung dieser Dornfortsétze selbst ist noch unklar (SPRUSTON, 2008; YUSTE, 2011).
Der Informationsfluss iiber synaptische Eingénge an den Dendriten ist dabei nicht statisch,
sondern kann, beispielsweise iiber spannungsabhéngige Ionenkanéle, dynamisch moduliert
werden (REMY et al., 2010).

Pyramidenzellen kénnen andere Neurone iiber asymmetrische glutamaterge Synapsen
aktivieren und l6sen so Effekte lokal oder in der Peripherie aus (DEFELIPE et al., 2003). Sie
sind iiber lokale, stereotyp organisierte Mikroschaltkreise untereinander oder mit Interneu-
ronen verbunden (THOMSON und DEUCHARS, 1997; SILBERBERG et al., 2002). Der Aufbau
und die Regulation dieser Mikroschaltkreise im Einzelnen sind komplex (MITTMANN
et al., 2004; BERGER et al., 2009; SILBERBERG und MARKRAM, 2007; SILBERBERG, 2008;
BUCHANAN und SJOSTROM, 2009). Zwischen Pyramidenzellnetzwerken einzelner Schichten
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der GrofShirnrinde existieren hochspezifische, interlaminare Verbindungen (THOMSON und
MORRIS, 2003; CALLAWAY, 2003; WATTS und THOMSON, 2005). Eine Pyramidenzelle
kann mit mehr als 1000 weiteren exzitatorischen Zellen und mit bis zu 75 Interneuronen
in Verbindung stehen (PETERS, 2003). Die Charakterisierung einzelner Verschaltungen
hat bisher jedoch nur zu einem unzureichenden Verstindnis des Gesamtsystems gefiihrt.
Komplexere Signalverarbeitung und Netzwerkphénomene, aber auch héhere Konzepte
wie » Bewusstsein« sind allenfalls auf psychologischer Ebene untersucht, ihre Physiologie
ist bis heute weitgehend unverstanden (DOUGLAS und MARTIN, 2007). Ein elementarer
Gesichtspunkt neocorticaler Steuerung allerdings ist gut erforscht: die Hauptregulation

der Pyramidenzellen erfolgt durch inhibitorische Interneurone (THOMSON et al., 1996).

1.1.2 Interneurone

Hemmende Interneurone kommen in allen Schichten (I bis VI) der Grofhirnrinde vor und
wirken iiber GABAerge, symmetrische Synapsen inhibitorisch auf Pyramidenzellen oder
andere Interneurone. Sie sind inhomogen zwischen den Schichten des Neocortex verteilt.
Klassischerweise wird von einer Héufung in der Schicht IV ausgegangen (DEFELIPE
und FARINAS, 1992), neuere Untersuchungen weisen aber auch auf eine hohe Dichte in
den Schichten IT und Va hin (MEYER et al., 2011). Im Vergleich zu Pyramidenzellen
sind Interneurone kleine Zellen, die in lokale Schaltkreise eingebunden sind und nicht in
entfernte corticale oder subcorticale Regionen projizieren (MOORE et al., 2010), was auch
in einer wesentlich kiirzeren Axonldnge zum Ausdruck kommt (DEFELIPE und FARINAS,
1992). Sie entstehen klonal in der gangliondren Eminenz im sich entwickelnden zentralen
Telenzephalon und migrieren tangential in den Cortex (DRUGA, 2009; BROWN et al.,
2011). Der genaue Ursprungsort und Zeitpunkt ihrer Entstehung entscheidet tiber ihren
spateren Subtyp in der Grofhirnrinde (BUTT et al., 2005). Dabei wandern GABAerge
Interneurone in der Entwicklungsphase schneller als andere Neuronengruppen (DE LiMA
et al., 2008). GABAerge Synapsen haben entscheidenden Anteil an der Ausreifung des
zentralen Nervensystems und werden vermutlich noch vor glutamatergen Synapsen gebildet

(BEN-ARI et al., 2004).

Obwohl Interneurone nur etwa 15 bis 20 Prozent der Nervenzellen des Neocortex ausmachen
(TAMAMAKI et al., 2003), sind sie morphologisch und physiologisch auferordentlich
heterogen. Dies hat dazu gefiihrt, dass diesbeziiglich bis heute keine einheitlich akzeptierte

Klassifikation existiert (DEFELIPE, 2002). Interneurone unterscheiden sich sowohl von
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Pyramidenzellen als auch untereinander zum Teil erheblich, was zu Einteilungen nach
elektrophysiologischen, morphologischen und neurochemischen Kriterien gefiihrt hat (CON-
NORS und GUTNICK, 1990; KAWAGUCHI, 1993a; HALABISKY et al., 2006; KAWAGUCHI,
1993b; KAwAGUCHI und KUBOTA, 1997; MA et al., 2006; RUDY et al., 2011). Daneben
bestehen zwischen Interneuronen aber auch Gemeinsamkeiten, die diese Zellpopulation
wesentlich von derjenigen der Pyramidenzellen abheben. Interneurone verfiigen — mit
Ausnahme spezieller Subtypen wie beispielsweise der Martinotti-Zellen — {iber keine oder
nur sehr wenige Dornfortsétze an ihren Dendriten. Ferner haben Interneurone iiber ihre
Axone keine Verbindung zu subcorticalen Gebieten oder entfernten Hirnregionen, sondern
bleiben in ihrer Verschaltung auf den Neocortex beschrankt (MARKRAM et al., 2004). Auch
molekularbiologisch weisen Interneurone Gemeinsamkeiten auf: nahezu alle neocorticalen
Zellen, die die calciumbindenden Proteine Calbindin-D28K (CB), Parvalbumin (PV)
und Calretinin (CR) exprimieren, werden den Interneuronen zugeordnet (DEFELIPE,
1997). Der inhibitorische Neurotransmitter GABA ist mit bestimmten Neuropeptiden
(DEFELIPE et al., 2003) und der neuronalen Stickoxyd-Synthase (nNOS) kolokalisiert
(DrUGA, 2009). Auferdem wird versucht, die molekulare Diversitédt der Interneurone
anhand von Genexpressionsmustern (BLATOW et al., 2005) und der ihrer Entwicklung
zu Grunde liegenden Transkriptionsfaktoren zu erfassen (ANASTASIADES und BUTT,
2011).

Morphologisch werden GABAerge Interneurone nach ihrer axonalen und dendritischen
Architektur in sieben Untergruppen eingeteilt. Sie werden als Korbzellen, Chandelierzellen,
Martinottizellen, bipolare Zellen, neurogliaforme Zellen, »bitufted cells« und »double-
bouquet cells« bezeichnet (MARKRAM et al., 2004). Die Namen der beiden letztgenannten
beziehen sich auf die besondere Form der Dendritenbdume (tuft: Biischel). Korbzellen
stellen mit etwa 50 Prozent die grofste Gruppe, die sich wiederum in drei Subgruppen
gliedert (WANG et al., 2002). Die synaptischen Verbindungen zu Pyramidenzellen variieren
mit dem Zelltyp: Zielkompartiment der Korbzellen sind Soma und proximale Dendriten,
Zielkompartiment der Chandelierzellen ist das Axon der Pyramidenzellen. Martinottizellen
neurogliaforme Zellen und »double-bouquet cells« innervieren distale Dendriten von
Pyramidenzellen und regulieren so die vertikale Integration des synaptischen Eingangs

entlang des Dendritenbaumes (DRUGA, 2009).

Hauptaufgabe der Interneurone ist die Inhibition von Pyramidenzellen. Nur spezielle
Subpopulationen weisen exzitatorische Synapsen auf (»spiny stellate cells«, SCC). Die

Inhibition erfolgt iiber GABAerge Synapsen, die eine hohe Diversitét aufweisen (GUPTA,
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2000). Diese synaptische Hemmung ist Regulativ und Modulation neocorticaler Erregung.
So editieren Interneurone die Aktionspotentialmuster der Prinzipalzellen und sind auch fiir
deren synchronisierte Aktivitat von Bedeutung (MANN et al., 2005). Verbindungen zwi-
schen Interneuronen und Pyramidenzellen werden einerseits als dichtes und unspezifisches
Netz kanonischer Mikroschaltkreise (PACKER und YUSTE, 2011; FINO und YUSTE, 2011),
andererseits als hochspezifisch in Bezug auf Zelltyp und Eigenschaften der synaptischen
Potentiale beschrieben (BEIERLEIN et al., 2003; WozNY und WILLIAMS, 2011). Dabei sind
Interneurone moglicherweise auch direkt an der Signalverarbeitung beteiligt und kénnen
Bestandteil von Netzwerken der Form »Pyramidenzelle - Interneuron - Pyramidenzelle«
sein (HOLMGREN et al., 2003). Bestimmten Untergruppen werden spezifische Funktionen
zugeschrieben. So sollen Martinottizellen eine Rolle bei der Regulation der Geschwindigkeit
corticaler Signalverarbeitung spielen (KRISHNAMURTHY et al., 2012). Derartig modulie-
rende Aufgaben iibernehmen Interneurone {iberwiegend in lokal begrenzten Netzwerken.
Fiir einige Interneurone wurden allerdings auch lange, GABAerge, cortico-corticale
Verbindungen beschrieben (TOMIOKA et al., 2005). Entscheidend fiir ihre Funktion
ist aber weniger die exakte Anatomie ihrer Verschaltung, als vielmehr die Dynamik der
Erregung, die iiber diese Schaltkreise lduft (HAIDER und McCORMICK, 2009). Reguliert
werden Interneurone nicht nur durch extrinsische, sondern auch durch intrinsische Faktoren
(BAccr et al., 2005). Beides ist notwendig, da neocorticale Exzitation und Inhibition in
einem komplexen Gleichgewicht stehen: ein zu hohes Mafs an Inhibition beeintrachtigt
die Signaliibertragung, ein zu geringes Mafs an Inhibition fiihrt zu iiberschiefsender,

»epileptiformer« Aktivitdt (PFEIFFER et al., 1996; SIEGLE und MOORE, 2011).

1.2 Synapsen im Neocortex

Im zentralen Nervensystem von Séugetieren finden Signaliibertragung und -modulation an
Kontaktstellen zwischen Nervenzellen statt, die als Synapsen bezeichnet werden. Hierbei
sind zwei grundsétzlich verschiedene Mechanismen zu unterschieden: chemische und

elektrische Synapsen.
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1.2.1 Chemische Synapsen

Der Grofiteil der Informationsiibertragung zwischen Neuronen erfolgt iiber chemische
Synapsen. Hierbei besteht kein direkter Zellkontakt; vielmehr werden Aktionspotentiale
ausgelost, indem chemische Signale {iber den synaptischen Spalt zwischen Zellmembranen
ibertragen werden. Als Signaliibertrager (»Neurotransmitter«) sind eine Reihe von
Substanzen, wie beispielsweise der klassische Neurotransmitter Acetylcholin (ACh),
identifiziert worden, der im Organismus von Saugetieren alleine diesem Zweck dient. Der
wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des Gehirns ist Glutamat, der vorherrschende in-
hibitorische Neurotransmitter des zentralen Nervensystems 7-Aminobuttersaure (GABA).
Dariiber hinaus kénnen viele weitere chemische Verbindungen als Ubertrigersubstanzen
fungieren (SCHULDINER et al., 1995). Kommunikation {iber chemische Synapsen findet nach
folgendem Prinzip statt: Neurotransmitter werden in prasynaptischen Nervenendigungen
synthetisiert und dort in sekretorischen Vesikeln gespeichert. Ihre Freisetzung erfolgt
Aktionspotential- und Calcium-abhéngig. An der postsynaptischen Membran binden
die Neurotransmitter an spezifische Rezeptoren, iiber die sie ihre exzitatorische oder
inhibitorische Wirkung entfalten. Fiir jede Substanz bestehen dabei eigene Inaktivierungs-
mechanismen (SCHULDINER et al., 1995; DE CAMILLI und TAKEI, 1996). Insgesamt findet
iiber chemische Synapsen eine indirekte Informationsiibertragung statt, der aufgrund ihres

Mechanismus eine gewisse Latenz (ca. 0.8 bis 1.0 ms) inhérent ist (FUKUDA, 2007).

1.2.2 Elektrische Synapsen — Gap Junctions

Gap Junctions sind spezialisierte Kontakte zwischen eukaryoten Zellen. Der Begriff
»Gap Junction« wird in der Regel synonym mit »elektrischer Synapse« verwendet.
Als kanalbildende Strukturen zwischen angrenzenden Plasmamembranen erlauben sie
sowohl eine direkte elektrische als auch metabolische Kommunikation. Der Spalt (gap)
zwischen beiden Membranen betrigt ca. 2 bis 3nm (CONNORS und LONG, 2004).
Molekiiltransport durch passive Diffusion ist bis zu einem Molekulargewicht von 1000
Dalton méglich, was anorganische Ionen (Na®, K, Ca;, etc.) genauso einschliefit
wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)
(BENNETT und ZUKIN, 2004). Fiir hydrophile Molekiile von geringem Durchmesser
(< 1.5nm) sind sie relativ unselektiv permeabel (KUMAR und GILULA, 1996). Gap

Junctions sind aus Protein-Untereinheiten aufgebaut, die in Vertebraten als Connexine,
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Abbildung 1.2 Molekulare Organisation und schematische Topologie einer Gap
Junction Plaque. » M1-M4«: Transmembrandoménen, »E1-E2«: extrazellulare Schlei-
fen, »zs«: zytoplasmatische Schleife, »N/C«: terminale Doménen. Grafik modifiziert
nach M. Ruiz sowie SOHL et al. (2005).

in Invertebraten als Innexine bezeichnet werden (EVANS und MARTIN, 2002). Jeder
Kanal besteht aus zwei Halbkanilen (hemichannels), die gegeniiberliegend in je eine
Plasmamembran integriert und aus sechs Connexin-Untereinheiten aufgebaut sind. Die
Connexine selbst bestehen aus vier membraniibergreifenden Doménen, zwei extrazellularen
Schleifen und drei zytoplasmatischen Komponenten, ndmlich einer Schleife sowie einer
amino- und einer carboxyterminalen Region. Es sind homotypische von heterotypischen
Gap Junctions zu unterscheiden: homotypische beinhalten zwei identische, heterotypische
zwei verschiedene Arten von Halbkanélen. Analog hierzu bestehen homomere Halbkanéle
aus einer, heteromere aus mehreren verschiedenen Connexin-Isoformen (SOHL et al., 2005).
Gap Junctions treten nicht isoliert, sondern in » Plaques« auf, die tausende Einzelkanile
enthalten konnen (KUMAR und GILULA, 1996).

Obwohl die Informationsiibertragung tiber Gap Junctions einfacher ist als iiber chemische
Synapsen (SOHL et al., 2005), ist ihre Regulation komplex. So kann ihr Offnungszustand
spannungsabhéngig reguliert werden (BENNETT, 1997); es existieren symmetrische Gap
Junctions mit gleichem Kopplungskoeffizienten und asymmetrische mit ungleichem
Kopplungskoeffizienten (RELA und SzczupPAK, 2004). Die Kopplung iiber elektrische
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Synapsen ist, je nach Zelltyp, unterschiedlich stark vom pH-Wert abhéngig, der in
Astrozyten einen groferen Einfluss besitzt als in Neuronen (CONNORS et al., 1984). Auch
iiber Glutamatrezeptoren kann eine Regulation erfolgen (LANDISMAN und CONNORS,
2005). Im Zentralnervensystem von Séugetieren findet man zudem »gemischte Synapsenx,
d. h. Kolokalisationen von chemischen Synapsen und Gap Junctions, die beide Formen
der Signaliibertragung iiber einen einzigen Zellkontakt ermoglichen und in denen die
Interaktion der Bestandteile den Grad der elektrischen Kopplung bestimmen kann (SMITH
und PEREDA, 2003). Man darf sich Gap Junctions dementsprechend nicht als statische
Gebilde denken, vielmehr handelt es sich um Strukturen, die durch posttranslationale
Modifikationen (z.B. Phosphorylierung) (EVANS und MARTIN, 2002) oder Umbau ihrer
Connexin-Untereinheiten dynamisch reguliert werden kénnen (FLORES et al., 2012). Wie
chemische Synapsen verfiigen also auch Gap Junctions iiber Eigenschaften synaptischer
Plastizitdt (PEREDA et al., 2013).

1.2.2.1 Neuronale Connexine

Die Existenz von Gap Junctions im Neocortex von Sdugetieren ist bereits von SLOPER
(1972) elektronenmikroskopisch dokumentiert worden. Ihre molekulare Struktur und ihre
regionalen Expressionsmuster wurden allerdings erst in jiingerer Zeit klarer. Im Genom
der Maus sind bisher 20 Gene identifiziert worden, die fiir Connexine kodieren. Ihre
Nomenklatur bezeichnet einzelne Isoformen durch die Buchstaben »Cx«, gefolgt von
ihrem geschétzten Molekulargewicht in Kilodalton (kD) (SOHL et al., 2005). Neben
den Connexin-Genen sind in Vertebraten drei weitere Gene (PANX1, PANX2, PANX3)
bekannt, deren Produkte als Pannexine bezeichnet werden. Ihre Sequenz weist eine
signifikante Homologie zu den Innexinen der Invertebraten auf. Sie sind ebenfalls in der
Lage, Kanéle in Zellmembranen zu bilden und werden im Gehirn exprimiert (BARANOVA
et al., 2004; RAY et al., 2005); ob sie hier allerdings an Gap Junctions im Sinne
interzelluldrer Verbindungen beteiligt sind, ist auch in der jiingsten Literatur umstritten
(ABASCAL und ZARDOYA, 2013; SOSINSKY et al., 2011; MACVICAR und THOMPSON,
2010; PANCHIN, 2005; BRUZZONE et al., 2003). Im Gehirn der Sdugetiere ibernehmen
Gap Junctions in der Entwicklungsphase und im adulten Organismus wichtige Aufgaben,
unterscheiden sich dabei aber in ihrem Connexin-Aufbau und ihrer Funktion erheblich

nach Alter, Hirnregion und Zelltyp.
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Connexine wihrend der Entwicklung des Gehirns Wiéhrend der Entwicklung und
Differenzierung exprimieren die meisten Zellen des zentralen Nervensystems Gap Junctions
(SOHL et al., 2005). Nahezu alle Typen von Neuronen und Gliazellen sind in dieser Phase
untereinander und zelltypiibergreifend durch Gap Junctions gekoppelt (BITTMAN et al.,
1997; KANDLER, 1997; KANDLER und KA1z, 1998; PEINADO, 2001; BITTMAN et al., 2002).
Dies betrifft Neuroblasten der ventrikularen Zone, migrierende Zellen und radidre Glia,
Astrozyten, Oligodendrozyten sowie Pyramidenzellen und inhibitorische Interneurone,
die in elektrisch gekoppelten Verbanden gruppiert sind. Die extensive Kopplung von
Pyramidenzellen beschréinkt sich hierbei in Nagetieren auf die ersten beiden postnatalen
Wochen (SUTOR und HAGERTY, 2005). Sie kann durch verschiedene Mechanismen
(Aktivierung der Proteinkinase A, endogenes Dopamin, Azidifizierung) beeinflusst werden
(RORIG et al., 1995, 1996). Insgesamt ist fiir eine Vielzahl von Connexinen eine Expression
wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems in vivo, in vitro oder in Zellkultur
gezeigt worden. Die grofste Bedeutung scheint hierbei den Connexinen Cx26, Cx32, Cx36,
Cx43 und Cx45 zuzukommen (BITTMAN et al., 2002; MONTORO und YUSTE, 2004). Fiir
Cx40 existieren Hinweise auf eine geringfiigige Expression; seine genaue Bedeutung bleibt
unklar (CINA et al., 2007). Die Expressionsmuster werden in ihrer zeitlichen Abfolge fein
reguliert (VANDECASTEELE et al., 2006). So steigt beispielsweise die Expression von Cx36
bis P14! kontinuierlich an und fillt bis P28 rapide ab (SONG et al., 2012).

Die Funktion von Gap Junctions wahrend dieser Periode ist nicht vollstdndig geklart.
Sie sind offenbar an der Kontrolle der Neurogenese und der Formierung von Mikro-
schaltkreisen beteiligt (MONTORO und YUSTE, 2004). Besonders fiir die Zellmigration
ist eine entscheidende Funktion belegt (BRUZZONE und DERMIETZEL, 2006). So wird
die Wanderung junger Neurone an ihren endgiiltigen Bestimmungsort im Cortex durch
Cx26 und Cx43 reguliert (FUSHIKI et al., 2003; L1U et al., 2012). Wird deren Expression
in der Entwicklungsphase heruntergefahren, fithrt dies zu einer Beeintrachtigung der
Zellmigration (ELIAS et al., 2007). Eine Deletion der C-terminalen Doméne von Cx43
verdndert die Wanderung von Neuronen in den Neocortex (CINA et al., 2009). Die
Bedeutung von Cx26 wird auch dadurch deutlich, dass seine Deletion in bestimmten
Mutanten bereits wihrend der Embryonalphase letal ist. Im Widerspruch dazu steht
eine Arbeit, die in einer Reporterallelanalyse eine Expression von Cx26 lediglich in den
Meningen, nicht aber in Neuronen oder Gliazellen fand, und zwar weder im adulten, noch
im embryonalen Organismus (FILIPPOV et al., 2003). Auch fiir die Formierung neuronaler
Schaltkreise sind Gap Junctions essentiell (ROERIG und FELLER, 2000; YU et al., 2012).

'Tage P postnatal



1.2 Synapsen im Neocortex 12

Connexin (Haupt-)Zelltyp (Haupt-)Expressionsort

Cx26 Astrozyten ubiquitar

Cx29 Oligodendrozyten ubiquitéar

Cx30 Astrozyten ubiquitar

Cx30.2 Inhibitorische Interneurone Hippocampus, Neocortex

Cx30.3 Olfaktorische Progenitorzellen Vomeronasalorgan, Cochlea

Cx31.1 Dopaminerge Neurone Substantia nigra (Pars com-

pacta)

Cx32 Oligodendrozyten ubiquitér

Cx36 Inhibitorische Interneurone ubiquitar

Cx43 Astrozyten ubiquitér

Cx45 Bestimmte Interneurone, Retina, Thalamus,
Pyramidenzellen Hippocampus, Neocortex

Cx47 Oligodendrozyten ubiquitér

Cxb7 Horizontalzellen Retina

Tabelle 1.1 Bekannte Connexine im adulten Gehirn

Sie stehen hierbei mit chemischen Synapsen in Wechselwirkung: diese regulieren einerseits
die Entstehung elektrischer Synapsen (PARK et al., 2011), andererseits sind auch Gap
Junctions fiir die Bildung chemischer Synapsen notwendig (TODD et al., 2010). Das
Expressionsmuster von Cx36 hat Einfluss auf die Differenzierung von Astrozyten und
Neuronen (HARTFIELD et al., 2011). Neueste Erkenntinsse zeigen aufserdem, dass Gap
Junctions an NMDA-abhéngigen Mechanismen beteiligt sind, die den Tod oder das
Uberleben einzelner Neurone in dieser Phase steuern (DE RIVERO VACCARI et al., 2007;
BELOUSOV, 2011). Sie scheinen auch am sekundéren Tod von Neuronen nach traumatischen
Lésionen beteiligt zu sein (WANG et al., 2010; BELOUSOV et al., 2012; WANG et al.,
2012).

Connexine im adulten Gehirn Als Nachweisverfahren fiir Connexine sind eine Reihe
von Methoden etabliert, darunter immunhistochemische Verfahren, in-situ-Hybridisierung,
Einzelzell-Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) oder die gezielte
Deletion der entsprechenden Gene. Angaben iiber das Vorkommen einzelner Connexine
koénnen sich also je nach Publikation auf die Expression von mRNA, das Protein selbst
oder ein Reportergen beziehen (HORMUZDI et al., 2004). Fiir folgende Connexine ist bis

heute eine Expression im adulten Gehirn von Nagetieren gezeigt worden: Cx26, Cx29,
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Cx30, Cx30.2, Cx30.3, Cx31.1, Cx32, Cx36, Cx43, Cx45, Cx47 und Cx57. Auflerdem
sind moglicherweise die Pannexine Panx1 und Panx2 an der Bildung von Gap Junctions
zwischen Pyramidenzellen, Interneuronen und Astrozyten beteiligt (BRUZZONE et al., 2003;
SOHL et al., 2005; THOMPSON und MACVICAR, 2008). Als adulte neuronale Connexine sind
Cx30.2, Cx36, Cx45 und Cx57 bekannt (SOHL et al., 2005; RACKAUSKAS et al., 2010; DERE
und ZLOMUZICA, 2012). Anfiangliche immunohistochemische Hinweise, dass auch Cx26,
Cx32 und Cx43 in Neuronen exprimiert werden, haben sich in in Reportergenanalysen
nicht bestatigt (FILIPPOV et al., 2003; THEIS et al., 2003; SOHL et al., 2004, 2005).
Allerdings fiihrt die Defizienz von Cx32 im Neocortex zu Myelinisierungsdefekten und
Hyperexzitabilitdt (SUTOR et al., 2000).

Das bei weitem bedeutendste neuronale Connexin ist Cx36. Es wird im Gehirn ubiquitér
exprimiert (CONDORELLI et al., 1998; TEUBNER et al., 2000; RASH et al., 2000; BELLUAR-
DO et al., 2000; MEIER et al., 2002; WILLECKE et al., 2002; SOHL et al., 2004). Insbesondere
ist es in PV- und SOM-Interneuronen nachweisbar. Cx36-Knockout-Méause verfiigen tiber
nahezu keine elektrischen Synapsen zwischen Interneuronen (DEANS et al., 2001). Die
Funktionseigenschaften und die Regulation von Cx36 werden seit lingerem untersucht
(SRINIVAS et al., 1999). In jiingster Zeit konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion
zwischen Cx36 und bestimmten Effektor- und Strukturproteinen (AF6 und MUPP1)
besteht (LI et al., 2012) und eine Phosphorylierung durch die Calcium/Calmodulin-
abhéngige Proteinkinase (CaMKII) zur funktionellen Plastizitdt der Kanile beitragt
(ALEV et al., 2008; DEL CORSSO et al., 2012).

Welche Funktion Cx45 in adulten Gehirn genau einnimmt, ist unklar. Fest steht, dass es
sowohl wahrend der Entwicklungsphase als auch im adulten Gehirn in Neuronen exprimiert
wird (CONDORELLI et al., 2003; SOHL et al., 2004). Der Schwerpunkt liegt allerdings in
der Phase der Entwicklung (MAXEINER et al., 2003). Nach deren Abschluss scheint Cx45
hauptséchlich im Thalamus, in NeuN2-positiven Zellen der CA3-Region des Hippocampus,
im perirhinalen Cortex, im olivo-cerebelldren System (Stern- und Korbzellen), sowie in
Interneuronen im Hinterhorn des Riickenmarks und in der Retina exprimiert zu werden,
aber auch vereinzelt in Pyramidenzellen des Neocortex (KRUGER et al., 2000; MAXEINER
et al., 2003; BENNETT und ZUKIN, 2004; VAN DER GIESSEN et al., 2006; THOMPSON
und MACVICAR, 2008; ZLOMUZICA et al., 2010; CHAPMAN et al., 2012).

2Ein nukledres Antigen, das als neuronaler Biomarker eingesetzt wird.
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(Cx30.2 ist ein neuronales Connexin, das in inhibitorischen Interneuronen des Hippocampus
exprimiert wird und auch in anderen corticalen Regionen von Bedeutung sein kénnte. In
Knockout-Méusen wird das deletierte Cx30.2 offenbar durch andere Connexine kompen-
siert, wobei insbesondere Cx36 eine tragende Rolle zugeschrieben wird (KREUZBERG et al.,
2008). Von Cx31.1 ist bekannt, dass es an hoheren Funktionen des Gehirns beteiligt ist
und die Spiegel der Acetylcholinesterase (AChE) und des Transkriptionsfaktors CREB-1
(cAMP response element binding protein) im Striatum und piriformen Cortex moduliert
(DERE et al., 2008). In der Ratte ist mRNA von Cx31.1 in GABAergen Neuronen des
Striatum und dopaminergen Neuronen der Substancia niga, pars compacta nachgewiesen
worden (VENANCE et al., 2004; VANDECASTEELE et al., 2006). Es kénnte daher auch noch
in weiteren Teilen des Gehirns von Bedeutung sein (DERE und ZLOMUZICA, 2012). Bei
Cx57 handelt es sich um ein ebenfalls neuronales Connexin. Seine Expression scheint aber
den Horizontalzellen der Retina vorbehalten zu sein (HOMBACH et al., 2004; SHELLEY
et al., 2006). Spezifische Expressionsorte sind auch fiir Cx30.3 identifiziert worden, das
in Progenitorzellen des olfaktorischen Epithels, im Vomeronasalorgan und der Cochlea
vorkommt (ZHENG-FISCHHOFER et al., 2007; WANG et al., 2010). In Gliazellen haben je
nach Zelltyp andere Connexine eine Bedeutung: Astrozyten exprimieren Cx26, Cx30 und
Cx43, Oligodendrozyten Cx29, Cx32 und Cx47 (YAMAMOTO et al., 1992; NAGY et al.,
2001; EvaNs und MARTIN, 2002; CONNORS und LONG, 2004; KAMASAWA et al., 2005;
ORTHMANN-MURPHY et al., 2008; NAGY et al., 2011). Im Mausmodell fiihrt die Deletion
von Cx32 in Oligodendrozyten und Cx43 in Astrozyten zu Vakuolenbildung in der weiften
Substanz, Astrozytenuntergang und ist innerhalb weniger Wochen letal (MAGNOTTI et al.,

2011), was die funktionelle Bedeutung dieser Proteine unterstreicht.

1.2.2.2 Gap Junction vermittelte Kopplung im Neocortex

Die Expression von Connexinen wihrend und nach Abschluss der Entwicklung des Gehirns
legt nahe, dass dort sowohl Neurone als auch Gliazellen {iber Gap Junctions gekoppelt
sind. Diese Kopplung hat in der Entwicklungsphase ihren Hohepunkt und nimmt in
der Adoleszenz ab (MONTORO und YUSTE, 2004). Im adulten Gehirn sind elektrische
Synapsen vor allem in GABAergen Interneuronen von Bedeutung (FUKUDA und KOSAKA,
2000; GALARRETA und HESTRIN, 2001a). Die Kopplung unterscheidet sich in Ausmaf und
Funktion nach Interneuron-Subtyp und Hirnregion (MEYER et al., 2002). Gap Junctions
wurden zuerst innerhalb der Gruppen der FS- und LTS-Interneurone nachgewiesen, eine

Kopplung zwischen unterschiedlichen Subtypen kommt vor, ist aber selten (GALARRETA
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und HESTRIN, 1999; GIBSON et al., 1999, 2005; HESTRIN und GALARRETA, 2005). So
konnen auch PV-Interneurone mit PV-negativen Interneuronen gekoppelt sein (FUKUDA
und KosAka, 2003). Spater wurden Gap Junctions auch innerhalb anderer Klassen
GABAerger Interneurone, beispielsweise cannabinoidrezeptor-positiver IR-Interneurone,
nachgewiesen (GALARRETA et al., 2004). Das Ausmaf der Kopplung ist signifikant:
GALARRETA und HESTRIN (2002) gehen davon aus, dass PV-positive FS-Interneurone im
Neocortex der Maus zu 61 Prozent iiber elektrische Synapsen gekoppelt sind, die Kopplung
iiber chemische Synapsen in der selben Zellgruppe betrégt 71 Prozent. Eine aktuelle Arbeit
von MA et al. (2011) deutet darauf hin, dass vermutlich alle Subpopulationen neocorticaler
Interneurone iiber Gap Junctions verfiigen. Eine Expression von Cx36 konnte hier fiir alle
Neurone gezeigt werden, die fiir folgende Marker positiv sind: 1. Parvalbumin (PV) (80
Prozent), 2. Somatostatin (SOM) (52 Prozent), 3. entweder Calretinin (CR), vasoaktives
intestinales Polypeptid (VIP) und Cholezystokinin (CCK) oder Cholinacetyltransferase
(ChAT) (37 Prozent). In den am stérksten gekoppelten PV-Interneuronen ist diese
Kopplung dendro-dendritisch (FUKUDA und KosAkA, 2003). Es sind allerdings auch
Zelltypen bekannt, fiir die zumindest in einigen Schichten oder Regionen keine Kopplung
vorliegt, wie fiir die RS-Interneurone der Schicht IV (HORMUZDI et al., 2004). Wie stark
ihre Kopplung in anderen Schichten ausgeprégt ist, ist unklar (SZABADICS et al., 2001).

Funktionell sind Gap Junctions an der Netzwerkaktivitdt des Neocortex beteiligt. Sie
haben fiir die Induktion von Synchronisation und Rhythmisierung in groffen Neuronen-
gruppen Bedeutung und beeinflussen deren oszillatorische Aktivitat auf unterschiedlichen
Frequenzbidndern (DEANS et al., 2001; GALARRETA und HESTRIN, 2001b; HORMUZDI
et al., 2004; GIBSON et al., 2005). Diese besondere Bedeutung fiir die Vermittlung
synchronisierter neocorticaler Aktivitdt erklért sich aus der Tatsache, dass Signaliiber-
tragung tiber elektrische Synapsen im Vergleich zu chemischen Synapsen nahezu ohne
Zeitverzogerung stattfindet (FUKUDA, 2007). Zwar kann solche Aktivitdt auch iiber
chemische Synapsen vermittelt werden, jedoch wird deren Prézision und Ausmafs durch
das Fehlen elektrischer Synapsen beeintrachtigt (HORMUZDI et al., 2004). Die Ausdehnung
der Gap Junction Kopplung eines Interneurons wird auf bis zu 200 pm geschétzt, weshalb
vermutet wird, dass jedes Interneuron mit etwa 50 benachbarten Interneuronen iiber
elektrische Synapsen in Verbindung steht (AMITAI et al., 2002; CONNORS und LONG,
2004). Synchronisiertes Entladungsverhalten kann aber auch zwischen groferen Gruppen
raumlich weit verteilter Interneurone (> 200 pm) ausgelost werden (BEIERLEIN et al.,
2000; FukuDpA, 2007). Diverse Kopplungsszenarien sind in computergestiitzten Modellen
simuliert worden (D1 GARBO et al., 2002; PFEUTY et al., 2003; MANCILLA et al., 2007,
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D1 GARBO, 2008; CALI et al., 2008; LAU et al., 2010). Auch die gezielte Deletion von
Connexingenen im Mausmodell hat ihre Beteiligung an Mikroschaltkreisen gezeigt (DEANS
et al., 2001; GALARRETA und HESTRIN, 2001b). Der Knockout von Cx36 bringt zwischen
Interneuronen desselben Typs pharmakologisch induzierte iiber- und unterschwellige
Oszillationen zum Erliegen. Insbesondere wurde dies in F'S- und LTS-Interneuronen der
Schicht IV beobachtet (GIBSON et al., 2005; HORMUZDI et al., 2004). In den Schichten II
und III wird fiir die Erzeugung rhythmischer #-Aktivitdt in multipolaren Zellen sowohl
GABAerge Neurotransmission als auch Cx36-vermittelte Gap Junction Kopplung benotigt
(BLaTOow et al., 2003). In den Schichten II und III fithrt der Verlust von Cx36 nicht zu
einer Beeintrachtigung rhythmischer Entladungen in FS-Interneuronen. FS-Interneurone
sind dort {iber eine andere Connexin-Isoform gekoppelt, bei der es sich méglicherweise
um Cx45 oder ein Pannexin handelt (HORMUZDI et al., 2004; SOHL et al., 2005).

Im adulten Cortex konnten elektrische Synapsen zwischen Pyramidenzellen lange Zeit
nicht nachgewiesen werden (GALARRETA und HESTRIN, 2001b; FUKUDA und KOSAKA,
2003; CONNORS und LONG, 2004). Man ging davon aus, dass hier die Expression von
Gap Junctions im Laufe der Adoleszenz vollsténdig herunterreguliert wird (MEYER et al.,
2002). Neuere Arbeiten zeigen, dass Gap Junctions sehr wohl in Pyramidenzellen adulter
Sédugetiere — auch im Neocortex — exprimiert werden, allerdings wesentlich seltener als
in Interneuronen und mit einem geringeren Grad elektrischer Kopplung (BENNETT und
PEREDA, 2006; MERCER et al., 2006; WANG et al., 2010; TRAUB et al., 2010; MERCER,
2012; CUNNINGHAM et al., 2012). In jiingster Zeit ist im Hippocampus der adulten Ratte
der Nachweis fiir gemischte chemische und elektrische Synapsen sowohl zwischen Pyrami-
denzellen als auch zwischen Interneuronen erbracht worden (HAMZEI-SICHANI et al., 2012).
Abseits neuronaler Netzwerke haben Gap Junctions auch in Gliazellen vielfaltige Aufgaben.
Astrozyten sind iiber homotypische Kanile (Cx43:Cx43, Cx30:Cx30) untereinander und
iber heterotypische Kanile (Cx47:Cx43, Cx32:Cx30) mit Oligodendrozyten gekoppelt
(WASSEFF und SCHERER, 2011). Auch Cx26 ist an der Bildung heterotypischer Gap
Junctions zwischen Astrozyten und Oligodendrozyten beteiligt (NAGY et al., 2011). In
Astrozyten sind sie sowohl fiir die Pufferung von extrazellulirem K (»spatial buffer«)
im Rahmen der Homoostase als auch fiir die Kommunikation von Bedeutung (SCEMES
und SPRAY, 2012). Astrozyten, die Cx43 und Cx30 exprimieren, interagieren mit der
synaptischen Transmission zwischen Pyramidenzellen des Hippocamus (CA1l). Hier
»entsorgen« sie neben extrazellulirem K auch Glutamat, modulieren die Erregbarkeit
und Transmitterfreisetzung aus Nervenzellen und sind am Aufbau postsynaptischer

AMPA-Rezeptoren beteiligt (PANNASCH et al., 2011). Uber astrozytire Gap Junctions
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kann eine Ausbreitung der »spreading depressions« iiber den Cortex erfolgen (BENNETT
et al., 2008). Auch konnte gezeigt werden, dass in Nagetieren funktionelle Gap Junctions
zwischen der Mikroglia und Neuronen bestehen (DOBRENIS et al., 2005). Die dynamische
Modifikation von Gap Junctions stellt vermutlich Moglichkeiten zur Reorganisation
elektrisch gekoppelter neuronaler Netzwerke bereit (HAAS et al., 2011). Nicht zuletzt
spielt elektrische Kopplung bei der Entstehung und Aufrechterhaltung synchronisierter
neocortikaler, »epileptiformer« Aktivitit eine bedeutende Rolle (VOLMAN et al., 2011).

1.2.2.3 4-Aminopyridin und synchronisierte neocorticale Aktivitét

Aminopyridine sind organische Verbindungen, die zur Gruppe der Heteroaromaten zéhlen.
Sie bestehen aus einem Pyridinring, der mit einer Aminogruppe substituiert ist. Abbildung
1.3 zeigt das Nummerierungssystem des Pyridinrings und die Strukturformel von 4-
Aminopyridin (4-AP). 4-AP ist eine Substanz, von der (neben Tetraethylammonium,
TEA) seit langem bekannt ist, dass sie selektiv spannungsabhingige K-Kanile in
biologischen Membranen blockiert (PELHATE und P1CHON, 1974; MEVES und PICHON,
1975; KANNAN und DANIEL, 1978; HERMANN und GORMAN, 1981; GLOVER, 1982).
Spannungsabhiingige K™-Kanile sind eine heterogene Kanalgruppe mit komplexem
Aufbau, zu dem mehr als 30 Genprodukte beitragen (Cox, 2005). Ihre Blockade durch
4-AP betrifft in tiblichen Konzentrationen (50-100 pM) vornehmlich die Kv1.4, Kv1.5,
Kv3.1 und Kv3.2 Untereinheiten (ZAHN et al., 2008) und kann im aktivierten (KEHL,
1990; WAGONER und OXFORD, 1990; CHOQUET und KORN, 1992; TSENG, 1999) oder
geschlossenen Zustand erfolgen (CAMPBELL et al., 1993; WANG et al., 1995; T'SENG et al.,
1996; TSENG, 1999). 4-AP wirkt auch im zentralen Nervensystem (GUSTAFSSON et al.,
1982; SAITO et al., 2006), es wird daher zur Aufklirung von K'-Stréomen im Cortex
eingesetzt (SPAIN et al., 1991a,b). Die genauen Mechanismen der Kanalinaktivierung sind
Gegenstand aktueller Forschung (LEUNG, 2012). In verschiedenen Geweben sind weitere
Effekte beschrieben worden, darunter eine erleichterte Neurotransmitterfreisetzung aus
Nervenendigungen (LLINAS et al., 1976; T1BBS et al., 1989), auch von Glutamat (MORA
und TAPIA, 2005), weshalb 4-AP zur Uberwindung einer pri- oder postsynaptischen
Blockade der neuromuskuléren Ubertragung (z. B. durch D-Tubocurarin) eingesetzt werden
kann (KIM et al., 1980). Auferdem existiert eine Interaktion mit einzelnen Typen von
Natrium- (HARVEY und MARSHALL, 1977; LU et al., 2005) und Calciumkanélen (WU et al.,
2009). Im Riickenmark von Sdugetieren fiihrt 4-AP zur Erleichterung der Reflexbahnung

und synaptischen Ubertragung in exzitatorischen und inhibitorischen Verschaltungen
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Abbildung 1.3 (a) Pyridinring mit Nummerierungssystem, (b) Strukturformel
des isomerischen 4-Aminopyridin. Abbildung nach GLOVER (1982).

(LEMEIGNAN, 1972, 1973; GALINDO und RUDOMIN, 1978). In der Medizin ist es im
Rahmen bestimmter neurologischer Krankheitsbilder, bei denen durch die Fazilitation
synaptischer Transmission eine Besserung oder Kontrolle der Symptomatik erreicht werden
kann, zu klinischer Anwendung gekommen. Beispiele fiir den frithen klinischen Einsatz von
4-AP und anderen Aminopyridinen sind eher seltene Erkrankungen wie die Myasthenia
gravis (eine Autoimmunerkrankung, die Acetylcholinrezeptoren der motorischen Endplatte
betrifft) und das Lambert-Eaton-Syndrom (eine paraneoplastische Autoimmunerkrankung,
die »prasynaptische« Calciumkanéle der motorischen Endplatte betrifft) (LUNDH et al.,
1979, 1977, 1983; LEMEIGNAN et al., 1984; LUNDH et al., 1985). Fiir den therapeutischen
Effekt bei bestimmten Formen der cerebelldren Ataxie ist nachgewiesen, dass er auf
der Blockade von K'-Kanilen beruht, die in der Pathophysiologie der Erkrankung eine
Rolle spielen (ALVINA und KHODAKHAH, 2010). Seit neuestem konzentriert sich die
klinische Anwendung von 4-AP? auf die Therapie der Multiplen Sklerose, einer hiufigen,
chronisch-entziindlichen, demyelinisierenden Erkrankung des zentrealen Nervensystems
(HERSH und RAE-GRANT, 2012; SEDEHIZADEH et al., 2012); mogliche Anwendungen in
der Therapie spinaler Verletzungen werden diskutiert (SUN et al., 2010).

Im Gehirn der Siugetiere hat die Blockade von K "-Kanélen durch 4-AP Auswirkungen, die
zu einem breiten Einsatz in neurobiologischer und elektrophysiologischer Forschung gefiihrt
haben. Von GALVAN et al. (1982) wurde gezeigt, dass seine Applikation in Gehirnschnittpré-
paraten von Meerschweinen in vitro zu elektrischen Entladungen fiihrt, die denen wahrend
cerebraler Krampfanfille im EEG beobachtbaren gleichen, also »epileptiform« sind. Diese

Beobachtung deckt sich mit der klinischen, dass es in therapeutischer Dosierung zu

3Freinamen: Fampridin (INN), Dalfampridin (USAN).
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unerwiinschten zentralnervosen Wirkungen, darunter Verwirrtheitszustdnde und Krampf-
anfille*, kommen kann (MURRAY und NEWSOM-DavIs, 1981). 4-AP hat nicht nur im
Menschen, sondern auch in zahlreichen anderen Séugetieren prokonvulsive Eigenschaften
(MORA und TaPIA, 2005). BUCKLE und HAAS (1982) fanden im Hippocampus der Ratte
unter 4-AP bei extrazelluldarer Ableitung eine Vergrofierung synaptischer Feldpotentiale,
bei intrazelluldrer Messung eine Zunahme sowohl von exzitatorischen postsynaptischen
Potentialen (EPSP), als auch von inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (IPSP).
In der Folge ist eine synchronisierte neuronale Aktivitdt in zahlreichen Tiermodellen und
Gehirnregionen, schwerpunktméfig im Hippocampus, aber auch im Neocortex, sowohl
in vitro als auch in vivo nachgewiesen worden. Das 4-AP-Modell hat sich als eines der
Standardmodelle zur Untersuchung »epileptiformer« Aktivitdt in neuronalen Netzwerken
etabliert (KI1TA et al., 1985; RUTECKI et al., 1987; ARAM et al., 1991; PERREAULT und
AvoLl, 1992; AVOLI et al., 1994; SINISCALCHI et al., 1997; AVOLI et al., 1996; MAIER
et al., 2002; SZENTE et al., 2002; D’ANTUONO et al., 2004; DOUGALIS et al., 2004; MORA
und TAPIA, 2005; AYALA und TAPIA, 2005; GAJDA et al., 2006).

Die durch 4-AP ausgeltste synchronisierte neuronale Aktivitat weist im Zeitverlauf einen
Charakter auf, der von BANDYOPADHYAY et al. (2006) als wellenférmig bezeichnet wird
(»waves of activity«). Sie wird durch Substanzen, die K'-Kanile 6ffnen, aufgehoben,
beruht also im Grundsatz auf dem Mechanismus der K"-Kanal-Blockade (KOBAYASHI
et al., 2008). Fiir ihre Ausbreitung in neuronalen Netzwerken sind GABAerge Synapsen von
Bedeutung, die im Gehirn den Grofiteil der Inhibition vermitteln. Im Neocortex existieren
zwei Typen GABAerger IPSP, die als »schnell« und »langsam« bezeichnet und iiber zwei
unterschiedliche Rezeptorenklassen vermittelt werden: GABA z- und GABARg-Rezeptoren.
Die GABAA-Antwort ist chloridabhéngig und erzeugt das ligandengesteuerte, schnelle
IPSP. GABAg-Rezeptoren aktivieren iiber einen G-Protein-gekoppelten Mechanismus
eine postsynaptische K -Leitfihigkeit und fiihren so iiber eine Hyperpolarisation der
Zellmembran zum spéten, langsamen IPSP (CONNORS et al., 1982; AvoLl, 1986; HOWE
et al., 1987; CONNORS et al., 1988; DEISZ und PRINCE, 1989; BENARDO, 1994). Fiir die
synchronisierte neocorticale Aktivitdt unter 4-AP ist gezeigt worden, dass sie auch nach
Blockade der exzitatorischen synaptischen Ubertragung, also der glutamatergen NMDA-,
AMPA- und Kainat-Rezeptoren, auftritt. Nach Applikation von GABAa-Rezeptor-

Antagonisten (z. B. Bicucullin oder Picrotoxin) kommt der Grofteil ihrer Komponenten

4Aus diesen Griinden haben auch andere Aminopyridine, beispielsweise 3,4-Diaminopyridin, thera-
peutische Bedeutung erlangt, da sie in geringerem Ausmafs als 4-AP die Blut-Hirn-Schranke passieren
(LUNDH et al., 1983).
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zum Erliegen. Diese 4-AP-induzierte synchronisierte Aktivitdt wird also durch GABA 4-
Rezeptoren vermittelt und dementsprechend als GABA-Wellen bezeichnet (ARAM et al.,
1991; PERREAULT und AvoOLI, 1992; AVOLI et al., 1994, 1996; LOUVEL et al., 2001;
LAaMSA und TAIRA, 2003; AvoLI et al., 2003). GABAp spielt fiir einige Komponenten
ebenfalls eine Rolle und hat modulierende Funktion (BENARDO, 1997; KANG et al., 1998;
KANTROWITZ et al., 2005; GONZALEZ-SULSER et al., 2011; PANUCCIO et al., 2012).

Schon friih ist diskutiert worden, dass rhythmische, synchronisierte Aktivitdt in Neuronen
auch iiber nicht-synaptische Mechanismen iibertragen werden kénnte (JEFFERYS und
Haas, 1982). Mit Hilfe des 4-AP-Modells haben etliche Arbeitsgruppen gezeigt, dass
fiir die Entstehung oder Ausbreitung der Aktivitdt moglicherweise Gap Junctions von
Bedeutung sind. Dieser Hinweis ergab sich zunédchst nur indirekt: eine unspezifische,
pharmakologische Blockade von Gap Junctions (z.B. durch Carbenoxolon) fiihrt zu
einer Reduktion der synchronisierten neuronalen Aktivitat (Ross et al., 2000; YANG
und MICHELSON, 2001; TRAUB et al., 2001; GIGOUT et al., 2006; ZSIROS et al., 2007;
MEDINA-CEJA et al., 2008). Ahnliches ist in unterschiedlichem Ausmaf fiir eine spezifische
Blockade neuronaler Cx36-Kanéle (z. B. durch Quinidin oder Mefloquin) in verschiedenen
Regionen des zentralen Nervensystems gezeigt worden (GAJDA et al., 2005; GIGOUT et al.,
2006; CHAPMAN et al., 2009). Auch mRNA-Expressionsstudien lieferten Hinweise auf eine
Beteiligung verschiedener Connexin-Isoformen (SZENTE et al., 2002; GAJDA et al., 2003;
ZAPPALA et al., 2006; GAJDA et al., 2006). Eine endgiiltige Klarung der Frage, inwiefern
elektrische Synapsen zur Synchronisation unter 4-AP beitragen, war allerdings bisher
nicht moéglich. Ein neuer Ansatz hat sich durch die Verfiigharkeit connexindefizienter
Maé&use ergeben. Hier haben Untersuchungen in Hippocampus und Riickenmark von
Cx36-Knockout-Méausen bisher zu widerspriichlichen Ergebnissen in Bezug auf die Rolle
von Gap Junctions gefithrt (MAIER et al., 2002; PAIS et al., 2003; BEAUMONT und
MACCAFERRI, 2011). Fiir den Neocortex liegen derartige Untersuchungen nicht vor.

1.3 Fragestellung der Arbeit

Der K -Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-AP) fiihrt in Siugetieren in vitro und in vivo zu
synchronisierter neuronaler, »epileptiformer« Aktivitat. Diese Aktivitdt wird iiber GABA 4-
Rezeptoren vermittelt. Die Reduktion dieser Aktivitdt durch spezifische und unspezifische

pharmakologische Gap Junction Blocker einerseits sowie mRNA-Expressionsstudien
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andererseits haben eine Beteiligung elektrischer Synapsen (Gap Junctions) an diesem
Phénomen unterstellt. Thre genaue Bedeutung hierbei ist allerdings unklar. Untersuchungen
dieser Aktivitdt im Hippocampus connexindefizienter Mause haben zu uneinheitlichen
Ergebnissen in Bezug auf die Rolle elektrischer Synapsen gefiihrt. Eine Untersuchung
der 4-AP-induzierten Aktivitdt im Neocortex connexindefizienter Tiere liegt bisher nicht

Vvor.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die durch 4-AP induzierte, synchronisierte neuronale
Aktivitat (GABA-Wellen) in Gehirnschnittpriaparaten des Neocortex von Mausen in
vitro charakterisiert und zwischen Wildtyp, Cx36-Knockout- und Cx45-Knockout-Mausen
verglichen werden. Insbesondere sollte untersucht werden, ob eine Deletion neuronaler
Connexine, und damit eine Unterbrechung der elektrischen Kopplung zwischen Interneu-
ronen, zu einer Verdnderung von Auftrittsfrequenz, Amplitude oder Dauer der GABA-
Wellen fiihrt. Aufserdem sollte analysiert werden, ob sich die Wirkung von Pharmaka mit
Blockadewirkung auf Gap Junctions zwischen Wildtyp- und connexindefizienten Tieren

unterscheidet.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die elektrophysiologischen Messungen wurden in vitro an 131 Gehirnschnittpraparaten
von insgesamt 80 Wildtyp- sowie Cx36- und Cx45-defizienten Mausen beider Geschlechter
durchgefiihrt. Fiir die intrazelluliren Ableitungen lag das Alter! zwischen P16 und P30,
fiir die Feldpotentialmessungen wurden Tiere bis P178 verwendet. Aufzucht und Haltung
erfolgten unter strikter Trennung der Stdmme im Tierhaus des Physiologischen Instituts
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen unter Standardbedingungen, d. h. bei einer
konstanten Raumtemperatur von 23 °C und einem Hell-Dunkel-Zyklus von 12:12 Stunden.

Trockenfutter und Wasser standen ad libidum zur Verfiigung.

Wildtyp Als Wildtyp-Stamm wurde die C57BL/6-Mauslinie verwendet. Bereits 1921
wurde C57BL von LITTLE durch die Verpaarung von Tieren aus der Zucht von LATHROP
erzeugt, die Substdmme C57BL/6 und C5BL/10 dann im Jahr 1937 separiert (MEFFERT,
2002). Heute handelt es sich bei C57BL/6 um den in der Forschung weltweit am héufigsten
eingesetzten Inzuchtstamm, der in 14 Prozent aller Studien mit Inzucht-M&usen zum

Einsatz kommt (WETZEL, 2003). Er ist zu 98 Prozent genetisch identisch.

Cx36-Knockout Die Cx36-defiziente Mauslinie wurde am Institut fiir Genetik der

Universitit Bonn? entwickelt, die Zuchtpaare wurden von dort zur Verfiigung gestellt.

!Tage P postnatal
2 Arbeitsgruppe ProF. DR. KLAUS WILLECKE, Institut fiir Genetik, Rheinische Friedrich-Wilhelms-
Universitdt Bonn, Romerstrafe 164, 53117 Bonn
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Die weitere Aufzucht erfolgte am Lehrsuhl fiir Physiologische Genomik® der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen. Der Knockout von Cx36 wurde in dieser Mauslinie
mit Hilfe des Cre/loxP-Systems verwirklicht. Das Genom der Maus wurde znuéchst so
modifiziert, dass das Cx36-Gen von loxP-Stellen flankiert wird, denen ein CFP-Reportergen

6lox(CFP)/flox(CFP) _NMaus verfiigt iiber etwa

folgt. Die auf diese Weise entstandene Cx3
75 Prozent C57BL/6-Hintergrund und reduziert die ubiquitire* Expression von Cx36
im Vergleich zum Wildtyp um ca. 30 bis 60 Prozent, dies jedoch ohne signifikante
Beeinflussung der Zellkopplung. Verpaarung dieser Tiere mit PGK-Cre-rekombinanten
Méusen fiihrte zu einer ubiquitiren Deletion von Cx36 (WELLERSHAUS et al., 2008),
was dann als Cx369¢(CFP)/del(CFP)_Nfaus, oder im Folgenden kurz als Cx36-Knockout

(Cx36KO0), bezeichnet wird.

Cx45-Knockout Auch die Cx45-defizienten Méuse entstanden am Institut fiir Genetik?
der Universitit Bonn und wurden dem Lehrstuhl fiir Physiologische Genomik® der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen zur Verfligung gestellt, wo die weitere Aufzucht erfolgte.
In der Vergangenheit hatten Versuche zur Erzeugung eines ubiquitdren Cx45-Knockouts
im Mausmodell zu Stérungen der Entwicklung des Herz- und Geféaflsystems gefiihrt, die
noch in der Embryonalphase letal waren (KRUGER et al., 2000). Es wurde daher ein
zellspezifischer, neuronaler Knockout von Cx45 geschaffen. Wie die Cx36-defizienten
Mause basieren auch sie auf dem C57BL/6-Stamm. In der Entwicklung dieses Knockouts
wurde das Exon3, das die gesamte kodierende Region des Cx45-Gens enthilt, durch
loxP-Stellen flankiert und EGFP als Reportergen unter die Kontrolle des endogenen Cx45-
Promotors gestellt. Mittels der unter dem Nestin-Promotor stehenden Cre-Rekombinase
kommt es zur neuronalen Deletion von Cx45 und begleitend zur Expression von EGFP
(MAXEINER, 2005). In der Literatur werden Tiere mit lediglich »gefloxtem«, nicht aber
deletiertem Exon3 als Cx458°%/89%_Mzuse und Knockout-Tiere als Cx45del(EGFP)/del(EGFP)_
oder Cx45f0%/flox: Nestin-Cre-Miuse bezeichnet. Im Folgenden wird als Cx45-Knockout

(Cx45K0) auf sie Bezug genommen.

3 Arbeitsgruppe PROF. DR. BERND SUTOR
4Cx36 wird sowohl von Neuronen des ZNS als auch von 8-Zellen des endokrinen Pankreas exprimiert.
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2.1.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung der Versuchstiere erfolgte durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Fiir die Wildtyp-Tiere des C57BL/6-Stammes wurde, bis auf die iiblichen, stichpro-
benartigen Uberpriifungen im Rahmen der Aufzucht, keine Bestimmung des Genotyps
durchgefiihrt. Die Brutpaare der Cx36KO-Mé&use wurden vor Beginn der Aufzucht auf
eine komplette Deletion des Cx36-Gens hin untersucht und erst nach deren Sicher-
stellung verpaart. Da die Verpaarung der hier verwendeten Cx36KO-Ma&ause ebenfalls
Cx36-defiziente Tiere ergibt (WELLERSHAUS, 2006), waren nach Zuchtbeginn lediglich
regelméifige, stichprobenartige Kontrollen des Genotyps notwendig. Die Aufzucht der
Cx45KO-Miuse erfolgte ausgehend von Brutpaaren, die aus Cx4519%/%_Weibchen und
Cx4510%/10x . Nestin-Cre-Ménnchen bestanden. Aus einer solchen Verpaarung koénnen
sowohl Cx459%/fox_Tiere als auch Cx45KO-Tiere hervorgehen. Auferdem ist zu beachten,
dass eine Nestin-Cre-Aktivitdt in den Keimzellen zu einer kompletten Deletion des
»gefloxten« Cx45 in der néchsten Generation fiihren kann (MAXEINER, 2005). Aus diesen

Griinden wurden alle Tiere dieser Zuchtlinie einer Genotypisierung unterzogen.

Extraktion der DNA Das DNA-Material fiir die PCR wurde aus den Schwanzspitzen
der Versuchstiere gewonnen. Diese wurden in der Regel post mortem, im Anschluss an
die Préaparation der Gehirnschnitte, entfernt und bis zur Extraktion der DNA bei —20°C
gelagert. Hierzu wurden ca. 100 mg Gewebe zerkleinert, in ein Eppendorf-Reaktionsgeféfs
gegeben und mit 500 pL. eines Lysispuffers, dessen Zusammensetzung in Tabelle 2.1
aufgelistet ist, vollstdndig bedeckt. Der Ansatz wurde unter gelegentlichem Riihren fiir 60
Minuten inkubiert und danach fiir 20 Minuten bei 12 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde unter sterilen Kautelen in ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt und nach Zugabe von
500 pL Isopropanol fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Hierauf wurde erneut
bei 12000 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert und der entstandene Uberstand vorsichtig
abpipettiert. Das getrocknete Pellett wurde mit 200 pLh Tris-HCL (10 mM, pH 8,5) versetzt
und fiir 90 Minuten auf 55°C erwiarmt. Die Lagerung der genomischen DNA bis zur
Durchfiihrung der PCR erfolgte bei 4 °C. Da die DNA bei dieser Temperatur ausfallen
kann, wurde sie unmittelbar vor Beginn der PCR nochmals fiir 10 Minuten bei 55°C

inkubiert.
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Substanz Konzentration Volumen-%
Tris-HCI (pH 8,5) 1.0M 10
EDTA 0.5M 1
SDS 10.0 %-ige Lsg.

NaCl 1.0M 20
H,O bidest. 55.6 M 66
Proteinase K 10.0mg/mL H,O 1

Tabelle 2.1 Lysispuffer zur DNA-Extraktion

Durchfiihrung der PCR  Zur Bestimmung des Genotyps beider Knockout-Mauslinien
wurden PCR mit anschliefender Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die Protokolle entspra-
chen im Wesentlichen denen, die an der Universitiat Bonn zur Genotypisierung entwickelt
wurden. Beide Stdmme wurden sowohl auf das Wildtyp-Connexin und dessen »gefloxte«
Variante, als auch auf den Knockout getestet. Die verwendeten Primer sind fiir beide
Genotypen in Tabelle 2.2 dargestellt. Thre Synthese erfolgte durch die Metabion Interna-
tional AG (Martinsried, Deutschland). Die Tabelle 2.3 zeigt die Zusammensetzung der
PCR-Ansétze. Sowohl die DNA-Polymerase als auch der zugehérige Reaktionspuffer wurde
kommerziell erworben®. In der Tabelle 2.4 sind beide PCR-Programme zusammengefasst,
die Tabelle 2.5 zeigt die entstehenden Bandengrofien auf (WELLERSHAUS et al., 2008;
MAXEINER, 2005). Nach erfolgter PCR wurden 10 nL des jeweiligen Reaktionsansatzes
zusammen mit einem Vergleichs-Grofenmarker auf ein Agarose-Gel (1.5 %) aufgetragen
und die Lange der PCR-Produkte elektrophoretisch ermittelt. Nach abgeschlossener
Elektrophorese wurden die Molekiile mit Ethidiumbromid gefdrbt, die Banden unter

ultraviolettem Licht sichtbar gemacht und das Ergebnis auf Photopapier dokumentiert.

5Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, Missouri, USA
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Genotyp Oligo-Name Basenfolge

Cx36wt Cx36USP-1 5-TAA GTG CAA TAA AGG GGG AGG GCC TCG-3’
Cx36flox  Cx36DSP-1 5-GAG ACA GGA GAA GGT ATT CCC AAG GGC-3
Cx36KO  DSP-CFP-1 5-AAG AAG TCG TGC TGC TTC ATG TGG-3’

Cx45wt I5FCfor 5-GGA TTA AAG GCA TAT GTC ACC ACT CTT GGC-3
Cx45flox  I3Frev 5-CTC TAG GAA CAC TGT AAC CTG AGA TGT CCC-3’
Cx45KO  IIpX3rev 5-AAG AAC GGC CAC AAC TCT GGT AAC AGG AAG-3’

Tabelle 2.2 Cx36KO, Cx45K0O: PCR-Primer

Cx36KO

Substanz Konzentration Menge [pmol]
dANTP 10mM 0.2
Cx36USP-1 103 mM 0.2
Cx36DSP-1 1073 mM 0.2
DSP-CFP-1 103 mM 0.2
10x Reakt.-Puffer f. JumpStart™ Taq-DNA- 2.5
Polymerase (15 mM MgCl,)

JumpStart™ Tag-DNA-Polymerase 2,5 units®/pL 0.4
H,O 19.3
Ziel-DNA 2.0
Gesamt 25.0

Cx45KO0O

dANTP 10mM 0.2
I5FCfor 103 mM 0.2
I3Frev 103 mM 0.2
IIpX3rev 103 mM 0.2
10x Reakt.-Puffer f. JumpStart™ Taq-DNA- 2.5
Polymerase (15 mM MgCl)

JumpStart™ Taq-DNA-Polymerase 2,5 units®/pL 0.4
H,0 19.3
Ziel-DNA 2.0
Gesamt 25.0

2 Eine unit ist definiert als diejenige Enzym-Menge, die innerhalb von 30 min 10 nmol dNTP bei 74 °C

an in Saure ausfillbare DNA angliedert.

Tabelle 2.3 Cx36KO, Cx45K0O: PCR-Ansétze
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Gen PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
Cx36 Initiale Denaturierung 95  5.00
Denaturierung 95 0.75
Annealing 56 0.75 340 Zyklen
Elongation 72 1.00
Abschliefsende Extension 72 10.00
4 10.00
Cx45 Initiale Denaturierung 94  4.00
Denaturierung 94  2.00
Annealing 67  1.00 »35 Zyklen
Elongation 72 1.00
Abschlieftende Extension 72 10.00

Tabelle 2.4 Cx36KO, Cx45K0: PCR-Programme

Gen Genotyp Bandengrofie [bp]

Cx36 Cx36-Wildtyp 311
CX36ﬂox(CFP)/ﬂox(CFP) 384
CX36del(CFP)/del(CFP) 505

Cx45 Cx45-Wildtyp 389
Cx4bflox/flox 473
Cx4510%/1ox: Nestin-Cre 620

Tabelle 2.5 Cx36KO, Cx45KO: Bandengrofen

2.2 Perfusionslosungen fiir die Elektrophysiologie

Die elektrophysiologischen Untersuchungen an den Gehirnschnittpraparaten wurden in
vitro durchgefithrt. Zur Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivitdt in diesen Schnitten
wurden diese stdndig in einer Lésung gehalten, die in ihrer ionalen Zusammensetzung
dem natiirlichen Liquor cerebrospinalis entsprach. Diese Losung wird als aCSF (artificial
cerebrospinal fluid) bezeichnet. Ausgehend von einer Stammlosung (s. Tab. 2.6) wurden
zwel unterschiedliche Losungen hergestellt: eine Praparations- und Schneidelésung, die
wahrend der Herstellung der Gehirnschnitte zum Einsatz kam, sowie eine Losung, die

bei der Inkubation der Prédparate vor Versuchsbeginn und wéhrend der Messungen
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Substanz Summenformel Konz. [mM]
Natriumchlorid Na(Cl 125.00
Kaliumchlorid KCl1 3.00
Natriumdihydrogenphosphat NaH,PO, 1.25
Natriumhydrogencarbonat NaHCO, 25.00
D-Glucose CeH 504 25.00

Tabelle 2.6 Zusammensetzung der Stammlésung

verwendet wurde. Erstere verfiigte tiber eine niedrigere Calcium- und héhere Magnesium-
Konzentration. Hieraus resultierte eine verringerte Erregbarkeit und Stoffwechselaktivitit
der Nervenzellen wihrend der unvermeidbaren Traumatisierung bei der Herstellung der
Hirnschnitte, und daher eine deutlich verbesserte Uberlebensdauer einzelner Neurone und
eine hohere Anzahl vitaler Neurone insgesamt. Im Hinblick auf die ionale Zusammensetzung
handelte es sich bei den Losungen um Modifikationen nach FRICK et al. (2007). Alle
Losungen wurden kontinuierlich mit Carbogen®(Volumen: 95% O,, 5% CO,) begast.
Dieses Gasgemisch stellte zum einen die addquate Sauerstoffversorgung der Nervenzellen
sicher, zum anderen etablierte CO, zusammen mit NaHCO, ein offenes Puffersystem,
das zusammen mit NaH,PO, dazu fiihrte, dass sich bei einer Temperatur von 28 °C ein
pH-Wert von 7,4 einstellte. Die Osmolaritit der Losungen betrug 310-330 mosmol x L~1.
Im Vergleich zu natiirlicher Cerebrospinalfliissigkeit verfiigten beide aCSF-Lésungen
mit 25 mM {iber eine erhéhte Konzentration an D-Glucose (in vivo ca. 5mM), was zur
Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels der Nervenzellen unter in-vitro-Bedingungen

notwendig war (LIPTON und WHITTINGHAM, 1984; TANAKA et al., 2008).

L6sung CaCl, mM] MgCl, [mM] pH?* Osmolaritit [mosmol/L]
Praparation 1.00 6.00 7.4 310-330
Ableitung 2.00 2.00 7.4 310-330

® bei 37°C

Tabelle 2.7 Modifikation der Stamml6sung fiir Préparations- und Ableitelésung

SLinde AG, Gases Division Germany, Pullach, Deutschland
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2.3 Gehirnschnittpraparate des Neocortex

Zur Herstellung der Gehirnschnitte wurden die Versuchstiere zundchst in einer Narkose-
kammer bis zum Eintreten eines Toleranzstadiums mit CO, betdaubt und anschliefiend
enthauptet. Das Toleranzstadium war definiert als ein nach Ende der initialen Exzitati-
onsphase einsetzender, enstspannter Zustand des Tieres mit Verlust der Auffangreflexe

und fehlender Schmerzreaktion bei erhaltenem Atemantrieb (KOHLER et al., 1999).

Unmittelbar nach der Enthauptung wurde der Kopf fiir eine Minute in eisgekiihlte und mit
Carbogen begaste Praparationslosung getaucht. Durch kiltebedingte Vasokonstriktion kam
es hierbei zum Auswurf eines Grofteils des im Gehirn verbliebenen Restblutes (WERTHAT,
2012). Danach wurde das Gehirn ziigig und moglichst atraumatisch freiprépariert, in toto
aus dem Schédel entnommen und wiederum fiir eine Minute in eisgekiihlter Priparations-
16sung inkubiert. AnschlieRend wurde das Cerebellum mit einer gereinigten” Rasierklinge®
abgetrennt und das Cerebrum entlang der Fissura longitudinalis in seine Hemisphéren ge-
spalten. Von diesen Hemisphéren wurde eine als Reserve zuriick in die Praparationslosung
gegeben; die andere wurde an ihrem occipitalen Ende durch eine coronare Schnittfithrung
mit einer glatten Fldche versehen, die auf der medialen Trennungsebene der Hemisphéren
senkrecht stand. Mit dieser Oberfliche wurde die Hemisphére durch eine diinne Schicht
Cyanacrylat-Klebstoff auf einem Objekttisch fixiert. Zur Stabilisierung lag sie dabei mit
der medialen Hemisphérenschnittfliche einem zuvor aufgebrachten Agarblock an. Der
Objekttisch wurde in die Wanne eines Vibrationsmikrotoms!?, die mit Carbogen-begaster
Praparationslosung befiillt war, eingesetzt. Die Temperatur der Badlésung wurde durch
aktive Kiihlung bei 8 °C konstant gehalten. Der Objekttisch wurde so ausgerichtet, dass
die Schnittflache der horizontal einfahrenden Mikrotomklinge senkrecht zum Agarblock
mit der anliegenden Hemisphére orientiert war. Auf diese Weise konnten sehr exakt
coronare Schnittpriaparate der Hemisphére angefertigt werden. Die Finstellungen am
Mikrotom wurden so gewéhlt, dass bei langsamer Vorschubgeschwindigkeit und mittlerer
Vibrationsfrequenz etwa vier bis fiinf Schnittpréaparate mit einer Dicke von 300 pm aus
dem Bereich des frontalen Cortex entstanden (WERTHAT, 2012). Die Préparate wurden
fiir 60 Minuten in einem Wéarmebad bei 28 °C inkubiert und mit Carbogen begast. Im

"Kommerziell erhiltliche Rasierklingen sind hiufig mit Stoffen versetzt, die vor der Verwendung als
Praparationswerkzeug mit Hilfe organischer Losungsmittel, z. B. Aceton, entfernt werden miissen.

8 Wilkinson Sword Classic Double Edge Razor Blades, Wilkinson Sword Ltd., High Wycombe, UK

9 Lock-Tite 406, Henkel AG & Co. KGaA, Diisseldorf, Deutschland

Y HM 650V, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland
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Anschluss wurde die Temperatur auf 20 °C reduziert und die Schnitte vor der Verwendung

im Experiment fiir mindesten weitere 60 Minuten im Becken belassen (BIBER, 2004).

2.4 Elektrophysiologische Messungen

Messplatz Der Versuchsaufbau bestand aus einem motorisierten, aufrechten Durchlicht-
Mikroskop!! mit infrarotfihiger DIC-Optik. Mit der DIC-Technik werden lokale Va-
riationen optischer Weglédngen im betrachteten Objekt in Helligkeitsunterschiede im
Bild umgesetzt. Hierdurch koénnen transparente Phasenobjekte, wie Neurone im Ge-
webeverband, sichtbar gemacht und in der Durchlichtmikroskopie plastisch dargestellt
werden. Durch die Verwendung von infrarotem Licht kénnen Nervenzellen bis in eine
Tiefe von ca. 150 pm erreicht werden (DODT und ZIEGLGANSBERGER, 1990). Das vom
Mikroskop erzeugte Bild wurde mit einer infrarotsensitiven CCD-Kamera'? auf einen LCD-
Monitor iibertragen, auferdem konnten Einzelbilder digital abgespeichert werden. Der
untersuchte Gehirnschnitt befand sich in einer Perfusionskammer, die auf dem Objekttisch
des Mikroskops angebacht war. Zur mechanischen Stabilisierung wurde ein weitmaschiges
Nylonnetz auf das Schnittpraparat gelegt. Die Perfusion der Praparate erfolgte mittels eines
Zirkulationssystems, wobei der Fliissigkeitstransport durch eine peristaltische Pumpe!?

aufrecht erhalten wurde. Die Durchflussrate betrug 2-3 mL x min™!.

Elektroden Die Elektroden fiir die intrazelluliren Messungen und die Feldpotentiala-
bleitungen wurden mit Hilfe eines Geréites zum Ziehen von Mikropipetten (Puller)!4:1?
aus Borosilikat-Glaskapillaren'® hergestellt. Die Elektrodenrohlinge hatten einen Spit-
zendurchmesser von ca. 1pm und wurden je nach Messtechnik mit unterschiedlichen
Losungen befiillt. Bei Feldpotential-Messungen kamen Elektroden zum Einsatz, die mit
aCSF oder NaCl (150 mM) gefiillt waren. Fiir die intrazelluldren Ableitungen wurden
Pipetten verwendet, die eine in Tabelle 2.8 aufgefiihrte » Intrazellularlésung« (Osmolaritét

290 mosmol x L™, pH 7.3) enthielten. Die mit Salzlosung gefiillten Glaspipetten wurden

1! Axioskop FS, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland

1202400, Hamamatsu Photonics K. K., Hamamatsu City, Shizuoka Pref., Japan

13 Gilson Minipuls® 3, Gilson Inc., Wisconsin, USA

14 DMZ-Universal-Puller, Zeitz-Instruments Vertriebs GmbH, Martinsried, Deutschland
15P_97 Flaming/Brown Micropipette Puller, Sutter Instrument Company, California, USA
16 GC150F-10, Harvard Apparatus, Massachusetts, USA
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iiber einen chlorierten Silberdraht an den Vorverstérker angeschlossen. Der elektrische
Wiederstand der Elektroden betrug 6-10 MS). Als Referenzelektrode diente eine weitere
chlorierte Silberelektrode, die sich in der Badlosung befand. Zur Auslésung von synapti-
schen Antworten kam eine bipolare Reizelektrode zum Einsatz. Mess- und Reizelektroden

1

wurden mit Hilfe von Mikromanipulatoren'” im Gewebe positioniert.

Messelektronik und Datenaufnahme Die fiir die intrazellularen Messungen einge-
setzten Elektroden waren iiber einen Vorverstéirker mit dem eigentlichen Signalverstirker!'®
im Rack verbunden. Es handelte sich um ein Verstarker-System (single electrode clamp,
SEC), iiber das die Messung des Membranpotentials der untersuchten Zelle vorgenommen,
dieses aber auch durch Strominjektion manipuliert werden konnte. Eine der WHEATSTONE-
SCHEN Briicke analoge Schaltung erlaubte die Kompensation des Elektrodenwiderstandes
(MULLER et al., 1999; SUTOR et al., 2003). Zudem konnte die Elektrodenkapazitéit neutrali-
siert werden. Der Verstarker konnte nach Herstellung des Ganzzellmodus prinzipiell in der
Spannungsklemme (Voltage-Clamp) oder in der Stromklemme (Current-Clamp) betrieben
werden. Im Voltage-Clamp-Modus wird das Membranpotential der Zelle iiber einen
Kompensationsstrom auf einem definierten Wert gehalten, was unmittelbare Riickschliisse
auf die Leitfdhigkeiten der Membran, wie beispielsweise lonenstrome, erlaubt. Im Current-
Clamp-Modus wird der Strom durch die Membran iiber den Verstérker vorgegeben. Das
Membranpotential bleibt also variabel, was eine Untersuchung der Erregungsmuster der
Zelle unter physiologischeren Bedingungen erlaubt. Séamtliche intrazelluldren Ableitungen

dieser Arbeit wurden als Current-Clamp-Messungen durchgefiihrt.

Fiir die extrazelluliren Messungen wurde ebenfalls ein SEC-Verstirker'® verwendet.
Ein 8-Kanal-Stimulator?? diente zur Generation von Pulsen, deren Dauer, Frequenz
oder Intensitdt exakt gesteuert werden konnte. Die iiber die Messelektroden erfassten
Signale wurden bei intrazellularer Messung mit 10 kHz und bei extrazellularer Messung mit
500 Hz gefiltert und auf Oszilloskopen?! dargestellt. Die Digitalisierung der Signale erfolgte

mittels einer Software??, die sowohl die Versuchssteuerung, als auch das Abspeichern der

"L uigs und Neumann, Feinmechanik + Elektrotechnik GmbH, Ratingen, Deutschland
8 SEC-10L, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland

9SEC-10, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland

20 Master-8, A.M.P.I, Jerusalem, Israel

2L HM407, Hameg Instruments GmbH, Mainhausen, Deutschland

22 CellWorks 5.1, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
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gewonnenen Daten ermdglichte. Hierzu wurde ein Multifunktions-Datenerfassungsmodul®3

mit einer Digitalisierungsrate von 2-5 kHz verwendet.

Pharmaka und Substanzapplikation Von den im Versuch eingesetzten, pharmako-
logisch wirksamen Substanzen wurden hydrophile in H,O, lipophile in DMSO gelost,
in Eppendorf-Reaktionsgefafie aliquotiert und bei —20 °C aufbewahrt. 1-Heptanol und
1-Octanol wurden bei Raumtemperatur gelagert und ungel6st angewendet. Die Applikation
der Substanzen erfolgte durch Zugabe zur Perfusionslésung. Da die aCSF mit 2 mL x min—!
zirkulierte, kann davon ausgegangen werden, dass die Pharmaka nach spatestens 5 Minuten
ihren Wirkort in der Ableitekammer erreichten. Die Tabellen 2.9 und 2.10 weisen die
verwendeten Substanzen aus. Bei den angegebenen Konzentrationen handelt es sich jeweils

um die Endkonzentrationen in der Badlosung.

Mechanismus Substanz Konz. [mM] Lésung Bezug
K "-Kanal-Blockade (u.a.) 4-Aminopyridin 100 x 103 H,0  Sigma®
Rezeptorantagonisten
kompetetiv NMDA D-AP5 10 x 1073 H,O Tocris?
kompetetiv AMPA CNQX 10 x 1073 DMSO  Tocris
Gap Junction Blocker Carbenoxolon 50 x 1073 H,O Sigma
Heptan-1-ol 2 —  Sigma
Octan-1-o0l 2 —  Sigma
Mefloquin 50 x 1073 H,0  Sigma

# Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, Missouri, USA
> Tocris Bioscience, Bristol, UK

Tabelle 2.9 Verwendete Pharmaka: Konzentration und Wirkmechanismus

2.4.1 Extrazelluliare Ableitungen

Fir die extrazellularen Messungen wurden im Gehirnschnittpraparat zunéchst die Schich-

ten des Cortex unter dem Mikroskop von einander abgegrenzt. Danach wurde eine bipolare

28 NI PCI-6024E, National Instruments Corporation, Austin, Texas, USA
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Substanz Summenformel ITUPAC-Name

4-Aminopyridin = C;HgN, Pyridin-4-amin

D-AP5 C;H,NO P 2-amino-5-phosphonopentansaure

CNQX CyH,N,O, 7-nitro-2,3-dioxo-1,4-dihydroquinoxalin-6-
carbonitril

Carbenoxolon Cq,H50 04 (2S,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aS,12bR,14bR)-
10-(3-carboxypropanoyloxy)-
2,4a,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-13-oxo-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,
13,14b-icosahydropicen-2-carboxylsaure

1-Heptanol C,H,;0 Heptan-1-ol

1-Octanol CgH, 5O Octan-1-ol

Mefloquin C7H 4FgN,O (S)-[2,8-bis(trifluoromethyl)quinolin-4-yl|-[(2R)-

piperidin-2-yl|methanol

Tabelle 2.10 Verwendete Pharmaka: Summenformeln und ITUPAC-Namen

Stimulationselektrode vorsichtig in der Schicht V platziert. Die Ableitelektrode wurde

auf einer gedachten, senkrechten Verbindungslinie zwischen Stimulationselektrode und
Oberfliche des Cortex in die Schicht IT/III eingebracht. Uber die Stimulationselektrode
wurde alle 20 Sekunden ein Strompuls von 250-500 pA (Dauer: 50-100 ps) appliziert und

die evozierten neuronalen Antworten fiir 20 Minuten auf dem Oszilloskop tiberwacht. Nach

Stabilisierung von Amplitude und Zeitverlauf des Signals wurde die Reizung beendet und

die eigentliche Messung iiber 170 Minuten gestartet und aufgezeichnet. Tabelle 2.11 gibt

das Messprotokoll wieder.
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Messzeit [min] Ablauf Konz. [pM]

Elektrodenpositionierung Pulsgabe 30 min

0 START
+ 4-Aminopyridin 100
+ CNQX 10
+ D-AP5 10
30 -+ GJ.-Blocker verschieden

90 - GJ.-Blocker?®
170 STOP

® Auswaschen, keine Rezirkulation der Perfusionslésung fiir 15 min

Tabelle 2.11 Feldpotential-Messungen: Messprotokoll

2.4.2 Kombinierte intra- und extrazellulare Ableitungen

Patch-Clamp-Technik Samtliche intrazelluldren Ableitungen dieser Arbeit wurden
mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik vorgenommen. Die Patch-Clamp-Technik wurde ab
dem Jahr 1976 von NEHER und SAKMANN entwickelt, die fiir ihre Arbeit 1991 mit dem
»Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin« ausgezeichnet wurden. Ihr Prinzip beruht
darauf, dass ein »Fleck« (Patch) einer biologischen Membran mit einer speziellen, extrem
glatten und nur einmal verwendeten Mikropipette so angesaugt wird, dass zwischen
Pipette und Zellmembran ein elektrischer Widerstand im G{2-Bereich entsteht. Dieser
wird als » Gigaseal« (seal: Dichtung) bezeichnet (HAMILL et al., 1981). Im Vergleich zu
fritheren Techniken ermoglicht das Patch-Clamping somit die elektrische und mechanische
Isolierung eines Membranflecks von seiner Umgebung, die sich durch eine hohe Stabilitét
und drastische Reduktion des elektrischen Rauschens bei Messvorgéingen auszeichnet.
Erst diese Vorgehensweise ermdglichte zahlreiche Errungenschaften elektrophysiologischer
Forschung, wie die genaue Untersuchung einzelner Ionenkanéle, aber auch die Aufklarung
intrazelluldrer Signalkaskaden (VERKHRATSKY et al., 2006). Grundsétzlich sind mit der
Patch-Clamp-Technik durch unterschiedliche Manipulation verschiedene Konfigurationen

zwischen Membran und Pipette moglich, die je nach Fragestellung variiert werden
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(b)

Abbildung 2.1 (a)-(b): Interneuron der Schicht V (Stern) im DIC-Infrarotbild, Vergroferung
160-fach, (a) vor Mefbeginn, (b) selbes Neuron, nach Herstellung des Gigaseals mit der
Mefpipette »p« in Ganzzell-Konfiguration.

konnen. In dieser Arbeit wurden intrazelluldre Ableitungen im Ganzzell-Modus (Whole-
Cell-Konfiguration) vorgenommen. Dies bedeutet, dass ein Membranfleck angesaugt
(Cell-attached-Konfiguration) und dann durch erneutes Ansaugen durchbrochen wird
(Whole-Cell-Konfiguration), wodurch eine direkte Verbindung zwischen der Mefpipette
und dem Zellinneren entsteht. Bleibt hierbei der Seal erhalten, sind die Leckstrome
gering und es lésst sich nun messen, welcher Strom durch die gesamte verbleibende
Membranfliache der Zelle fliefst. Es werden also gut isolierte und haltbare Ableitungen des
Membranpotentials der »gepatchten« Zelle moglich, die dariiber hinaus Moglichkeiten

zur elektrischen Manipulation bieten.

Durchfiihrung der Messungen Alle intrazellularen Messungen wurden mit extrazellu-
laren Ableitungen kombiniert, so dass fiir jedes untersuchte Neuron das Membranpotential
der Zelle mit dem Feldpotential des gesamten Gehirnschnittpréparates korreliert werden
konnte. Diese kombinierten Patch-Clamp- und Feldpotential-Messungen wurden an
Neuronen der Schichten II bis V des frontalen Cortex durchgefiihrt. Das Hauptaugenmerk

lag hierbei auf supra- und infragranuldren Pyramidenzellen.

Nach Auswahl einer geeigneten Zelle unter dem Mikroskop wurde zunichst die Feldelek-
trode in die Badlosung eingetaucht und vorsichtig, nahe dem interessierenden Neuron,
im Extrazellularraum platziert. Im Anschluss wurde die Patch-Pipette in die Badlésung

gebracht. Sie wurde senkrecht iiber dem zu messenden Neuron positioniert und schrittweise
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vorsichtig herabgefahren. Dabei war an der Pipettenspitze iiber ein Schlauchsystem mit
aufgesetzter Spritze?* (1mL) ein Uberdruck angelegt, der ein Ansaugen kleinster Partikel
in der Messkammer verhinderte und beim Durchfahren des Gehirnschnittpraparates
umliegendes Gewebe beiseite driickte. Zur Erfassung des elektrischen Widerstandes wurde
iiber die Elektrode sténdig ein Rechteckstrompuls (30 pA, 60 ms) in den Extrazellularraum
abgegeben. Bei 160-facher mikroskopischer Vergrofierung wurde in wenigen Mikrometer
Entfernung zur Zelle der Uberdruck weggenommen und die Pipette soweit abgesenkt, bis
sich auf dem Oszilloskop eine Widerstandserhéhung zeigte. Zeitgleich zur Widerstand-
serhohung konnte an der Zelle selbst meist ein sichtbares Eindellen der Zellmembran
(dimpling) beobachtet werden. Hierauf wurde umgehend ein Unterdruck an die Pipette
gelegt, die Zellmembran somit in die Pipettenspitze gesaugt und der Gigaseal etabliert,
was das Zustandekommen der Cell-Attached-Konfiguration anzeigte. Durch minimale
Erhohung des Sogs oder Abgabe eines entsprechenden Strompulses wurde der gepatchte
Membranfleck durchbrochen und die Whole-Cell-Konfiguration hergestellt, der elektrische
Widerstand fiel hierbei in den MQ2-Bereich ab. Abbildung 2.1 zeigt beispielhaft den Blick

durch das Mikroskop unmittelbar vor und nach Herstellung einer Ableitesituation.

Nach Etablierung der Whole-Cell-Konfiguration erfolgte die weitere Messung im Current-
Clamp-Modus. Zunéchst wurden mit Hilfe vordefinierter, softwaregesteuerter Messalgorith-
men Parameter zur elektrophysiologischen Charakterisierung des Neurons ermittelt (Ruhe-
membranpotential RM P, Eingangswiderstand Ry, somatische Membranzeitkonstrante 7,
Entladungsverhalten und Strom-Spannungs-Kennlinie (IV-Kurve)). Im Anschluss wurde
das Membranpotential der Zelle fiir 5 Minuten beobachtet. Bei regelrechtem und stabilem
RM P wurde die eigentliche Messung zur pharmakologisch induzierten, synchronisierten
neocorticalen Aktivitat gestartet. Das Messprotokoll ist in Tabelle 2.12 wiedergegeben.
Uber die gesamte Messdauer wurden das Membranpotential des Neurons, die applizierten
Strome und die extrazellular abgeleiteten Feldpotentiale fortlaufend digitalisiert und zur

Auswertung gespeichert.

24 Omnifix-F, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
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Messzeit [min] Prozedere Konz. [pM]
Positionierung Feldelektrode
Whole-Cell-Konfiguration Bestimmung der Parameter

zur Zellcharakterisierung

0 START
Beobachtung des RM P

5 +4-Aminopyridin 100
+CNQX 10
+ D-AP5 10

35 STOP

Tabelle 2.12 Kombinierte Patch-Clamp- und Feldpotential-Ableitungen: Messprotokoll

2.5 Datenauswertung

Software Zur Steuerung der Signalverstirker wurde CellWorks 5.1%° eingesetzt. Es

diente auch der Digitalisierung der Meftdaten, die in das ASCII-Format konvertiert und

in Igor Pro 626

Hierbei wurde das Analysepaket NeuroMatic 1.9127

importiert wurden, mit dem die elektrophysiologische Analyse erfolgte.

verwendet. Die Sortierung der Daten

sowie Berechnungen erfolgten mit Excel?® 2007 und 2011. In GraphPad Prism 5%° wurden

die Daten statistisch ausgewertet und grafisch dargestellt.

2npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
26\WaveMetrics Inc., Portland, Oregon, USA

27 Jason Rothman, ThinkRandom.com

28Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
2 GraphPad Software, La Jolla, California, USA
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Neuronenklassifizierung Die intrazellular abgeleiteten Zellen wurden anhand mor-
phologischer und elektrophysiologischer Parameter (MCCORMICK et al., 1985) folgenden

Neuronenklassen zugeordnet:

e Supragranuldre Pyramidenzellen
e Infragranuldre Pyramidenzellen

e Interneurone

Pyramidenzellen wurden nur den ersten beiden Gruppen zugeordnet, wenn sie ein
reguldres Entladungsverhalten zeigten. Die morphologische Zuordnung erfolgte anhand
eines oder mehrerer DIC-Infrarotbilder. Die elektrophysiologische Zuordnung geschah

anhand folgender Parameter:

Ruhemembranpotential (RM P)
e Eingangswiderstand (Ry)

e Somatische Membranzeitkonstante ()

Entladungsverhalten

Strom-Spannungs-Kennlinie (IV-Kurve)

Ry und 7 werden auch als »passive elektrotonische Eigenschaften« bezeichnet. Zu ihrer
Messung wurde im Current-Clamp-Modus ein hyperpolarisierender Rechteckstrompuls
(20 pA, 800 ms) intrazellular injiziert und die resultierende Spannungsantwort gemessen.
Zur Rauschunterdriickung wurden 20 dieser Antworten gemittelt. Die Bestimmung des
RMP erfolgte durch Messung der absoluten Potenzialamplitude zur Referenz (0mV)
unmittelbar vor der Strominjektion. Hiermit ergab sich Ry aus dem OHMSCHEN Gesetz;
Ry = AV x AT mit AT = 20pA. Die Spannungsdifferenz AV entsprach der Amplitude
der durch den Strompuls induzierten Spannungsantwort, gemessen mindestens 700 ms
nach Beginn der Strominjektion, also zu einem Zeitpunkt, an dem die Spannungsantwort
ein Gleichgewicht erreicht hatte. Die somatische Membranzeitkonstante 7 wurde durch
Anpassen einer exponentiellen Funktion an den Spannungsabfall nach Ausschalten des
Strompulses ermittelt. Zur Beurteilung des Entladungsverhaltens und Erstellung der I'V-
Kurve wurde das Neuron schrittweise mit iiberschwellig depolarisierenden Strompulsen
gereizt (WAGNER, 2012; WERTHAT, 2012).
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Erfassung der synchronisierten neocorticalen Aktivitdt Die synchronisierte neo-
corticale Aktivitdt wurde als wellenférmige Abweichung vom desynchronisierten Feldpo-
tential bzw. als wellenférmige Abweichung vom Ruhemembranpotential des intrazellular
abgeleiteten Neurons definiert. Fiir die Detektion wurden die digitalisierten Ableitungen
manuell nach Ereignissen abgesucht und diese jeweils mit ihrer Amplitude A, Dauer At und
dem Zeitpunkt des Auftretens ab Messbeginn erfasst. Bestand ein Ereignis aus Amplituden
in positiver und negativer Richtung, so gibt die Amplitude A im Regelfall den Betrag der
Gesamtamplitude wieder (Maximum-Minimum-Abstand). Ausgenommen hiervon ist die
Bestimmung des Umkehrpotentials, bei der die Richtung der Amplitude beriicksichtigt
wurde (bei positiver und negativer Amplitude innerhalb desselben Ereignisses wurde
die Differenz gebildet). In die Auswertung einbezogen wurden alle Ereignisse, die vom
desynchronisierten Feldpotential bzw. vom Ruhemembranpotential des Neurons abwichen,
charakteristisch fiir die Aktivitdt waren und nicht einem Artefakt zugeordnet werden
mussten. Fiir die Feldpotentialableitungen galt als Richtwert fiir die Mindestamplitude ein
Betrag von > 0.05mV. Bei beiden Messungen wurden Nachpotentiale direkt im Anschluss
an die Hauptaktivitat dieser zugeordnet und nicht als gesonderte Ereignisse gewertet.
Ebenso stellten Aktionspotentiale keine eigensténdigen Ereignisse dar, unabhéngig davon,
ob sie mit einem Ereignis oder ektop auftraten. Synchron zur intrazelluliren Messung
wurde das Feldpotential und der iiber die Patchpipette applizierte Strom registriert.
Abbildung 2.2 zeigt repréasentative Beispiele fiir gemessene Parameter anhand eines

kombiniert intra- und extrazellular abgeleiteten Ereignisses.

Statistische Analyse Die im Ergebnisteil der Arbeit wiedergegebenen Mittelwerte sind
mit Standardfehler (+) angegeben. Zur statistischen Analyse kamen folgende Verfahren

zur Anwendung;:

Einfaktorielle Varianzanalyse (einfache ANOVA) fiir nicht-wiederholte Messungen
Einfaktorielle Varianzanalyse (einfache ANOVA) fiir Messwiederholungen

Zweifaktorielle Varianzanalyse (zweifache ANOVA) fiir Messwiederholungen

Lineare Regression

Sollten in den Varianzanalysen die Mittelwerte einzelner Gruppen einer oder mehrerer
Messreihen untereinander verglichen werden, wurde das jeweils geeignete Nachtestver-

fahren (nach BONFERRONTI fiir den Vergleich mehrerer Gruppen gegeneinander, nach
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Abbildung 2.2 Ausmessen eines Ereignisses in synchronen intra- und extrazelluldren
Ableitungen; A;, = 6.05mV, At;, = 1.50mV, A., = 0.18 mV, At., = 1.47mV. Mit
Ausnahme der Umkehrpotentialbestimmung wurden die Amplituden als Maximum-
Minimum-Abstand gemessen. Aktionspotentialentladungen gehen nicht in die Aus-
wertung ein.

DUNNETT fiir den Vergleich mehrerer Interventionsgruppen gegen genau eine Kontroll-
gruppe) eingesetzt, um eine a-Fehler-Kumulierung zu vermeiden. Fiir die einfachen
Varianzanalysen sind fiir das Signifikanzniveau P-Werte, fiir die Nachtestverfahren die
95-Prozent-Konfidenzintervalle angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 Prozent
fiir alle Untersuchungen festgelegt (P < 0.05). Testergebnisse mit P < 0.05 sind in
Abbildungen durch einen Stern (*) gekennzeichnet.



3 Ergebnisse

Blockiert man in in vitro Experimenten an Gehirnschnittpriaparaten von Saugetieren die
glutamaterge synaptische Transmission durch D-AP5 (NMDA-Rezeptoren) und CNQX
(AMPA /Kainat-Rezeptoren) und appliziert den K-Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-
AP), kann mittels Feldpotentialmessungen und/oder intrazellularen Ableitungen eine
synchronisierte neuronale Aktivitdt beobachtet werden (THESLEFF, 1980; RUTECKI et al.,
1987; YANG und BENARDO, 2002). Diese Aktivitat lasst sich auch in der Grofshirnrinde
erzeugen und breitet sich vom Zentrum ihrer Enstehung wellenhaft iiber den gesamten
Neocortex aus (ARAM et al., 1991; BENARDO, 1997; DEFAZIO und HABLITZ, 2005;
BANDYOPADHYAY et al., 2006). Sie ist synaptischen Ursprungs und wird durch GABA -
Rezeptoren vermittelt (ARAM et al., 1991; AVOLI et al., 1994). Diese Ereignisse werden
im Folgenden als » GABA-Wellen« bezeichnet.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese GABA-Wellen an Wildtyp-, CX36KO- und
Cx45KO-M&ausen untersucht. Die Ergebnisse werden in zwei Abschnitten dargestellt:
Abschnitt 3.1 beschreibt den Zeitverlauf der GABA-Wellen sowie die Korrelation zwischen
extrazellulér registrierter Netzwerkaktivitat und rhythmischer Aktivitdt in einem einzelnen
Neuron. In Abschnitt 3.2 wird die Entwicklung der GABA-Wellen in langdauernden
Feldpotentialmessungen (170 Minuten) und ihre pharmakologische Beeinflussbarkeit
durch Gap Junction Blocker beschrieben.

3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der
GABA-Wellen

Zur Charakterisierung der GABA-Wellen wurden simultan Einzelzellmessungen und

Feldpotentialregistrierungen an Gehirnschnittpriaparaten des frontalen Cortex von Mausen
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(P16-P30) mit unterschiedlichem Genotyp durchgefiihrt. Die abgeleiteten Neurone der Ge-
notypen Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO wurden morphologisch und elektrophysiologisch
klassifiziert. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf supra- und infragranuldren Pyramidenzel-
len. Im Anschluss wurde die durch 4-AP induzierte, synchronisierte neocorticale Aktivitat

tber einen Zeitraum von 30 Minuten untersucht.

3.1.1 Beschreibung der untersuchten Neuronenpopulation

Es wurden 94 Neurone der Schichten II bis V aller drei Genotypen intrazelluldr abgeleitet
und nach morphologischen und elektrophysiologischen Kriterien klassifiziert (McCoOR-
MICK et al., 1985). Die Charakterisierung der Zellen ergab eine Aufteilung in folgende
Untergruppen:

e Supragranuldre Pyramidenzellen, reguldres Entladungsverhalten (PyrRS supra.)
e Infragranulidre Pyramidenzellen, regulires Entladungsverhalten (PyrRS infra.)

e Interneurone, alle Subtypen, Schichten II bis V

Die Gruppe der Interneurone war somit sehr heterogen, so dass ihre Subtypen nicht fiir
Gruppenvergleiche herangezogen wurden. Von den abgeleiteten Pyramidenzellen wurden
vier als sog. »bursting pyramidal cells« identifiziert. Bei iiberschwelliger Depolarisation
traten in diesen Neuronen zu Beginn des Strompulses kurze, hochfrequente Aktionspo-
tentialentladungen (»bursts«) auf. Dieser Neurontyp kommt selten vor und wurde daher

keiner der genannten Gruppen zugeordnet.

3.1.1.1 Die Neuronencharakterisierung am Beispiel einzelner Zellen

Fiir jedes untersuchte Neuron wurden zur Charakterisierung neben dem Eingangswi-
derstand die Parameter Entladungsverhalten, DIC-Infrarotbild und Strom-Spannungs-
Beziehung ermittelt. Die Abbildungen 3.1 (supragranulidre Pyramidenzelle, Schicht 11,
Cx36KO), 3.2 (infragranuldre Pyramidenzelle, Schicht V, Cx45KO) und 3.3 (reguldr
entladendes Interneuron, Schicht IV, Cx36KO) zeigen diese Parameter exemplarisch fiir
je ein Neuron aus den drei genannten Neuronenklassen. Im Vergleich der Abbildungen
3.1a/3.2a mit den Abbildungen 3.1b/3.2b (Entladungsverhalten) sowie 3.1d und 3.2d
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Abbildung 3.1 (a)-(d): Charakterisierung einer supragranuléren Pyramidenzelle, Schicht
III, Cx36KO; RMP : -70.9mV, Ry : 73.55 MQ, 7 : 20.45ms. (c) Die Pfeilspitzen (»>«)
kennzeichnen einen weiteren Neuriten (Axon oder Dendrit), der Richtung Pia mater

(oberer Bildrand) verlduft.
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(¢) Zellsoma »zs« und apikaler Dendrit »d« im  (d) Strom-Spannungs-Beziehung, rot: initiale Pha-
DIC-Infrarotbild. se, blau: steady state.

Abbildung 3.2 (a)-(d): Charakterisierung einer infragranuldren Pyramidenzelle, Schicht
V, Cx45KO; RMP : -66.4mV, Ry : 49.61 MQ, 7 : 14.85ms. (¢): Die Pfeilspitzen (»>«)
kennzeichnen einen weiteren Dendriten, der Richtung Pia mater (oberer Bildrand) verlguft.
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(c) Zellsoma »zs« im DIC-Infrarotbild. (d) Strom-Spannungs-Beziehung, rot: initiale Pha-

se, blau: steady state.

Abbildung 3.3 (a)-(d): Reguldr entladendes Interneuron, Schicht IV, Cx36KO.
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(Strom-Spannungs-Beziehung) wird deutlich, wie sich supra- und infragranulére Pyrami-
denzellen in ihren elektrophysiologischen Charakteristika dhnelten. Morphologisch wiesen
beide Zellen (vgl. Abb. 3.1c und 3.2¢) das typische, pyramidenformige Zellsoma (zs) sowie
den kriftigen Stamm des apikalen Dendritenbaumes (d) auf, der Richtung Pia mater
(oberer Bildrand) verlauft. Es zeigte sich auferdem, dass infragranulire Pyramidenzellen

deutlich grofer waren als supragranuldre Pyramidenzellen.

Am Beispiel eines regulir entladenden Interneurons (s. Abb. 3.3) werden typische
Unterschiede zwischen Interneuronen und Pyramidenzellen deutlich. Morphologisch fallt
in Abbildung 3.3c das Fehlen des apikalen Dendritenbaumes auf; der sichtbare Dendrit
ist nicht, wie bei Pyramidenzellen iiblich (s. Abb. 3.1c und 3.2¢) zur Cortexoberfliche
(oberer Bildrand) orientiert. Elektrophysiologisch erkennt man hinsichtlich des Entla-
dungsverhaltens die fiir einige Interneurone typische schnelle Nachhyperpolarisation
nach dem Aktionspotential (Abbildung 3.3a, oberer Pfeil). Aufierdem zeigte sich eine
im Vergleich insgesamt hohere Aktionspotentialfrequenz bei gleichen Reizstromstérken
sowie eine Abnahme von Amplitude und Frequenz der Aktionspotentiale mit der Zeit
(s. Abb. 3.3a, unterer Pfeil). In Abbildung 3.3b erkennt man, wie durch den grofiten
hyperpolarisierenden Strompuls in der Spannungsantwort zunéchst ein negatives Maximum
entstand, das mit der Zeit auf ein positiveres, neues Gleichgewicht abfiel. Dieser Abfall
wird als »Sag« bezeichnet (STAFSTROM et al., 1984). Seine Ursache ist ein langsam
aktivierender und einwértsgleichrichtender Kationenstrom (H- oder Q-Strom), der durch
die Hyperpolarisation des Membranpotentials angeregt wird (CONSTANTI und GALVAN,
1983). Dieser »Sag« war bei Interneuronen des Neocortex deutlich langer und stéarker

ausgepragt als bei Pyramidenzellen (zum Vergleich s. Abb. 3.1b und 3.2b).

3.1.1.2 Betrachtung der untersuchten Neuronenpopulation insgesamt

Die Tabelle 3.1 zeigt die Anzahl n, das Alter (Tage P postnatal) sowie die erhobenen
elektrophysiologischen Parameter Ruhemembranptential (RM P), Eingangswiderstand
(Ry) und somatische Membranzeitkonstante (7) der drei Neuronenklassen in den Ge-
notypen Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO. Genotypiibergreifend wurden insgesamt 46
supragranuldre Pyramidenzellen mit regularem Entladungsverhalten abgeleitet. Das RM P
lag bei —68+0.65mV, Ry bei 132+6.6 MQ, 7 bei 26+1.1 ms und das Alter bei P2240.46
Tagen. Die Gesamtzahl infragranuldrer Pyramidenzellen betrug 25, das RM P lag bei
—66 =+ 0.54mV, fiir Ry ergaben sich 113 & 9.0 MQ, fiir 7 23 £ 1.4ms, fir das Alter
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Genotyp Parameter PyrRS supra. PyrRS infra. Interneurone
Wildtyp n 18 9 4
RMP [mV] —68+1.1 —65£0.78 —744+3.2
Ry [MQ] 127+£7.7 105+ 19 147+ 31
7 [ms] 25+1.5 23+£2.2 16 +5.8
Alter |P] 20+0.47 22+0.7 21+£0.95
Cx36KO n 20 7 8
RMP |mV| —69+0.81 —66+1.3 —67+1.2
Ry [MQ] 118+ 11 131+£9.0 107+ 24
7 |ms] 23+1.6 26 +3.3 24+3.5
Alter [P| 24+0.64 24+£0.92 22+1.0
Cx45KO n 8 9 7
RMP |mV| —67+1.9 —66 £0.91 —68+1.5
Ry [MQ] 179 £12 107£15 162 £ 26
7 |ms] 31+5.9 21+2.1 24+3.7
Alter |P] 22+1.2 23+1.4 21+£1.7

Tabelle 3.1 Charakterisierung der Neuronenpopulation: Wildtyp, CX36KO, Cx45KO. n :

Anzahl, RMP : Ruhemembranpotential, Ry : Eingangswiderstand, 7
Membranzeitkonstante, P : Tage postnatal.

: somatische
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P23+0.61 Tage. Insgesamt wurden 19 Interneurone abgeleitet. Hierunter befanden sich 13
Interneurone mit reguldrem Entladungsverhalten (regular spikig non-pyramidal neurons),
vier Interneurone mit verzogertem Entladungsverhalten (late spiking interneurons), zwei
schnell entladende Interneurone (fast spiking interneurons) und ein Interneuron mit
niedrigschwelligem Entladungsverhalten (low threshold spiking interneuron) (McCORMICK
et al., 1985). In der Interneuron-Gruppe lag das RM P bei —69 £+ 1.2mV, fiir Ry ergaben
sich 136 + 15 MQ und fiir 7 23+ 2.3 ms. Das Alter der Schnittpréparate lag bei P22 +0.77
Tagen.

3.1.2 Der Zeitverlauf der GABA-Wellen

Zunichst sollte der typische Zeitverlauf der GABA-Wellen in intra- und extrazelluldren
Ableitungen beschrieben werden. Dies geschah anhand von 31 langdauernden Feldpotential-
ableitungen sowie 100 simultanen intra- und extrazelluldren Ableitungen iiber 30 Minuten.
In allen drei untersuchten Genotypen waren in sdmtlichen Messungen GABA-Wellen zu
beobachten, wobei jedes derartige Ereignis durch seine Amplitude A und seine Dauer
At definiert war. Sowohl intra- als auch extrazellularen Ereignissen folgten gelegentlich
kleinere Nachpotentiale, was vor allem bei GABA-Wellen groferer Amplitude der Fall
war und de- wie hyperpolarisierende Ereignisse gleichermafsen betraf. Die GABA-Wellen
traten mit unterschiedlicher Polaritiat auf, wobei zwischen intra- und extrazelluldren

Ableitungen unterschieden werden musste.

3.1.2.1 Die Polaritat der GABA-Wellen in intrazellularen Ableitungen

In intrazelluldren Ableitungen konnten drei grundlegende Zeitverlaufe von GABA-Wellen

identifiziert werden:

e GABA-Wellen mit rein depolarisierender Komponente
o GABA-Wellen mit rein hyperpolarisierender Komponente

e GABA-Wellen mit depolarisierender und hyperpolarisierender Komponente
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Eine GABA-Welle galt als beendet, sobald sich das Ruhemembranpotential wieder
eingestellt hatte. Abbildung 3.4 zeigt représentative intrazellulére Zeitverlaufe von GABA-
Wellen aus simultan abgeleiteten intra- und extrazelluliren Messungen an neocorticalen
Neuronen. In intrazelluldren Ableitungen war die Polaritdt der GABA-Wellen eine Funk-
tion des Membranpotentials zum Zeitpunkt ihrer Entstehung. Dies bedeutet, negativere
Membranpotentiale fiihrten zu depolarisierenden (s. Abb. 3.4a und 3.4b), positivere
Membranpotentiale zu hyperpolarisierenden Ereignissen (s. Abb. 3.4d). Bei bestimmten
Werten fiir das Membranpotential konnten GABA-Wellen mit positiver und negativer
Komponente registriert werden (s. Abb. 3.4c). Somit existierte fiir die GABA-Wellen
ein Umkehrpotential, auf das in Abschnitt 3.1.2.3 nédher eingegangen wird. Ferner ist zu
beachten, dass in Abbildung 3.4b fiir den intrazellular applizierten Strompuls ein Korrelat
in der intrazellularen Ableitung, nicht aber in der extrazelluliren Ableitung existierte.
Dies zeigt, dass es sich bei der Feldpotentialableitung tatséchlich um eine Messung des
Summenpotentials einer Vielzahl von Neuronen handelte. In Bezug auf die Korrelation von
Aktionspotentialentadung und GABA-Wellen konnten drei verschiedene Konstellationen

unterschieden werden:

e Aktionspotentialentladung im Verlauf der GABA-Wellen
e Sporadische ektope Aktionspotentialentladungen ohne Bezug zu GABA-Wellen
e Dauerentladungen ektoper Aktionspotentiale ohne Bezug zu GABA-Wellen

Aktionspotentialentladungen wéhrend der GABA-Wellen traten héufig auf und entstanden
nicht nur aus depolarisierenden, sondern auch aus hyperpolarisierenden Ereignissen (s.
Abb. 3.4d). Sporadische ektope Aktionspotentialentladungen ohne Bezug zu GABA-Wellen
konnten ebenfalls hidufig beobachtet werden; sie wurden bereits von anderen Arbeits-
gruppen ausfiihrlich beschrieben (KEROS und HABLITZ, 2005). Ektope Aktionspotential-
Dauerentladungen ohne Bezug zu GABA-Wellen stellten hingegen ein seltenes Ereignis
dar. Auf eine mehrfach reversible, spontane Dauerentladung einzelner Neurone unter

4-AP wird in Abschnitt 3.1.2.4 ndher eingegangen.

3.1.2.2 Die Polaritat der GABA-Wellen in extrazelluliren Ableitungen

In Feldpotentialableitungen zeigten sich die GABA-Wellen als spontane, synchronisier-
te Spannungsabweichungen, deren Polaritdt durch die tempordre Stromquellen- und

Stromsenkenverteilung im Extrazelluldrraum bestimmt wurde. Diese beruhte auf der
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Abbildung 3.5 (a)-(f): Typische Zeitverldufe von GABA-Wellen in neocorticalen Feldpotential-
ableitungen. (b)-(f): Pfeile: Populations-Spikes. (e)-(f): »np«: Nachpotentiale.
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synaptischen Aktivitiit in einer Vielzahl von Neuronen. Uber lange Messzeitraume wurden
auferdem charakteristische Verdnderungen der Zeitverlaufe als Ausdruck einer Umstruk-
turierung im GABAergen neocorticalen Netzwerk registriert. Auf sie wird in Abschnitt
3.2.1 im Rahmen der Analyse der langdauernden Feldpotentialmessungen eingegangen.
Aus extrazelluldren Ableitungen im Hippocampus (CA1) ist bekannt, dass die Aktionspo-
tentialaktivitat einer Zellpopulation in der Feldpotentialmessung als » Polulations-Spike«
(population spike) registriert werden kann (BUCKLE und HaAs, 1982). Solche Populations-
Spikes waren sowohl in den simultan als auch einzeln abgeleiteten Feldpotentialen dieser
Arbeit nachweisbar. Abbildung 3.5 zeigt Beispiele fiir typische Zeitverlaufe extrazellular
abgeleiteter GABA-Wellen; die Pfeile markieren jeweils Populations-Spikes.

3.1.2.3 Das Umkehrpotential der GABA-Wellen

In intrazelluldren Ableitungen lieken sich fiir positivere Ausgangsmembranpotentiale
hyperpolarisierende, fiir negativere Ausgangsmembranpotentiale depolarisierende GABA-
Wellen beobachten. Dieser Effekt trat auch auf, wenn das RM P im Current-Clamp-
Modus manipuliert und iiber positive oder negative intrazelluldre Strominjektion auf neue
Membranpotentiale eingestellt wurde. Beispiele fiir Zeitverldufe von GABA-Wellen auf
unterschiedlich »geklemmten« Membranpotentialen im selben Neuron sind in Abbildung
3.6 dargestellt. Hinsichtlich der Amplitudengréfen der GABA-Wellen ergab sich, dass
diese eine lineare Funktion des Membranpotentials der Form y = a+ bz 4+ u zum Zeitpunkt
der Entstehung der GABA-Wellen waren. Die GABA-Wellen verfiigten also iiber ein
Umkehrpotential, das bestimmt werden sollte. In Abbildung 3.6 ist aufterdem zu erkennen,
wie auch aus hyperpolarisierenden GABA-Wellen Entladungen entstehen kénnen (»hs,
3.6b). Entladungen wahrend der GABA-Wellen gehen mit Populations-Spikes in der
simultan abgeleiteten Feldpotentialmessung einher (s. Abb. 3.6b, 3.6¢, 3.6d; Pfeile).

Zur Bestimmung des Umkehrpotentials der GABA-Wellen wurden 1948 GABA-Wellen
aus 48 Neuronen ausgewertet, die innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission entstanden waren.
Wurden fiir jeden Genotyp (Wildtyp, Cx36KO, und Cx45KO0) alle Neuronenklassen
zusammengefasst betrachtet, ergab dies fiir den Wildtyp ein Umkehrpotential von
—744+1.6 mV, fiir den Cx36KO von —74£0.91 mV und fiir den Cx45KO von —714+2.4mV.
In der Varianzanalyse mit dem Nachtestverfahren nach BONFERRONI ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen (95 %-KI: fiir Wildtyp vs.
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Abbildung 3.6 (a)-(d): Beispiele fiir GABA-Wellen zur Bestimmung des Umkehrpotentials im
selben Neuron (Pyramidenzelle, Schicht II/III, Cx36KO), 10-20 Minuten nach Substanzappli-
kation. (b): »hs«: Entladungen, die aus der Hyperpolarisation entstanden. (b)-(d): Pfeile:
Aktionspotentiale simultan zum Populations-Spike in der Feldpotentialableitung.
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Abbildung 3.7 Regressionsgerade und 99-Prozent-Konfidenzband fiir das Umkehrpotential
(—73.40 £ 0.83mV) von 1948 GABA-Wellen (48 Neurone; Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO).
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Cx36KO —4.232 bis 5.198, fiir Wildtyp vs. Cx45KO —8.481 bis 3.089 und fiir Cx36KO
vs. Cx45KO —8.652 bis 2.294). Wurde das Umkehrpotential einzelner Neuronenklassen
(supragranuldre Pyramidenzellen (PyrRS supra.), infragranulére Pyramidenzellen (PyrRS
infra.), Interneurone) genotypiibergreifend verglichen, so ergab sich fiir GABA-Wellen in su-
pragranuldren Pyramidenzellen ein Umkehrpotential von —75+1.1mV, in infragranuldren
Pyramidenzellen von —73+1.1mV und in der Gruppe der Interneurone von —71+1.9mV.
Hier zeigte sich in der Varianzanalyse mit dem Nachtestverfahren nach BONFERRONT kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Neuronenklassen (95 %-KI:
PyrRS supra. vs. PyrRS infra. —7.091 bis 3.076, PyrRS supra. vs. Interneurone —9.437
bis 0.07328 und PyrRS infra. vs. Interneurone —8.066 bis 2.717).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden zur Bestimmung des Umkehrpotentials insgesamt
die Messungen aus den verschiedenen Neuronenklassen (PyrRS supra., PyrRS infra. und
Interneurone) sowie Genotypen (Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO) zusammengefasst
ausgewertet. Hiernach lag das zell- und genotypiibergreifende Umkehrpotential der
GABA-Wellen bei —73.40 + 0.83mV. Abbildung 3.7 zeigt die 1948 Datenpunkte mit
der zugehorigen linearen Regressionsgerade und dem 99-Prozent-Konfidenzband. Die
Steigung der Regressionsgeraden (—0.5349 £+ 0.01263) war signifikant von Null verschieden
(P < 0.0001), der Korrelationskoeffizient  nach PEARSON betrug —0.6925.

3.1.2.4 Mehrfach reversible Dauerentladungen neocorticaler Neurone unter

4- Aminopyridin

Innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von 4-AP und Blockade der glutamatergen
synaptischen Transmission liefsen sich neben GABA-Wellen auch ektope Aktionspotentiale
identifizieren, die spontan aus dem Membranpotential generiert wurden und keinen Bezug
zu GABA-Wellen hatten. Diese waren von Aktionspotentialen zu unterscheiden, die
wahrend der GABA-Wellen auftraten und sowohl aus der Depolarisation als auch aus
der Hyperpolarisation enstehen konnten (Beispiele s. Abb. 3.6b, 3.6¢ und 3.6d). In der
Regel handelte es sich bei ektopen Aktionspotentialen um sporadische Einzelereignisse
oder kurze Entladungen (bursts), deren Ursache vermutlich eine generelle Absenkung der

Erregungsschwelle in Neuronen durch 4-AP ist (KEROS und HABLITZ, 2005).

In der vorliegenden Arbeit allerdings konnten dariiber hinaus sechs Neurone abgeleitet

werden, die neben der Entstehung von GABA-Wellen auch eine — nach Aus- und wieder
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Abbildung 3.8 (a)-(e): Reversibles ektopes Entladungsverhalten unter 4-AP, FS-Interneuron,
Schicht IT, Wildtyp. Beachtenswert in technischer Hinsicht ist die in (¢) erkennbare Abnahme
der Frequenz des Aktionspotentialkorrelats in der Feldpotentialableitung bei Zunahme der
intrazelluldren Aktionspotentialfrequenz nach Riickkehr des Neurons auf das RM P. Dieser
Effekt ist durch Filtereinstellungen am Signalverstérker bedingt. (e), Pfeil: Wahrend der
GABA-Welle steigt die Aktionspotentialfrequenz dergestalt, dass es zu einem Kurzschluss der
Aktionspotentiale kommt.
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Einwaschen der applizierten Pharmaka — mehrfach reversible, permanente Entladung
von Aktionspotentialen zeigten. Solche Neurone wurden in jedem der drei Genotypen
identifiziert (3 x Wildtyp, 2 x Cx45KO und 1 x Cx36KO). Es handelte sich um
vier Pyramidenzellen mit reguldrem und um eine Pyramidenzelle mit »burst«-artigem
Entladungsverhalten (bursting pyramidal neuron, IB-Neuron) aus sowohl supragranuléren
(n = 2) wie infragranuldren (n = 3) neocorticalen Schichten. Auferdem zeigte ein
FS-Interneuron (fast spiking interneuron) der Schicht II dieses Entladungsverhalten.
Exemplarisch ist dieses mehrfach reversible, spontane Entladungsverhalten in Abbildung
3.8 dargestellt: Unter Einfluss von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen
Transmission entstanden sowohl GABA-Wellen, die in ihrem Zeitverlauf von Aktions-
potentialen begleitet wurden, als auch eine andauernde, ektope Dauerentladung von
Aktionspotentialen ohne Bezug zu GABA-Wellen. Eine Hyperpolarisation der Zelle auf
—90mV im Current-Clamp Modus fiihrte nicht zu einem Sistieren der Aktivitét; lediglich
eine Reduktion der Frequenz der Aktionspotentiale konnte beobachtet werden (s. Abb.
3.8¢). Diese Dauerentladungen waren mehrfach reversibel: nach Auswaschen von 4-AP,
CNQX und D-AP5 kamen sowohl die GABA-Wellen als auch die ektopen Aktionspotentiale
zum Erliegen (s. Abb. 3.8d); erneutes Ein- und Auswaschen fiithrten wiederum zu Auf-
und Abklingen beider Aktivitdtsmuster (s. Abb. 3.8e).

3.1.3 Analyse der GABA-Wellen in simultanen intra- und
extrazelluliren Ableitungen verschiedener Genotypen

3.1.3.1 Entwicklung der Frequenz der GABA-Wellen iiber 30 Minuten

Zunéachst wurde untersucht, inwiefern sich die Frequenz der GABA-Wellen zwischen den
drei untersuchten Genotypen zelltypilibergreifend unterschied. Hierzu wurden iiber 30
Minuten simultane intra- und extrazelluldren Ableitungen nach Applikation von 4-AP
und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission durchgefiihrt. Sowohl in der
Kontrollgruppe (Wildtyp, n = 33) als auch im Cx36KO (n = 35) und im Cx45KO (n = 26)
traten GABA-Wellen auf. In jedem der untersuchten Genotypen wurde intrazellulér eine
hohere Frequenz an Ereignissen registriert als extrazelluldr. Abbildung 3.9 zeigt die
durchschnittliche Frequenz der GABA-Wellen in Messzeitblocken von jeweils 10 Minuten
in Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO. Innerhalb des 30-miniitigen Messzeitraumes stieg

und fiel die Frequenz der GABA-Wellen also sowohl intra- als auch extrazelluldr in
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Abbildung 3.9 Entwicklung der Frequenz der GABA-Wellen iiber 30 min in Wildtyp, Cx36KO
und Cx45K0. Simultan abgeleitete intra- und extrazelluldre Messungen aus 94 Gehirnschnitt-
praparaten.
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Abbildung 3.10 (a)-(c): Parameter der GABA-Wellen in den intrazelluldren Ableitungen von
Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO innerhalb von 30 Minuten. Fiir Frequenz und Dauer der
GABA-Welle fanden sich fiir den Cx36KO statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich
zum Wildtyp.

charakteristischer Weise: es zeigte sich ein Anstieg von 0-10 Minuten, ein Maximum
bei 10-20 Minuten und ein Abfall bei 20-30 Minuten. Dieser An- und Abstieg ensprach
dem Verlauf, der auch in Abschnitt 3.2.1 fiir die langdauernden Feldpotentialableitungen

beobachtet werden konnte.

3.1.3.2 Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen in

intrazelluliren Messungen

Weiterhin wurde betrachtet, inwieweit sich die Frequenz, Amplitude und Dauer der
GABA-Wellen, die innerhalb von 30 Minuten nach Messbeginn intrazellular auftraten,

zwischen den verschiedenen Genotypen unterschieden. Die Ergebnisse dieser Messungen



3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der GABA-Wellen 61

sind in Abbildung 3.10 dargestellt. Die Frequenz der GABA-Wellen betrug im Wildtyp
(n = 33) 1.2 £ 0.076 min~!, im Cx36KO (n = 35) 1.6 £ 0.076 min—! und im Cx45KO
(n = 26) 1.3 + 0.066 min~!. Fiir den Cx36KO ergab sich somit in der Varianzanalyse
(ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach DUNNETT eine statistisch signifikant hohere
Frequenz im Vergleich zum Wildtyp (95 %-KI: —0.5770 bis —0.1242). Der Unterschied
der Frequenz zwischen Wildtyp und Cx45KO war hingegen statistisch nicht signifikant
(95 %-KI: —0.3035 bis 0.1858). Die Amplitude betrug in der Kontrollgruppe 5.04+0.22mV,
im Cx36KO 4.9 + 0.26 mV und im Cx45KO 5.8 £+ 0.38 mV. Hier fanden sich weder
im Vergleich von Wildtyp mit dem Cx36KO (95 %-KI: —0.8404 bis 0.8704), noch im
Vergleich von Wildtyp und Cx45KO statistisch signifikante Unterschiede (95 %-KI: —1.815
bis 0.03430). Die Dauer der GABA-Wellen betrug in der Kontrollgruppe 3.8 £ 0.34s, im
Cx36KO0O 2.4 £0.20s und im Cx45KO0O 3.2 4+ 0.31s. Sie war hierbei im Cx36KO statistisch
signifikant niedriger als im Wildtyp (95 %-KI: 0.5248 bis 2.271), der Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und dem Cx45KO war statistisch nicht signifikant (95 %-KI: —0.3369
bis 1.550).

3.1.3.3 Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen in

extrazelluliren Messungen

Analog zu Abschnitt 3.1.3.2 wurde betrachtet, inwieweit sich die Freuenz, Amplitude und
Dauer der GABA-Wellen, die innerhalb von 30 Minuten nach Messbeginn extrazellulér
auftraten, zwischen den untersuchten Genotypen unterschieden. Die Ergebnisse dieser
Messungen sind in Abbildung 3.11 dargestellt. Die Frequenz der GABA-Wellen betrug
im Wildtyp (n = 33) 0.92 £ 0.043min"!, im Cx36KO (n = 35) 1.2 4+ 0.052min~! und
im Cx45KO (n = 26) 0.92 £ 0.051 min~—!. Somit lag die Frequenz in den extrazelluliren
Ableitungen in allen drei Genotypen niedriger als in den intrazelluldren Messungen. Auch
fiir die extrazellularen Messungen ergab sich fiir den Cx36KO in der Varianzanalyse
(ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach DUNNETT eine statistisch signifikant hohere
Frequenz verglichen mit dem Wildtyp (95 %-KI: —0.4014 bis —0.1016). Wie auch bei den
intrazellularen Messungen war der Unterschied der Frequenzen zwischen Wildtyp und
Cx45KO statistisch nicht signifikant (95 %-KI: —0.1629 bis 0.1611). Auch die extrazellular
abgeleitete Amplitude war in allen drei Genotypen niedriger als die intrazelluédr abgeleitete.
Sie betrug in der Kontrollgruppe 1.5 + 0.073mV, im Cx36KO 1.3 + 0.031 mV und im
Cx45KO 1.4 £+ 0.058 mV. Hier fand sich beim Vergleich von Wildtyp und Cx36KO
ein statistisch signifikanter Unterschied (95 %-KI: 0.02989 bis 0.3719). Im Vergleich
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Abbildung 3.11 Parameter der GABA-Wellen in den extrazelluldren Ableitungen von Wildtyp,
Cx36KO und Cx45KO innerhalb von 30 Minuten. Fiir Frequenz und Amplitude der GABA-
Wellen fanden sich im Cx36KO statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp.
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von Wildtyp und Cx45KO zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (95 %-
KI: —0.1215 bis 0.2482). Die Dauer der GABA-Wellen betrug in der Kontrollgruppe
0.12 + 0.0069s, im Cx36KO 0.11 £ 0.0056s und im Cx45KO 0.12 + 0.0066s. Hier
gab es weder zwischen Wildtyp und Cx36KO (95 %-KI: —0.01381 bis 0.02514), noch
zwischen Wildtyp und Cx45KO statistisch signifikante Unterschiede (95 %-KI: —0.01772
bis 0.02437).

3.1.3.4 Vergleich der GABA-Wellen zwischen verschiedenen Zelltypen im
Wildtyp

Es sollte nun untersucht werden, ob sich innerhalb der Kontrollgruppe (Wildtyp) im
Zeitraum von 30 Minuten nach Applikation von 4-AP und Blockade der glutamater-
gen synaptischen Transmission ein Unterschied in Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen den verschiedenen Zellpopulationen ergab. Hierzu wurden
folgende Populationen betrachtet: 1. supragranuldre Pyramidenzellen, 2. infragranuldre
Pyramidenzellen und 3. Interneurone. Der Vergleich wurde anhand 18 supragranulérer
Pyramidenzellen (reguldres Entladungsverhalten, PyrRS supra.), 9 infragranuldrer Pyrami-
denzellen (reguldres Entladungsverhalten, PyrRS inra.) und 4 Interneuronen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Bei den supragranuldren Pyramiden-
zellen fand sich eine nahezu identische Frequenz der GABA-Wellen (1.3 + 0.12min"!)
wie bei den infragranuliren Pyramidenzellen (1.3 £ 0.11min~!). Die Frequenz in den
Interneuronen lag niedriger, bei 0.97 + 0.12min~'. Ebenfalls dhnliche Werte fanden sich
fiir die Amplituden bei supragranuliren (4.8 + 0.35mV) und infragranuliren Pyrami-
denzellen (4.8 £ 0.19mV). In den Interneuronen lag diese mit 6.1 + 0.68 mV hoher.
Auch die Dauer war bei Interneuronen langer (5.3 4+ 1.3s) als bei supragranuliren
(3.7 £ 0.458) oder infragranuliren Pyramidenzellen (3.2 £ 0.61s). Hierbei fand sich in der
Varianzanalyse (einfache ANOVA) allerdings kein signifikanter Unterschied fiir Frequenz
(P = 0.4282), Amplitude (P = 0.1897) oder Dauer der GABA-Wellen (P = 0.2134). Auch
im BONFERRONI-Nachtestverfahren ergab der Vergleich der einzelnen Neuronengruppen
untereinander (PyrRS supra. vs. PyrRS infra., PyrRS supra. vs. Interneurone und PyrRS
infra. vs. Interneurone) weder fir Frequenz (95 %-KI: —0.5178 bis 0.4122 bzw. —0.3379
bis 0.9213 und —0.3400 bis 1.029), noch fiir Amplitude (95 %-KI: —1.360 bis 1.269 bzw.
—3.066 bis 0.4933 und —3.176 bis 0.6939) oder Dauer (95 %-KI: —1.583 bis 2.527 bzw.
—4.436 bis 1.129 und —5.150 bis 0.8994) einen statistisch signifikanten Unterschied.
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Abbildung 3.12 Vergleich der GABA-Wellen zwischen supragranuliren Pyramidenzellen, infra-
granuldren Pyramidenzellen und der Interneuron-Gruppe innerhalb von 30 Minuten im Wildtyp.
Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellpopulationen.
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Abbildung 3.13 Supragranulidre Pyramidenzellen: Kontrolle vs. Cx36KO. Die GABA-Wellen
waren im Cx36KO durch eine statistisch signifikant héhere Frequenz im Vergleich zu den
supragranulidren Pyramidenzellen im Wildtyp gekennzeichnet.

3.1.3.5 Cx36KO0O und Cx45KO0O wvs. Wildtyp: supragranulire Pyramidenzellen

Nun sollte betrachtet werden, inwiefern sich GABA-Wellen, die in supragranuldren
Pyramidenzellen auftraten, unterschieden, wenn sie in verschiedenen Genotypen abgeleitet

wurden.

Cx36KO wvs. Wildtyp Es wurde iiberpriift, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen in supragranuldren Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (Wildtyp,
n = 18) von derjenigen im Cx36KO (n = 20) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation
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von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Die
grafische Darstellung findet sich in Abbildung 3.13. Die Frequenz war in der Kontrollgruppe
mit 1.3 + 0.12min"! in der Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach
DUNNETT signifikant niedriger als im Cx36KO mit 1.8 + 0.097 min~! (95 %-KI: —0.8956
bis —0.2000). Die Amplituden (Kontrolle: 4.8 + 0.34mV, Cx36KO: 4.6 £+ 0.28mV)
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (95 %-KI: —0.8732 bis 1.225). Auch
fiir die Dauer der GABA-Wellen (Kontrolle: 3.7 4+ 0.45s, Cx36KO: 2.6 £ 0.31s) ergab sich
kein statistisch signifikanter Unterschied (95 %-KI: —0.07878 bis 2.289).

Cx45KO0 wvs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dau-
er der GABA-Wellen zwischen supragranuldren Pyramidenzellen der Kontrollgruppe
(Wildtyp, n = 18) von derjenigen im Cx45KO (n = 8) innerhalb von 30 Minuten
nach Applikation von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission
unterschieden. Hierbei ergaben sich in der Varianzalanyse (ANOVA) im Nachtestverfahren
nach DUNNETT keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz der GABA-
Wellen betrug 1.3 £ 0.12min~! im Wildtyp, verglichen mit 1.4 + 0.15min~! im Cx45KO
(95 %-KI: —0.6132 bis 0.2966). Fiir die Amplitude fand sich ein Wert von 4.8 £ 0.35 mV
in der Kontrollgruppe gegeniiber 5.8 + 0.59mV im Cx45KO (95 %-KI: —2.331 bis 0.4134).
Die Dauer betrug in der Kontrollgruppe 3.7 £ 0.45s, im Cx45KO 3.8 £ 0.42s (95 %-KI:
—1.664 bis 1.433).

3.1.3.6 Cx36KO und Cx45KO0O wvs. Wildtyp: infragranuldre Pyramidenzellen

Es wurde weiterhin untersucht, inwiefern sich GABA-Wellen in infragranuldren Pyrami-

denzellen zwischen den untersuchten Genotypen unterschieden.

Cx36KO0O wvs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen infragranuliren Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (Wildtyp,
n = 9) von derjenigen im Cx36KO (n = 7) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Hierbei
ergaben sich in der Varianzanalyse (ANOVA) mit anschliefendem Nachtestverfahren
nach DUNNETT keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz der GABA-
Welle betrug in der Kontrollgruppe 1.3 4+ 0.11min~' im Vergleich zum Cx36KO mit
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1.3 £ 0.085min~! (95%-KI: —0.3197 bis 0.3372). Fiir die Amplitude ergaben sich
4.8 £0.19mV in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 6.1 +0.88mV im Cx36KO (95 %-KI:
—2.976 bis 0.4381). Die Dauer der GABA-Wellen betrug in der Kontrollgruppe 3.2+0.61s
und 2.2 £0.20s im Cx36KO (95 %-KI: —0.6194 bis 2.748).

Cx45KO0 wvs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen infragranuldren Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (n = 9)
von der im Cx45KO (n = 9) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von 4-AP und
Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Wie im Cx36KO
fanden sich auch hierbei in der Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach
DUNNETT keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz der GABA-Wellen
betrug 1.34-0.11 min—! in der Kontrollgruppe verglichen mit 1.340.089 min—! im Cx45KO
(95 %-KI: —0.3306 bis 0.2839). Fiir die Amplitude ergaben sich im Wildtyp 4.8 £0.19mV
gegeniiber dem Cx45KO mit 5.5 £ 0.38mV (95 %-KI: —2.211 bis 0.9824). Die Dauer
betrug in der Kontrollgruppe 3.2 £ 0.61s, im Cx45KO 2.5 £+ 0.46s (95 %-KI: —0.8140 bis
2.336).

3.1.3.7 Cx36KO0O und Cx45KO0 wvs. Wildtyp: Interneurone

Es wurde betrachtet, inwiefern sich die GABA-Wellen in der Interneuron-Gruppe zwischen

den untersuchten Genotypen unterschieden.

Cx36KO0O wvs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen Interneuronen der Kontrollgruppe (Wildtyp, n = 4) von
derjenigen im Cx36-Knockout (n = 8) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Die Varianzanalyse (ANOVA) mit dem
Nachtestverfahren nach DUNNETT ergab statistisch signifikante Unterschiede fiir die
mittlere Dauer der GABA-Wellen. Sie war mit 5.3 +1.3s in der Kontrollgruppe signifikant
langer als im Cx36KO mit 2.0 +0.29s (95 %-KI: 0.6536 bis 6.004). Hingegen zeigten sich
fiir Frequenz und Amplitude keine signifikanten Unterschiede. Die Frequenz betrug in der
Kontrollgruppe 0.97 +0.12min~! im Vergleich zu 1.3+ 0.11min~! im Cx36KO (95 %-KI:
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Abbildung 3.14 Interneuron-Gruppe: Kontrolle vs. Cx36KO. Die Dauer der GABA-Wellen war
im Cx36KO signifikant niedriger als im Wildtyp.
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—0.7811 bis 0.1361). Die Amplitude lag in der Kontrollgruppe bei 6.1 + 0.68 mV, im
Cx36KO bei 4.7 +0.27mV (95 %-KI: —1.548 bis 4.303).

Cx45KO0 wvs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen infragranuldren Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (n = 4)
von derjenigen im Cx45KO (n = 7) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Hierbei
ergaben sich in der Varianzalanyse (ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach DUNNETT
keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz betrug in der Kontrollgruppe
0.97 +0.12min~! im Vergleich zum Cx45KO mit 1.2 4 0.12min~" (95 %-KI: —0.6608 bis
0.2780). Fiir die Amplitude ergab sich im Wildtyp ein Wert von 6.1 + 0.68 mV gegeniiber
dem Cx45KO mit 6.7+ 1.1mV (95 %-KI: —3.606 bis 2.384). Die Dauer lag bei 5.3 £ 1.3 s
im Wildtyp und 3.7 £0.79s im Cx45KO (95 %-KI: —1.064 bis 4.412).

3.2 Die GABA-Wellen in langdauernden
Feldpotentialableitungen

3.2.1 Die Entwicklung der GABA-Wellen im Wildtyp

Die Induktion und Etablierung der GABA-Wellen wurde im Wildtyp iiber einen lingeren
Zeitraum untersucht. Hierzu wurden Feldpotentialableitungen an Gehirnschnittpriparaten
des Wildtyps (n = 3) nach Zugabe von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen
Transmission iiber 170 Minuten ausgewertet. Erfasst wurde die mittlere Auftrittsfrequenz
f, die Amplitude A und die Dauer At der GABA-Wellen. Diese Parameter zeigten
iiber die Zeit charakteristische Verdnderungen, die in den Diagrammen der Abbildung
3.15 dargestellt sind. Die Frequenz betrug iiber die gesamte Messzeit im Mittel 0.73 £
0.058 min~!. Hierbei fiel der Mittelwert der 10-Minuten-Messblocke mit fortschreitender
Zeit ab, und zwar von 1.5 & 0.42min~! bei 10-20 Minuten auf 0.43 + 0.088 min~" bei
160-170 Minuten. Dieser Abfall der 17 Mittelwerte war in der Varianzanalyse (einfache
ANOVA fiir Messwiederholungen) statistisch signifikant (P = 0.0030). Wurde der erste
10-Minuten-Mittelwert in der ANOVA nicht beriicksichtigt (Toleranzzeit von 10 Minuten

von der Applikation der Pharmaka bis zum sicheren Wirkeintritt in der Ableitekammer),
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Abbildung 3.15 (a)-(c): Entwicklung von Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen
in Feldpotentialableitungen des Wildtyps (n = 3) iiber 170 Minuten. Jeder Balken stellt einen
Messzeitraum von 10 Minuten dar (Bins).
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Abbildung 3.16 (a)-(d): Typische Entwicklung von GABA-Wellen im selben Schuittpréparat
(a) nach ca. 5 Minuten, (b) nach ca. 656 Minuten und (c) nach ca. 135 Minuten: deutliche
Zunahme von Amplitude und Dauer. (d): Aufergewohnlich grofe GABA-Welle nach ca.155
Minuten. (b): Pfeil: Populations-Spike. (b) und (c): Nachpotentiale (»np«).
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also nur iiber die Messzeit von 10-170 Minuten ausgewertet, ergab sich ein statistisch
signifikanter Abfall mit niedrigerem P-Wert (P < 0.0001). Fiir beide Félle ergab sich
im Nachtestverfahren ein signifikanter linearer Abwértstrend zwischen den Mittelwerten
der Messzeitraume (Bins) (P < 0.0001). Die mittlere Amplitude der GABA-Wellen iiber
die gesamte Messzeit betrug 0.36 + 0.019 mV. Die mittlere Amplitude stieg dabei von
0.27+0.012mV bei 0-10 Minuten auf 0.46+0.095mV bei 160-170 Minuten. Dieser Anstieg
der 17 Mittelwerte war in der Varianzanalyse (einfache ANOVA fiir Messwiederholungen)
statistisch signifikant (P = 0.0227). Im Nachtestverfahren ergab sich ein signifikanter
linearer Anstiegstrend zwischen den Mittelwerten der Bins (P < 0.0001). Auch fir die
mittlere Dauer war ein Anstieg zu verzeichnen. Sie betrug iiber die gesamte Messzeit
im Mittel 2.8 & 0.14 s und stieg dabei von 1.2 +0.29s bei 0-10 Minuten auf 3.0 £ 0.40s
bei 160-170 Minuten. Dieser Anstieg war in der Varianzanalyse (einfache ANOVA fiir
Messwiederholungen) statistisch nicht signifikant (P = 0.1732), jedoch zeigte sich im
Nachtestverfahren ein signifikanter linearer Anstiegstrend zwischen den Mittelwerten
der Bins (P = 0.0129). Abbildung 3.16 zeigt reprisentative Beispiele fiir GABA-Wellen
in Feldpotentialableitungen zu frithen und spéteren Messzeitpunkten; der Anstieg von

Amplitude und Dauer iiber die Zeit wird deutlich.

3.2.2 Gap Junction Blocker im Wildtyp

Nach Betrachtung der Entwicklung der GABA-Wellen tiber 170 Minuten im Wildtyp wurde
nun untersucht, wie sich Gap Junction Blocker innerhalb dieses Zeitraums auf die GABA-
Wellen auswirken. Hierzu wurden Feldpotentialableitungen neocorticaler Schnittpréaparate
nach der Applikation von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission
tiber 170 Minuten aufgezeichnet. Nach 30 Minuten wurde einer der folgenden Gap Junction
Blocker zur Perfusionslosung gegeben: 1. Carbenoxolon (50 pM), 2. 1-Heptanol (2mM), 3.
Mefloquin (50 pM) und 4. 1-Octanol (2mM). Die Substanzen verblieben fiir 60 Minuten in
diesen Konzentrationen in der Zirkulation, anschlieffend wurden sie ausgewaschen bzw. ein
Auswaschversuch unternommen. Nach Auswaschbeginn wurde die Feldpotentialableitung
fir weitere 80 Minuten aufgezeichnet. Die so erhobenen Messdaten wurden mit der
Entwicklung der GABA-Wellen iiber 170 Minuten ohne Applikation von Gap Junction
Blockern verglichen. Fiir diesen Vergleich sind sowohl fiir die Kontroll- als auch fiir die
Interventionsgruppe die Parameter der GABA-Wellen in jedem 10-miniitigen Messintervall
als prozentualer Anteil vom Durchschnitt der Messwerte des Zeitintervalls 0-30 Minuten

angegeben.
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3.2.2.1 Carbenoxolon

Abbildung 3.17 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpraparaten
der Carbenoxolon-Gruppe (n = 5, 50pM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n =
3). Hierbei zeigte sich in der Carbenoxolon-Gruppe eine Reduktion der Frequenz auf
37.31 4+ 3.194 Prozent im Zeitraum 30-90 Minuten (Beginn Einwaschen bis Beginn
Auswaschen von Carbenoxolon), im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 72.24 + 15.95
Prozent. In der Varianzalanyse (zweifache ANOVA fiir Messwiederholungen) mit dem
Nachtestverfahren nach BONFERRONI war dieser Unterschied statistisch signifikant (95 %-
KI: —61.31 bis —8.541). Nach Auswaschbeginn von Carbenoxolon stieg die Frequenz in
der Interventionsgruppe auf 45.29 + 5.895 Prozent im Vergleich zu 54.38 4= 12.56 Prozent
in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (95 %-KI:
—35.48 bis 17.29). Fiir die Amplituden ergab sich im Zeitraum 30-90 Minuten kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Untersuchungsgruppen (163.7 + 15.65 % in
der Interventionsgruppe vs. 155.9 & 6.511 % in der Kontrollgruppe; 95 %-KI: —29.55 bis
45.14). Allerdings ergab sich bei dem Versuch, Carbenoxolon auszuwaschen, im Zeitraum
90-170 Minuten ein Anstieg der Amplituden auf lediglich 120.4 + 7.99 Prozent in der
Interventionsgruppe im Vergleich zu 177.0 4+ 7.419 Prozent in der Kontrollgruppe. Dieser
Unterschied war statistisch signifikant (95 %-KI: —93.96 bis —19.26). Keinen Einfluss
hatte die Applikation von Carbenoxolon auf die Dauer der GABA-Wellen. Hier zeigte
sich zwischen Interventions- und Kontrollgruppe weder im Zeitraum 30-90 Minuten
(142.4 £ 17.8 % ws. 181.1 4 36.62 %) noch im Zeitraum 90-170 Minuten (109.8 + 7.774 %
vs. 178.1 4+ 38.91 %) ein signifikanter Unterschied (95 %-KI: —110.1 bis 32.62 und —139.7
to 3.017).

3.2.2.2 1-Heptanol

Abbildung 3.18 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpraparaten
der 1-Heptanol-Gruppe (n = 5, 2mM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n =
3). In der Interventionsgruppe fiel die Frequenz im Zeitintervall von 30-90 Minuten
(Beginn Einwaschen bis Beginn Auswaschen von 1-Heptanol) auf 24.47 £+ 7.071 Prozent
verglichen mit 72.24 + 15.95 Prozent in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war in der
Varianzalanyse (zweifache ANOVA fiir Messwiederholungen) mit dem Nachtestverfahren
nach BONFERRONI statistisch signifikant (95 %-KI: —81.46 bis —14.07). Hingegen stieg die
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Abbildung 3.17 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs.
Carbenoxolon-Gruppe, (a) Frequenz: Abnahme unter Carbenoxolon, (b) Amplitude: Abnahme
nach Auswaschen von Carbenoxolon, (c) Dauer: kein signifikanter Effekt durch Carbenoxolon.
Frequenz, Amplitude und Dauer jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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Abbildung 3.18 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe wvs. 1-
Heptanol-Gruppe, (a) Frequenz: Abnahme unter 1-Heptanol, (b) Amplitude: Abnahme unter
1-Heptanol, (¢) Dauer: Abnahme unter und nach Auswaschbeginn von 1-Heptanol. Frequenz,
Amplitude und Dauer jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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Frequenz nach dem Auswaschbeginn von 1-Heptanol in der Interventionsgruppe stérker
als in der Kontrollgruppe (80.97 4 10.06 % vs. 54.38 4+ 12.56 %); dieser Unterschied war
statistisch nicht signifikant (95 %-KI: —7.102 bis 60.28). Fiir die Amplitude und die Dauer
ergab sich im Zeitraum von 30-90 Minuten ebenfalls eine signifikante Reduktion in der
1-Heptanol-Gruppe. Die Amplitude fiel in der Interventionsgruppe auf 74.16 + 24.95
Prozent, wihrend sie in der Kontrollgruppe auf 155.9 £+ 6.511 Prozent anstieg (95 %-KI:
—152.8 bis —10.62). Nach Auswaschbeginn von 1-Heptanol néherten sich beide Mittelwerte
wieder an (Intervention: 139.3 £ 23.95 %, Kontrolle: 177.0 &+ 7.419 %) und waren nicht
mehr signifikant von einander verschieden (95 %-KI: —108.7 bis 33.56). Die Dauer wurde
durch 1-Heptanol ebenfalls signifikant reduziert. Hier zeigte sich im Zeitintervall 30-90
Minuten in der Interventionsgruppe ein Abfall auf 46.27 + 10.32 Prozent, wiahrend sie
in der Kontrollgruppe einen Anstieg auf 181.1 4 36.62 Prozent zeigte (95 %-KI: —206.0
bis —63.75). Dieser Unterschied blieb auch nach dem Auswaschbeginn von 1-Heptanol
statistisch signifikant (98.21 £16.19 % wvs. 178.1 +38.91 %; 95 %-KI: —151.0 bis —8.790).

3.2.2.3 Mefloquin

Abbildung 3.19 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpraparaten
der Mefloquin-Gruppe (n = 5, 50 pM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n = 3). Die
Frequenz fiel im Zeitintervall 30-90 Minuten (Beginn Einwaschen bis Beginn Auswaschen
von Mefloquin) auf 46.45 + 4.023 Prozent im Vergleich zu 72.24 £+ 15.95 Prozent in der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war in der Varianzanalyse (zweifache ANOVA fiir
Messwiederholungen) mit dem Nachtestverfahren nach BONFERRONI statistisch signifikant
(95 %-KI: —50.34 bis —1.245). Nach Auswaschbeginn von Mefloquin (90 — 170 min)
naherten sich die Mittelwerte wieder an (44.54 + 2.462 % in der Interventionsgruppe
vs. 54.38 + 12.56 % in der Kontrollgruppe) und waren statistisch nicht mehr signifikant
voneinander verschieden (95 %-KI: —34.39 bis 14.70). Die Amplituden unterschieden sich
weder unter Mefloquin (30-90 min; Intervention 194.8 +19.25 %, Kontrolle 155.9+6.511 %)
noch nach dessen Auswaschbeginn (90-170 min; Intervention 212.3 £ 30.81 %, Kontrolle
177.0+£7.419 %) signifikant voneinander (95 %-KI: —35.73 bis 113.5 bzw. —39.28 bis 110.0).
Fiir die Dauer ergab sich ebenfalls weder unter Mefloquin (30-90 min) noch nach dessen
Auswaschbeginn (90-170 min) ein signifikanter Unterschied zwischen Interventions- und
Kontrollgruppe (167.4 +10.80 % wvs. 181.1 + 36.62 % von 30-90 min, 95 %-KI —89.08 bis
61.62; 150.6 4 20.06 % vs. 178.1 4 38.91 % von 90-170 min, 95 %-KI —102.9 bis 47.81).
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Abbildung 3.19 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs. Mefloquin,
(a) Frequenz: Abnahme unter Mefloquin, (b) Amplitude: kein signifikanter Effekt durch
Mefloquin, (¢) Dauer: kein signifikanter Effekt durch Mefloquin. Frequenz, Amplitude und
Dauer jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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3.2.2.4 1-Octanol

Abbildung 3.20 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpraparaten
der 1-Octanol-Gruppe (n = 4, 2mM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n = 3).
Die Frequenz nahm in der 1-Octanol-Gruppe im Zeitintervall 30-90 Minuten (Beginn
Einwaschen bis Beginn Auswaschen von 1-Octanol) auf 47.91 + 8.388 Prozent ab,
verglichen mit der Abnahme auf 72.24 + 15.95 Prozent in der Kontrollgruppe. In der
Varianzanalyse (zweifache ANOVA fiir Messwiederholungen) mit dem Nachtestverfahren
nach BONFERRONI war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (95 %-KI: —55.47
bis 6.802). Ebenfalls nicht signifikant war ein Anstieg der Frequenz nach Auswaschbeginn
von 1-Octanol auf 67.07 + 3.114 Prozent im Vergleich zu 54.38 £+ 12.56 Prozent in der
Kontrollgruppe (95 %-KI: —18.45 bis 43.82). Die Amplitude stieg in der 1-Octanol-Gruppe
im Zeitintervall 30-90 Minuten auf 137.1 £ 36.38 Prozent im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit 155.9 4 6.511 Prozent. Im Zeitraum 90-170 Minuten, also nach dem Auswaschen von
1-Octanol, betrug die Amplitude 122.3 + 25.98 Prozent in der Interventionsgruppe im
Vergleich zu 177.0 +7.419 Prozent in der Kontrollgruppe. Beide Unterschiede waren in der
statistischen Analyse nicht signifikant (95 %-KI: —102.1 bis 64.47 und —137.9 bis 28.58).
Von 30-90 Minuten zeigte sich fiir die Dauer ein Wert von 97.08 + 27.19 Prozent in der
Interventionsgruppe im Vergleich zu 181.1 + 36.62 Prozent in der Kontrollgruppe. Auch
nach Auswaschbeginn von 1-Octanol blieb die Dauer im Vergleich zur Kontrollgruppe
reduziert auf 99.43 +27.64 Prozent gegeniiber 178.1 £38.91 Prozent in der Kontrollgruppe.
Diese Werte waren statistisch nicht signifikant verschieden (95 %-KI: —183.7 bis 15.57
und —178.3 bis 20.93).

3.2.3 Carbenoxolon in Cx36K0O- und Cx45K0O-Miausen

Nachdem gezeigt wurde, wie sich unterschiedliche Gap Junction Blocker auf die GABA-
Wellen im Wildtyp auswirken (s. Abschn. 3.2.2), wurde nun untersucht, welchen Effekt
der Gap Junction Blocker Carbenoxolon auf GABA-Wellen in Gehirnschnittpréparaten
von Cx36KO- und Cx45KO-Méausen hat. Hierzu wurden Feldpotentialmessungen der
drei Genotypen (Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO) nach der Applikation von 4-AP und
Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission iiber 170 Minuten abgeleitet. Wie
in Abschnitt 3.2.2.1 befand sich Carbenoxolon von Minute 30 bis Minute 90 in einer

Konzentration von 50 pM in der Zirkulation; danach wurde das Auswaschen der Substanz
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Abbildung 3.20 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs. 1-Octanol,
(a~c) Frequenz, Amplitude und Dauer: kein signifikanter Effekt durch 1-Octanol. Einzelne
Parameter jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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begonnen. Analog zu Abschnitt 3.2.2 sind sowohl fiir die Kontroll- als auch fiir die
Interventionsgruppe die Parameter der GABA-Wellen in jedem 10-Minuten-Messintervall
als prozentualer Anteil vom Durchschnitt der Messwerte des Zeitintervalls 0-30 Minuten

angegeben.

3.2.3.1 Carbenoxolon: Cx36-Knockout vs. Wildtyp

Es wurde der Effekt von Carbenoxolon auf die GABA-Wellen in 5 Gehirnschnittpraparaten
des Cx36KO mit derjenigen auf 5 Gehirnschnittpraparate des Wildtyps verglichen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.21 dargestellt. In der Varianzanalyse (zweifache ANOVA
fiir Messwiederholungen) ergab sich iiber 170 Minuten kein signifikanter Unterschied
fir Frequenz (P = 0.2192), Amplitude (P = 0.8990) oder Dauer (P = 0.2419) der
GABA-Welle zwischen Cx36KO und Wildtyp. Die Zeitabschnitte vor Einwaschen (0-30
Minuten), nach Einwaschen (30-90 Minuten) und nach Auswaschbeginn (90-170 Minuten)
von Carbenoxolon wurden im Nachtestverfahren nach BONFERRONI einer zweifachen
ANOVA fiir Messwiederholungen verglichen. Auch hierbei zeigte sich fiir Amplitude,
Dauer und Frequenz sowohl im Zeitintervall 0-30 Minuten (95 %-KI fiir f : —20.09 bis
20.09, fir A : —49.07 bis 49.07 und fiir At : —37.95 bis 37.95), sowie 30-90 Minuten
(95 %-KI fir f : —2.565 bis 37.62, fiir A : —71.25 bis 26.90 und fir At : —63.66 bis
12.24) als auch fiir den Zeitraum 90-170 Minuten (95 %-KI fir f : —13.89 bis 26.29,
fiir A : —27.49 bis 70.66 und fiir At : —53.71 bis 22.19) kein signifikanter Unterschied

zwischen beiden Untersuchungsgruppen.

3.2.3.2 Carbenoxolon: Cx45-Knockout vs. Wildtyp

Es wurde der Effekt von Carbenoxolon auf die GABA-Wellen in 5 Gehirnschnittpraparaten
des Cx45KO mit derjenigen auf 5 Gehirnschnittpraparate des Wildtyps verglichen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.22 dargestellt. In der Varianzanalyse (zweifache ANOVA
fiir Messwiederholungen) ergab sich {iber 170 Minuten kein signifikanter Unterschied fiir
Frequenz (P = 0.9831) und Dauer (P = 0.1722) der GABA-Wellen zwischen Cx45K0O und
Wildtyp. Fiir die Amplitude ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied (P = 0.0182).
Die Zeitabschnitte vor Einwaschen (0-30 Minuten), nach Einwaschen (30-90 Minuten) und

nach Auswaschbeginn (90-170 Minuten) von Carbenoxolon wurden im Nachtestverfahren
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Abbildung 3.21 (a)-(c): Cx36KO wvs. Wildtyp: Effekt von Carbenoxolon auf Frequenz (a),
Amplitude (b) und Dauer (c) der GABA-Wellen. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede.
Einzelne Parameter jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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Abbildung 3.22 (a)-(c): Cx45KO wvs. Wildtyp: Effekt von Carbenoxolon auf Frequenz (a),
Amplitude (b) und Dauer (c) der GABA-Wellen. Fiir Amplitude und Dauer finden sich
signifikante Unterschiede unter Carbenoxolon. Einzelne Parameter jeweils in Prozent des
Mittelwertes 0-30 Minuten.
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nach BONFERRONTI einer zweifachen ANOVA fiir Messwiederholungen verglichen. Fiir die
Frequenz ergab sich vor Einwaschen (0-30 Minuten), nach Einwaschen (30-90 Minuten) und
nach Auswaschbeginn (90-170 Minuten) von Carbenoxolon kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Untersuchungsgruppen (95 %-KI: —14.26 bis 14.26, —10.90 bis
17.63 und 17.41 bis 11.11). Allerdings zeigte sich nach Einwaschen von Carbenoxolon
eine Zunahme von Amplitude (auf 302.3 &+ 43.91 %) und Dauer (228.9 £+ 45.98 %) der
GABA-Wellen im Cx45KO verglichen mit dem Wildtyp (A : 163.7 + 15.65% und
At : 142.4 £ 17.80 %). Beide Unterschiede waren statistisch signifikant (95 %-KI fir
A :69.45 bis 207.9 und fiir At : 5.915 bis 167.1). Im Zeitraum vor der Applikation und
nach Auswaschbeginn von Carbenoxolon unterschieden sich sowohl Amplitude (95 %-KI:
—69.21 bis 69.21 und —39.81 bis 98.62) als auch Dauer (95 %-KI: —80.58 bis 80.58 und
—60.25 bis 100.9) nicht signifikant von einander.



4 Diskussion

4.1 Methodische Betrachtung

4.1.1 Elektrophysiologie und Genotypisierung

Extra- und intrazelluldre Ableitungen zur Erfassung neuronaler (Netzwerk-)Aktivitit
in Gehirnschnittpraparaten in wvitro sind etablierte Arbeitstechniken der Pysiologie
(NUMBERGER und DRAGUHN, 1996; VERKHRATSKY et al., 2006). Methodisch entsprach
das Vorgehen in dieser Arbeit hierbei iiblichen Laborstandards; es kann somit davon
ausgegangen werden, dass die Ergebnisse mit anderen Arbeiten weitgehend vergleichbar
sind. Zur Genotypisierung von Versuchstieren ebenfalls unumstritten ist die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (MULLIS und FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988; MuULLIS, 1990).
Sowohl Primer als auch PCR-Protokolle wurden von dem Institut iibernommen, das die
Deletion des Gens generiert hatte, so dass eine einwandfreie Zuordnung der Versuchstiere

zum jeweiligen Genotyp moglich war (MAXEINER, 2005; WELLERSHAUS et al., 2008).

4.1.2 Auswahl der connexindefizienten Mausstamme

Gap Junction vermittelte Kopplung findet im Neocortex vor allem zwischen inhibito-
rischen Interneuronen statt (FUKUDA und KosAkA, 2000; GALARRETA und HESTRIN,
2001a). Auch Gliazellen, insbesondere Astrozyten, sind iiber Gap Junctions gekoppelt
(WASSEFF und SCHERER, 2011; SCEMES und SPRAY, 2012), in geringem Ausmaf auch
Pyramidenzellen (WANG et al., 2010). Gap Junctions sind aus Connexin-Untereinheiten
aufgebaut, von denen Cx36 die in Neuronen mit Abstand bedeutendste Isoform ist (SOHL

et al., 2005). Eine weitere Connexin-Expression in adulten neocorticalen Neuronen ist
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bis heute nur fiir Cx45 gesichert (MAXEINER et al., 2003; CONDORELLI et al., 2003;
SOHL et al., 2004). Dariiber hinaus wird eine mogliche Relevanz von Cx30.2 diskutiert,
im zentralen Nervensystem ist es bisher allerdings nur in inhibitorischen Interneuronen
des Hippocampus nachgewiesen worden (KREUZBERG et al., 2008). Ob es im Neocortex

exprimiert wird, ist unklar.

Bei der hier betrachteten, synchronisierten neocorticalen Aktivitdt handelt es sich um
ein Phénomen, das iiber GABAerge Interneurone vermittelt wird (ARAM et al., 1991,
AvoLI et al., 1994). Um die Beteiligung elekrtischer Synapsen an diesem Phénomen zu
untersuchen, wurden daher Versuchstiere ausgewéhlt, die fiir die bekannten neocorticalen,
neuronalen Connexine defizient sind. Nachgewiesen ist, dass die Gap Junction vermittelte
Kopplung zwischen Interneuronen des Neocortex durch einen Knockout des Cx36-Gens
nahezu vollstandig aufgehoben wird (DEANS et al., 2001). Es kann also davon ausgegangen
werden, dass durch die Verwendung eines Cx36- und eines Cx45-defizienten Mausstammes
die elektrische Kopplung zwischen Neuronen des Neocortex sehr umfassend beurteilt
werden kann. Fine weitergehende Untersuchung héatte zwar durch die Betrachtung
zusétzlicher Deletionen (z. B. eines Cx30.2-Knockouts) oder deren Kombination (z. B. eines
Cx36/Cx45-Doppel-Knockouts) erfolgen kénnen. Ein Cx30.2-Knockout stand allerdings
zum Zeitpunkt der Experimente dieser Arbeit nicht zur Verfiigung; die Existenz eines
Cx36/Cx45-Doppel-Knockouts ist bis heute nicht publiziert. Auch ist aufgrund der
dominierenden Rolle von Cx36 fraglich, ob eine solche, weitergehende Untersuchung einen

zusatzlichen Erkenntnisgewinn bréchte.

4.1.3 Datenbasis

Die wesentlichen Experimente zur Beschreibung der Parameter der GABA-Wellen in
Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO weisen eine Stichprobengrofse auf, die eine gute statistische
Aussagekraft besitzt. Lediglich bei den langen Feldoptentialmessungen iiber 170 Minuten
ist die (durch den hohen experimentellen Aufwand bedingte) geringe Stichprobengrofie
kritisch zu beurteilen. Ahnliches trifft fiir die Vergleiche zwischen einzelnen Neuronen-
gruppen zu. Hier muss festgehalten werden, dass sich die vorliegende Arbeit auf supra-
und infragranuldre Pyramidenzellen konzentrierte, was die geringe Anzahl abgeleiteter
Interneurone erklért. Fiir Aussagen iiber diese Zellpopulation, die trotz ihrer Heterogenitét
in einer einzigen Untersuchungsgruppe zusammengefasst werden musste, ist die vorliegende

Arbeit nicht geeignet.
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4.2 GABA-Wellen im adulten Neocortex der Wildtypmaus

4.2.1 Bedeutung der Untersuchung am Neocortex der Maus

Die synchronisierte neuronale Aktivitdt unter 4-Aminopyridin (4-AP) ist bisher in
zahlreichen Regionen des Gehirns untersucht worden, darunter Riickenmark und en-
tohirnaler Cortex, schwerpunktméfig allerdings im Hippocampus (BUCKLE und HAAS,
1982; RUTECKI et al., 1987; AVOLI et al., 1996; KANG et al., 1998; LAMSA und TAIRA,
2003; ZSIROS et al., 2007; CHAPMAN et al., 2009; GONZALEZ-SULSER et al., 2011). Auch
Arbeiten, die neuronale Synchronisation im Cx36-Knockout untersuchen, beziehen sich
haufig auf den Hippocampus (MAIER et al., 2002; PAIS et al., 2003; BEAUMONT und
MACCAFERRI, 2011). Fiir das 4-AP-Modell im Neocortex der Maus liegt bisher nur eine
Arbeit vor, die sich aber auf die Phase der Entwicklung (P6 bis P9) bezieht (RHEIMS et al.,
2008); die Synchronisation neuronaler Nertzwerke im Neocortex ist im Cx36-Knockout
bisher nur wenig (HORMUZDI et al., 2001; DEANS et al., 2001) und im Cx45-Knockout
gar nicht untersucht. Die vorliegende Arbeit erweitert somit den Stand des Wissens in
bisher wenig beleuchteten Bereichen: sie legt Messdaten aus dem Neocortex der Maus in
Wildtyp, sowie Cx36- und Cx45-Knockout vor.

4.2.2 Generierung der GABA-Wellen

Die synchronisierte neuronale Aktivitat (» GABA-Wellen«) wurde durch Applikation
von 4-AP (100 uM), sowie Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission durch
CNQX (10pM) und D-AP5 (10 pM) hervorgerufen. In der Literatur sind am Neocortex
fiir 4-AP Konzentrationen von 50-100 pM, fiir CNQX von 10-20 pM und fiir D-AP5 von
10-30 pM {iblich (ARAM et al., 1991; BENARDO, 1997; LOUVEL et al., 2001; YANG und
BENARDO, 2002; AvoLl et al., 2003; KEROS und HAaBLITZ, 2005; DEFAZIO und HABLITZ,
2005; GIGOUT et al., 2006). Die GABA-Wellen wurden somit nach einem etablierten
Verfahren erzeugt; die verwendeten Substanzen und Konzentration sind mit denjenigen

aus bisher verfiigharen Publikationen vergleichbar.
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4.2.3 Charakteristika der GABA-Wellen

In den intra- und extrazelluldren Ableitungen traten in allen untersuchten Gehirnschnitt-
praparaten GABA-Wellen auf. Die Tatsache, dass diese auch in allen betrachteten
Zelltypen detektiert werden konnten, zeigt, dass es sich hierbei nicht nur um ein auf
Interneurone beschranktes Phianomen handelt, sondern dass auch die Pyramidenzellen,
die von diesen reguliert werden, an der Erzeugung der GABA-Wellen beteiligt sind. Dabei
entsprach der Zeitverlauf der GABA-Wellen in intra- und extrazelluliren Messungen den
Zeitverlaufen, die in der Literatur bereits beschrieben worden sind. Insbesondere konnte der
von BUCKLE und HaAs (1982) in Feldpotentialmessungen beschriebene Populations-Spike

auch im Neocortex identifiziert werden.

Uberraschenderweise sind bisher kaum genauere Angaben iiber Frequenz, Amplitude und
Dauer der synchronisierten neocorticalen Aktivitdt innerhalb definierter Zeitrdume, vor
allem in der Maus, bekannt. In der Literatur werden fiir die Frequenz der Ereignisse im
Neocortex verschiedener Spezies (unter verschiedenen experimentellen Konstellationen)
Werte von 0.48 bis 6 pro Minute angegeben (ARAM et al., 1991; AVOLI et al., 1994;
BENARDO, 1997; LOUVEL et al., 2001; GIGOUT et al., 2006; GONZALEZ-SULSER et al.,
2011). Wesentlich seltener wird tiber Amplitude und Dauer der GABA-Wellen berichtet.
Fiir Feldpotentialmessungen ist fiir die Amplitude eine Spannweite von 0.2 bis 4mV
bekannt (LOUVEL et al., 2001; GIGOUT et al., 2006), fiir die Dauer von 0.2 bis 11.7s
(AvoLl et al., 1994; YANG und BENARDO, 2002). In intrazellularen Ableitungen sind
fiir keinen der beiden letztgenannten Parameter ndhere Angaben publiziert. Diese Liicke
wird durch die vorliegende Arbeit geschlossen: erstmals werden diese drei Parameter
in synchronen intra- und extrazellularen Ableitungen iiber 30 Minuten dargestellt. Die
Mittelwerte fir Frequenz und Amplitude liegen hierbei innerhalb des in der Literatur
angegebenen Bereichs, lediglich die Dauer liegt in den hier dargestellten Ergebnissen
niedriger. Diese Abweichung kénnte auf Unterschiede zwischen den Spezies, verschiedene
Substanzkonzentrationen und Messprotokolle oder abweichende Auswertevorschriften
zuriickzufiihren sein. Fiir die Frequenz ist beispielsweise nachgewiesen, dass sie von Alter

der Versuchstiere abhéngig ist (WONG und YAMADA, 2001).
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4.2.3.1 Entwicklung der GABA-Wellen iiber die Zeit

In der Literatur finden sich zwar Arbeiten, die zur Klarung bestimmter Sachverhalte
ebenfalls Messungen zur synchronisierten neuronalen Aktivitdt unter 4-AP iiber lingere
Zeitraume durchgefiithrt haben, eine systematische Betrachtung der Entwicklung der
Parameter Frequenz, Amplitude und Dauer ist dabei allerdings bis heute nicht publiziert.
In der vorliegenden Arbeit ergibt sich fiir die Frequenz in intra- wie extrazellularen
Ableitungen iiber 30 Minuten ein charakteristisches Bild: der Anstieg von 10-20 Minuten
erklart sich durch den Einwaschvorgang der Pharmaka, die erst ihren Wirkort in der
Ableitekammer iiber das Zirkulationssystem erreichen miissen. Der folgende Abfall bis
40 Minuten in den kombinierten intra- und extrazelluliren Ableitungen, bzw. bis 170
Minuten in den langen Feldpotentialmessungen kénnte — fiir sich alleine betrachtet — durch
eine hohere Vitalitdt der Neurone zu Messbeginn erkliart werden. In Zusammenschau
mit der Entwicklung von Amplitude und Dauer der GABA-Wellen ergibt sich jedoch
ein anderes Bild: Die Abnahme der Frequenz bei gleichzeitiger Zunahme von Dauer
und Amplitude spricht vielmehr fiir eine Zunahme der neuronalen Synchronisation im
Gehrinschnittpraparat. Diese Ergebnisse zeigen also, dass es unter Langzeiteinwirkung
von 4-AP bei gleichzeitiger Blockade der exzitatorischen Aminoséurerezeptoren zu einer

Reorganisation und Umprogrammierung GABAerger Netzwerke im Neocortex kommt.

In den extrazelluldren Ableitungen dieser Arbeit fand sich in jedem Messzeitraum eine
geringere Frequenz der GABA-Wellen als in den intrazellularen Ableitungen. Diese
Beobachtung kann mehrere Ursachen haben. Zum einen kann in intrazelluliren Ablei-
tungen jedes Ereignis sehr klar vom Membranpotential abgegrenzt werden, wohingegen
extrazelluldre Messungen prinzipiell stdrker storanfillig und mit einem hoheren Mafd
an Rauschen behaftet sind. Die niedrigere Frequenz in den extrazelluldren Ableitungen
konnte also Folge der konservativen Auswertevorschriften sein, die verhindern sollten,
dass Artefakte falschlicherweise als Ereignisse aufgefasst werden. Zum anderen wurde
die Feldelektrode in der Ndhe des interessierenden Neurons in das Gehirnschnittpraparat
eingebracht, so dass es in einigen Fallen vorkommen konnte, dass sie in einem Gebiet
mit nur wenigen aktiven Neuronen zu liegen kam. Daher sind Konstellationen moglich,
in denen intrazelluldr eine hohe Aktivitdt gemessen wird, wahrend extrazellular nur
wenige Neurone zur Amplitude in der Feldpotentialableitung beitragen, so dass diese
den Grenzwert der Auswertevorschriften nicht iiberschreitet. Eine weitere Moglichkeit ist,

dass nicht jede GABA-Welle in einer Einzelzelle tatséchlich mit einer Synchronisation



4.2 GABA-Wellen im adulten Neocortex der Wildtypmaus 89

des gesamten Netzwerkes einhergeht. Wenn extrazelluldr nur Teile des Netzwerkes erfasst

wurden, konnten diese unter der Auflésungsgrenze der Ableitung geblieben sein.

4.2.3.2 Auswirkungen von Gap Junction Blockern auf die GABA-Wellen im
Wildtyp

In der Vergangenheit ist sowohl in mRNA-Expressionsstudien (SZENTE et al., 2002;
GAJDA et al., 2003; ZAPPALA et al., 2006; GAJDA et al., 2006) als auch durch Versuche
mit Substanzen zur pharmakologischen Blockade von Gap Junctions eine Beteiligung
elektrischer Synapsen an der Vermittlung der synchronisierten neuronalen Aktivitat durch
4-AP unterstellt worden. Eine Reduktion dieser Aktivitit ist fiir spezifische (GAJDA
et al., 2005; GIGOUT et al., 2006; CHAPMAN et al., 2009) und unspezifische Gap Junction
Blocker gezeigt (Ross et al., 2000; YANG und MICHELSON, 2001; TRAUB et al., 2001;
GIGOUT et al., 2006; ZSIROS et al., 2007; MEDINA-CEJA et al., 2008). Bekannt ist, dass
die Gap-Juction-Blocker Carbenoxolon, 1-Heptanol und 1-Octanol auch am Neocortex
zu einer Beeintrachtigung »epileptiformer Aktivitit« fithren (BIKSON et al., 1999; Ross
et al., 2000; YANG und MICHELSON, 2001). Diese Befunde konnte auch in dieser Arbeit
am Neocortex der Maus nachvollzogen werden. Die Versuche wurden mit verschiedenen
Pharmaka durchgefiihrt, da bis heute kein »perfekter« Gap Junction Blocker existiert,
sondern alle bekannten Substanzen eine vielfaltige Pharmakodynamik und teilweise geringe

Selektivitat aufweisen.

Carbenoxolon Bei Carbenoxolon handelt es sich um den etabliertesten Gap Junction
Blocker. Es ist zu diesem Zweck in zahlreichen Hirnregionen eingesetzt worden (BIKSON
et al., 1999; Ross et al., 2000; YANG und MICHELSON, 2001; TRAUB et al., 2001; GIcoUT
et al., 2006). Die Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen durch Carbenoxolon in
dieser Arbeit war unter der Annahme, dass Gap Junctions an der Vermittlung der
synchronisieren neocorticalen Aktivitdt beteiligt sind, zu erwarten. Bemerkenswert ist,
dass es nach Beginn des Auswaschens von Carbenoxolon zusétzlich auch zu einer bis
dahin nicht vorhandenen Reduktion der Amplitude der GABA-Wellen kam. Hierfiir
spielen moglicherweise Langzeiteffekte von Carbenoxolon eine Rolle. In der Literatur wird
Carbenoxolon teilweise in Konzentrationen bis zu 500 pM eingesetzt (GIGOUT et al., 2006).
Die Zugabe in das Zirkulationssystem fiihrt allerdings zu deutlicher Schaumbildung. Um

diese (und damit die Gefdhrdung des Experiments durch Luftblasen im Zirkulationssystem)
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zu verhindern, wurde Carbenoxolon in Konzentrationen von nur 50 pM eingesetzt. Auch
in dieser Konzentration war es zur Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen effektiv;

auferdem konnte es zumindest partiell ausgewaschen werden.

Als Gap Junction Blocker muss Carbenoxolon, obwohl es die hierfiir gebréuchlichste
Substanz ist, kritisch betrachtet werden. Chemisch gesehen ist Carbenoxolon ein syntheti-
sches Derivat der Glycyrrhetinsdure und hat daher mineralcortikoide Effekte (Juszczak
und SWIERGIEL, 2009), was zu unerwiinschten Wirkungen fithren kann. Dariiber hinaus
ist seine Blockadewirkung in Bezug auf Connexine unselektiv. Von Carbenoxolon ist
bekannt, dass es spannungsabhiingige Ca®"-Kanile (ECso: 48 tM) (VESSEY et al., 2004)
und NMDA-abhéngige Strome (ECsp: 104 pM) (CHEPKOVA et al., 2008) blockiert und die
11-8-Hydroxysteroiddehydrogenase (35-HSD) (ab 1-10 pM), ein Enzym, das im Koérper
der Inaktivierung von Steroidhormonen dient, inhibiert (BUJALSKA et al., 1997). In
Konzentrationen ab 50 pM blockt Carbenoxolon P2X7-Rezeptoren (SUADICANI et al.,
2006), einen Subtyp ATP-gesteuerter nichtselektiver Kationenkanile in Saugetieren
(CopDOU et al., 2011). Die reduzierte Konzentration in der vorliegenden Arbeit dient
also auch dazu, diese unerwiinschten Interaktionen moglichst gering zu halten. Dennoch
ist festzuhalten, dass bei einem Effekt, der unter Carbenoxolon beobachtet wird, nie
mit Sicherheit davon ausgegangen werden kann, dass dieser Effekt auf eine Blockade

elektrischer Synapsen zuriickzufiihren ist.

1-Heptanol und 1-Octanol Als hocheffektiv in der Blockade der synchronisierten
neocorikalen Aktivitdt erwies sich 1-Heptanol, das bereits im Hippocampus als Gap
Junction Blocker eingesetzt wurde (BIKSON et al., 1999). Es hatte in einer Konzentration
von 2mM einen Effekt auf alle 3 Parameter der GABA-Wellen, reduzierte also Frequenz,
Amplitude und Dauer signifikant. Bemerkenswert ist, dass es nach dem Auswaschbeginn
zu einem Anstieg der Frequenz der GABA-Wellen kam, der signifikant {iber der Frequenz
in der Kontrollgruppe lag, und sich deren Niveau erst langsam (iiber ca. 40 Minuten)
wieder annaherte. Es entsteht der Eindruck, dass das neuronale Netzwerk die unterdriickte
Aktivitdt gewissermafen »nachholt«. Auch ist dieser Umstand ein weiterer Hinweis auf
die Vitalitdt der Schnittpraparate iiber lange Messzeitraume. Interessanterweise war der
Effekt von 1-Heptanol auf Frequenz und Amplitude nach Auswaschbeginn reversibel,
wohingegen der Effekt auf die Dauer bis zum Ende des Experiments anhielt. Es ldsst

sich also vermuten, dass 1-Heptanol nur zum Teil aus neocorticalen Schnittpraparaten
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auswaschbar ist. Ein moéglicher Grund hierfiir konnte eine teilweise irreversible Integration

dieses Alkanols in die Plasmamembran der Nervenzellen sein.

Im Gegensatz zu 1-Heptanol hatte 1-Octanol in einer Konzentration von 2mM keinen
Effekt auf die GABA-Wellen. Diese Tatsache tiberrascht insoweit, als dass in der Literatur
ein Effekt auf die synchronisierte neocorticale Aktivitdt im Gehrinschnittpriaparat bereits
in geringeren Konzentrationen (1 mM) beschrieben worden ist (GIGOUT et al., 2006).
GIGOUT et al. (2006) untersuchten allerdings humane Gehirnschnittpriaparate, die von
Patienten stammten, die an Temporallappenepilepsie oder fokaler corticaler Dysplasie
erkrankt waren. Fiir die abweichenden Ergebnisse konnten also Unterschiede zwischen
den Spezies, dem Alter der Praparate, dem Versuchsablauf sowie Unterschiede zwischen
initial gesunden und erkrankten Gehirnen von Bedeutung sein. Es muss aber auch der

geringe Stichprobenumfang in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigt werden.

Wie Carbenoxolon miissen auch 1-Heptanol und 1-Octanol als Gap Junction Blocker
kritisch betrachtet werden. Es existiert kein Nachweis, dass eine der beiden Substanzen in
Séugetieren selektiv auf Gap Junctions wirkt (SPRAY et al., 2002). Zwar ist bekannt, dass
sowohl 1-Heptanol (1-3mM) als auch 1-Octanol (0.5-1 mM) Gap Junctions blockieren
konnen (GUAN et al., 1997; WEINGART und BUKAUSKAS, 1998; JOHNSTON et al.,
1980). Diese Blockade geht aber mit einer Reihe weiterer, moglicherweise unerwiinschter
Wirkungen einher. 1-Heptanol (1.5-3mM) inhibiert Kainat-Rezeptor-Antworten (DILDY-
MAYFIELD et al., 1996) und spannungssensitive Ca?"-Stréme (150 pM), aukerdem werden
calciumaktivierte K "-Kanile aktiviert (150 pM) (MATCHKOV et al., 2004). 1-Octanol ver-
starkt GABA - und Glycin Rezeptor-Antworten (0.1-0.4 mM) und inhibiert NMDA (0.1-
0.4mM), AMPA (0.2-0.5mM) und Kainat-Rezeptoren (0.1-0.4 mM) (DILDY-MAYFIELD
et al., 1996). Es hat eine Blockadewirkung auf Calciumkanéle vom T-Typ (ECso: 122 1M)
(ToporovIC und LINGLE, 1998). Beide Substanzen inhibieren px27-Rezeptoren (1.5 mM)
(SUADICANI et al., 2006). Es handelt sich also um Substanzen, die weder fiir bestimmte

Connexin-Isoformen, noch fiir Gap Junctions allgemein, selektiv sind.

Mefloquin Eine weitere Gruppe von Pharmaka, die haufig als Gap Junction Blocker
eingesetzt werden, sind Quinin und seine Derivate, denen eine spezifischere Wirkung
auf Cx36 zugeschrieben wird (JUSzczAK und SWIERGIEL, 2009). Die neueste Substanz
aus dieser Gruppe ist Mefloquin, das in der Medizin zur Prophylaxe und Therapie

der Malaria eingesetzt wird. Es soll selektiv Gap Junctions blockieren, die aus Cx36
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und Cx50 aufgebaut sind (CRUIKSHANK et al., 2004). Diese Vermutung beruht sowohl
auf Untersuchungen an Zellkulturen (transfizierte N2A Neuroblastomzellen) als auch
auf Versuchen an Gehirnschnittpraparaten aus dem Hippocampus der Ratte. Dort
ist gezeigt worden, dass Mefloquin (25pM) die Gap Junction vermittelte Kopplung
zwischen Interneuronen — ohne Verdnderung ausgeldster [IPSP und EPSP oder intrinsischer
Eigenschaften — blockiert (CRUIKSHANK et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit fithrte
Mefloquin (50 pM) zu einer signifikanten Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen; dieser
Effekt war nach Auswaschen reversibel. Dieses Ergebnis stiitzt ebenfalls die Hypothese,
dass Gap Junctions fiir die Entstehung der GABA-Wellen von Bedeutung sind. Allerdings
muss beachtet werden, dass Mefloquin in der hier verwendeten Konzentration auch auf
andere Connexin-Isoformen wirkt: ab 30 pM kommt es neben der Blockade von Cx36 auch
zu einem nahezu vollstdndigen Block von Cx43 und zu einer signifikanten Blockade von
Cx26 und Cx32 (CRUIKSHANK et al., 2004). Auferdem sind, wie fiir alle Gap Junction
Blocker, auch fiir Mefloquin méglicherweise unerwiinschte Wirkmechanismen beschrieben:
es kann die IP3-vermittelte Ca?"-Freisetzung (ECs: 421M) (LEE und Go, 1996) und
die Aktivitdt der Acetylcholinesterase inhibieren (LiM und Go, 1986), aukerdem wurde
eine Blockade von Adenosin Ags- (WEISS et al., 2003) und P2X7-Rezeptoren (1nM)
beschrieben (SUADICANI et al., 2006). Ferner kann es unter Mefloquin zu einer Inhibition
ATP-sensitiver K™-Kanile (ECsp: 3uM) und von P-Glykoproteinen (ECs50: 1-20 nM)
kommen (PHAM et al., 2000).

4.3 Gap Junctions und neocorticale Synchronisation im

4- Aminopyridin-Modell

Pharmakologischer Hautpeffekt von 4-AP in Gehirnschnittpraparaten ist die Blockade
spannungsabhingiger K -Kaniile (SPAIN et al., 1991a,b; KOBAYASHI et al., 2008; ZAHN
et al., 2008). Die synchronisierte neuronale Aktivitit, die bei Applikation von 4-AP unter
Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission entsteht, wird iiber GABAerge
Interneurone vermittelt, wobei die grofte Bedeutung GABAa-Rezeptoren zukommt
(ARAM et al., 1991; PERREAULT und AvOLI, 1992; AVOLI et al., 1994, 1996; LOUVEL et al.,
2001; LaMSsA und TAIRA, 2003; AVOLI et al., 2003), GABAg-Rezeptoren sind fiir einige
Komponenten verantwortlich und haben modulierende Funktion (BENARDO, 1997; KANG
et al., 1998; KANTROWITZ et al., 2005; GONZALEZ-SULSER et al., 2011; PANUCCIO et al.,
2012). Dies trifft so auch fiir den Neocortex zu (ARAM et al., 1991; AVOLI et al., 1994;
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BENARDO, 1997; LOUVEL et al., 2001; YANG und BENARDO, 2002; KEROS und HABLITZ,
2005; GIGOUT et al., 2006). Sowohl durch Ergebnisse aus mRNA-Expressionsstudien
(SZENTE et al., 2002; GAJDA et al., 2003; ZAPPALA et al., 2006; GAJDA et al., 2006) als auch
durch Versuche mit Gap Junction Blockern wurde elektrischen Synapsen eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung dieser synchronisierten neuronalen Aktivitat unterstellt (Ross
et al., 2000; YANG und MICHELSON, 2001; TRAUB et al., 2001; GIGOUT et al., 2006;
ZSIROS et al., 2007; MEDINA-CEJA et al., 2008). Die grofite Bedeutung wurde hierbei
Gap Junctions zugeschrieben, die aus Cx36 aufgebaut sind, unter anderem deshalb, weil
Cx36 das mit Abstand bedeutendste neuronale Connexin darstellt (CONDORELLI et al.,
1998; TEUBNER et al., 2000; RASH et al., 2000; BELLUARDO et al., 2000; MEIER et al.,
2002; WILLECKE et al., 2002; SOHL et al., 2004). Auch Versuche mit Substanzen, die
eine spezifische Blockade von Cx36 ermoglichen sollen (z. B. Quinidin oder Mefloquin),
wiesen in diese Richtung (GAJDA et al., 2005; GIGOUT et al., 2006; CHAPMAN et al.,
2009). Aus der Literatur ist bekannt, dass Cx36-Knockout-Mé&use iiber nahezu keine
elektrischen Synapsen zwischen corticalen Interneuronen verfiigen (DEANS et al., 2001).
Ein weiteres Connexin, fiir das eine — wenn auch wesentlich geringere — Expression in
bestimmten Interneuronen und Pyramidenzellen des Neocortex nachgewiesen ist, ist Cx45
(CONDORELLI et al., 2003; MAXEINER et al., 2003; SOHL et al., 2004, 2005).

Dies war der Hintergrund, vor dem in der vorliegenden Arbeit Versuche zur synchro-
nisierten neocorticalen Aktivitat im 4-AP-Modell am Wildtyp sowie im Cx36KO und
im Cx45KO durchgefiihrt wurden. Aufgrund seiner geringen Expression war fiir Cx45
keine wesentliche Bedeutung fiir die Induktion der GABA-Wellen zu vermuten. Somit
iiberrascht es nicht, dass sich bei den hier dargestellten Versuchen kein Unterschied in den
Parametern der GABA-Wellen zwischen Wildtyp und Cx45KO ergab. Anderes gilt fiir
Cx36. Hier war auf Basis der Erkenntnisse aus der Literatur zu vermuten, dass sich im
Cx36KO eine geringere Aktivitit der GABA-Wellen zeigt. Uberraschenderweise kam es
jedoch sowohl in extra- als auch in intrazelluldren Ableitungen zu einer signifikant héheren
Frequenz der GABA-Wellen als im Wildtyp. Diese Tatsache steht in Widerspruch zu den
Ergebnissen der Versuchsreihe mit Gap Junction Blockern, die insgesamt darauf hindeuten,
dass die Blockade von Gap Junctions im Neocortex zu einer Reduktion der Frequenz
der GABA-Wellen fiihrt. Zu diesem Widerspruch lassen sich mehrere Uberlegungen
anstellen. Es ist denkbar, dass die Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen durch Gap
Junction Blocker nicht auf der Blockade von Gap Junctions beruht, sondern auf den
vielfaltigen iibrigen Wirkungen, die jede der verwendeten Substanzen in der eingesetzten

Konzentration aufweist. Diese Interpretation spriache dafiir, dass die Bedeutung von
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Gap Junctions fiir die Entstehung der GABA-Wellen im 4-AP-Modell bisher iiberschitzt
wurde und im Neocortex so nicht gegeben ist. Hierbei miisste der direkte Nachweis von
GABA-Wellen im Cx36KO als valider angesehen werden als der wesentlich indirektere
Hinweis aus Versuchen mit Gap Junction Blockern. Dies alleine erklért allerdings noch
nicht, weshalb die Frequenz der GABA-Wellen durch den Knockout von Cx36 nicht nur
nicht vermindert wird, sondern im Gegenteil sogar signifikant hoher liegt als im Wildtyp.
Um dies interpretieren zu konnen, miissen auch Amplitude und Dauer der GABA-Wellen
im Cx36KO ndher betrachtet werden.

4.3.1 Connexin 36

Interessanterweise hat sich im Cx36KO eine hohere Frequenz der GABA-Wellen gezeigt
als in Wildtyp und C45KO0O. Betrachtet man nur den Parameter Frequenz isoliert, 1asst
sich diese Erhohung nicht sinnvoll deuten. Diese erhchte Frequenz war allerdings in
intrazelluldren Ableitungen mit einer Reduktion der Dauer, in extrazellularen Ableitungen
mit einer Reduktion der Amplitude vergesellschaftet. Es kommt im Cx36KO also zu
einer hoheren Anzahl von Ereignissen, die jedoch insgesamt kleiner und kiirzer sind als
in Versuchstieren, die Cx36 exprimieren. Eine Abnahme der Frequenz bei gleichzeitiger
Zunahme der Amplitude oder Dauer ist ein Hinweis auf eine zunehmende Synchronisaton
in neuronalen Netzwerken. Folglich zeigt im Umkehrschluss die Zunahme der Frequenz bei
gleichzeitiger Abnahme von Amplitude oder Dauer ein geringeres Mafs an Synchronisation
im Neocortex an. Die Ergebnisse legen somit nahe, dass Cx36 fiir die Entstehung der
GABA-Wellen nicht essentiell ist, wohl aber fiir die Synchronisation der Aktivitdt in
neocorticalen Netzwerken eine signifikante Rolle spielt. Diese Erkenntnis lésst sich auch
gut mit einer aktuellen Arbeit von BEAUMONT und MACCAFERRI (2011) in Einklang
bringen, die im Hippocampus von Cx36-Knockout-Méausen keine kritische Rolle von Cx36
fiir die Entstehung synchronisierter Entladungen finden konnten. Diese Autoren vermuten,
dass der von ihnen ebenfalls beobachtete Effekt von Carbenoxolon auf einer Blockade von
GABA-Rezeptoren durch Carbenoxolon beruht.

Die genaue Betrachtung der Aktivitét in einzelnen Zelltypen ergab, dass der Unterschied
zwischen Wildtyp und Cx36KO in Bezug auf die Frequenz auf einem Unteschied zwischen
supragranuldren Pyramidenzellen, in Bezug auf die Dauer auf einem Unterschied zwischen
Interneuronen beruht. Der direkte Einfluss auf die Interneurone ergibt sich durch

deren extensive Kopplung iiber elektrische Synapsen. Der Wegfall der Kopplung in
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den Interneuronen hat aber offenbar auch Einfluss auf die Pyramidenzellen, die von diesen
reguliert werden. In der Literatur sind auch an anderer Stelle schon schichtspezifische
(AvoLl et al., 1994; YANG und BENARDO, 2002; RHEIMS et al., 2008) und zelltyp-
spezifische Unterschiede (DEFAZz10 und HABLITZ, 2005; KEROS und HABLITZ, 2005;
ZIBURKUS et al., 2006) fiir die synchronisierte neuronale Aktivitat unter 4-AP beschrieben
worden. Beispielsweise wurde von KEROS und HABLITZ (2005) gezeigt, dass vor allem
Interneurone der Schicht I fiir die GABA-Wellen bedeutsam sind. Bei der Betrachtung
einzelner Neuronengruppen in dieser Arbeit muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die
Stichprobenanzahl fiir einen reprisentativen Vergleich nicht ausreichend ist. Auch die
Zusammenfassung der sehr heterogenen Gruppe der Interneurone kann mogliche schicht-

oder typspezifische Unterschiede innerhalb dieser Population verschleiern.

4.3.2 Connexin 45

Aufgrund seiner erheblich geringeren neocorticalen Expression im Vergleich zu Cx36 ist
fiir Cx45 bisher keine entscheidende Bedeutung bei der synchronisierten neocorticalen
Aktivitdt vermutet worden. Dies hat sich insofern bestétigt, als dass es beziiglich der
Parameter der GABA-Wellen keinen signifikanten Unterschied zwischen Cx45KO und
Wildtyp gab. Allerdings ergab die vergleichende Applikation von Carbenoxolon zwischen
Wildtyp und Cx45KO einen iiberraschenden Effekt: werden mittels Carbenoxolon sdmtliche
Gap Junctions unselektiv blockiert, zeigt sich im Cx45KO eine reversible Zunahme von
Dauer und Amplitude der GABA-Wellen. Auch fiir dieses Phédnomen lassen sich mehrere
Erklarungsanséitze finden. Es kénnte zum einen auf einen Effekt auf den astrozytéaren
»spatial buffer « fiir extrazellulires K durch den Knockout von Cx45 zuriickgefiihrt werden.
Vor dem Hintergrund, dass fiir C45 bis heute keine Expression in Astrozyten nachgewiesen
ist, erscheint dies allerdings eher unwahrscheinlich. Interessanter und wahrscheinlicher ist,
dass es sich hierbei um einen ersten Hinweis auf eine bisher unbekannte Bedeutung von
Cx45 in der Regulation synchronisierter neocorticaler Aktivitdt handeln kénnte. Cx45
koénnte in einer speziellen Subpopulation von Interneuronen exprimiert werden, die einer
liberméfigen Synchronisation neocorticaler Netzwerke entgegenwirkt. Die Aussagekraft
dieses Experiments ist aufgrund des geringen Stichprobenumfangs begrenzt, sollte jedoch

zu weiteren Untersuchungen in dieser Richtung Anlass geben.
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4.3.3 Mogliche Beteiligung astrozytarer Netzwerke

Die Tatsache, dass der unselektive Gap Junction Blocker Carbenoxolon sowohl im Cx36KO
als auch im Wildtyp die Aktivitdt der GABA-Wellen in nahezu gleicher Art und Weise
supprimiert, unterstiitzt zum einen die oben ausgefiihrte These, dass dieser Effekt nicht auf
der Blockade von elektrischen Synapsen, sondern moglicherweise in der direkten Wirkung
von Carbenoxolon auf andere Bestandteile der synaptischen Ubertragung beruht. Jiingst
vermuteten BEAUMONT und MACCAFERRI (2011), dass der Effekt von Carbenoxolon auf
die synchronsierte Aktivitdt im Hippocampus auf eine direkten Inhibition von GABA4-
Rezeptoren zuriickzufiihren ist. Jedoch blockiert Carbenoxolon auch eine Vielzahl von
Connexin-Kanilen unselektiv, was eine weitere Moglichkeit eroffnet: moglicherweise
sind astrozytéire Netzwerke, die die Connexine Cx26, Cx30 und Cx43 exprimieren, an
der neuronalen Synchronisation im 4-AP-Modell beteiligt, denn die Expression dieser
Connexin-Isoformen ist im Cx36KO und Cx45KO gleichermafen vorhanden. Auch dieser
Befund lasst sich gut mit aktueller Literatur in Einklang bringen, da sich zunehmend
zeigt, dass die Bedeutung von Astrozyten fiir die Regulation neuronaler Netzwerke in der
Vergangenheit generell unteschitzt worden ist und in jiinster Zeit auch fiir die Regulation
synchronisierter Aktivitit verstiarkt diskutiert wird (NEDERGAARD et al., 2003; TIAN
et al., 2005; KANG et al., 2005; PEREA und ARAQUE, 2005).

4.4 Die GABA-Wellen als chloridabhangige Vorginge

Das in der vorliegenden Arbeit ermittelte Umkehrpotential der GABA-Wellen (—73.5mV)
deckt sich mit aus der Literatur bekannten Bestimmungen des Umkehrpotentials in
neocorticalen Neuronen anderer Spezies. Dort wurden fiir den Neocortex der Ratte
Umkehrpotentiale von —72.1 bis —82.5 mV angegeben (BARKALI et al., 1995; BENARDO,
1997). Nach der NERNST-Gleichung gilt fiir das Gleichgewichtspotential E., eines Ions an

biologischen Membranen

RT . [lon]e,
By ton = o1
eafon = " [Ton];,
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mit der allgemeinen Gaskonstante R = 8.31447 Jmol~' K—!, der absoluten Temperatur
T in Kelvin, der Ionenwertigkeit z und der FARADAY-Konstante F' = 96485, 34 C mol~!.
Bei 28°C ergibt sich mit den in dieser Arbeit verwendeten Stoffkonzentrationen fiir
Chlorid ein Gleichgewichtspotential E~- = —80.2mV. Das ermittelte Umkehrpotential
von —73.5mV deutet somit an, dass es sich bei den GABA-Wellen am ehesten um einen

chloridabhéngigen Vorgang handelt.

4.5 Reversible ektope Dauerentladung neocorticaler

Neurone in Gegenwart von 4-Aminopyridin

Ektope Aktionspotentiale unter 4-AP sind in der Literatur bereits ausfithrlich beschrieben
worden (KEROS und HABLITZ, 2005). Allerdings wurde bisher vermutet, dass es sich
hierbei um ein Phdnomen handelt, das ausschliefslich in Interneuronen auftritt und
Pyramidenzellen nicht betrifft. Die vorliegende Arbeit zeigt nun erstmals, dass sowohl Inter-
neurone als auch Pyramidenzellen unter 4-AP mehrfach reversible Dauerentladungen von
Aktionspotentialen zeigen kénnen. Wahrend die GABA-Wellen synaptischen Ursprungs
ist, scheinen diese ektopen Aktionspotentiale durch nicht-synaptischen Mechanismen
generiert zu werden, die durch eine direkte Wirkung von 4-AP auf einzelne Neurone
zustande kommen. Es handelt sich hierbei offenbar um ein seltenes Ereignis, das nur bei
6 Prozent der abgeleiteten Zellen nachgewiesen werden konnte. Da dieses Phédnomen in
der Literatur bisher nicht beschrieben wurde, kénnten weitere Untersuchungen zeigen, ob
es sich hierbei moglicherweise um ein Phéanomen handelt, das auf den Neocortex oder die
Maus beschrankt ist.

4.6 Die GABA-Wellen: »epileptiforme« Aktivitat?

In frithen Publikationen zur synchronisierten neuronalen Aktivitdt durch 4-AP wurden
die beobachteten Ereignisse haufig als »plotzliche, depolarisierende Verschiebung« (par-
oxysmal depolarizing shift, PDS) des Membranpotentials bezeichnet (BUCKLE und HAAS,
1982; KI1TA et al., 1985). Fiir den charakteristischen Zeitverlauf der Aktivitat wurde von
einigen Autoren der Begriff » Wellen« (waves of activity) vorgeschlagen (BANDYOPADHYAY
et al., 2006). In der Folgezeit hat sich in der Literatur allerdings die Bezeichnung
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»epileptiforme Aktivitat« (epileptiform activity) fiir die unter in-vitro-Bedingungen
beobachteten Phdnomene durchgesetzt (RUTECKI et al., 1987; PERREAULT und AVOLI,
1992; AVOLI et al., 1994; SINISCALCHI et al., 1997; MAIER et al., 2002; D’ANTUONO et al.,
2004; DOUGALIS et al., 2004; AYALA und TAPIA, 2005). Im in-vivo-Experiment (unter
Narkose) sprechen einige Autoren sogar nicht mehr von »epileptiformen«, sondern von
»epileptischen« Entladungen im EEG (EEG epileptic discharges) (MORA und TAPIA, 2005).
Dartiber hinaus wird das 4-AP-Modell als » in-vivo-Epilepsiemodell« (in vivo epilepsy
model) (GAJDA et al., 2006) und » in-vitro-Epilepsiemodell« (in vitro epilepsy model)
bezeichnet (GONZALEZ-SULSER et al., 2011; BEAUMONT und MACCAFERRI, 2011). Friihe
Autoren hatten den Begriff » Epilepsie« noch vermieden und von » (krampf-)anfallsartigen

Entladungen« (seizure-type discharges) gesprochen (GALVAN et al., 1982).

Von 4-AP ist zwar seit langem bekannt, dass es konvulsive Eigenschaften besitzt (MURRAY
und NEwsoOM-DaAvis, 1981). Abzugrenzen ist dies aber vom Begriff »Epilepsie«, der
eine Gruppe von Erkrankungen meint, die primér klinisch diagnostiziert werden. Nach
der aktuellen Definition der »International League Against Epilepsy« (ILAE) und des
» International Bureau for Epilepsy« (IBE) ist ein cerebraler Krampfanfall ein klinisches
Ereignis (BEGHI et al., 2005). Charakteristische Entladungsmuster im EEG sind hierbei
ein mogliches, bei weitem aber nicht das einzige und auch nicht das entscheidende
Element der Diagnostik. Fiir die Diagnose »Epilepsie« ist mindestens ein cerebraler
Krampfanfall in vivo sowie das Bestehen einer andauernden, pathologischen Verdnderung
im Gehirn, die das Auftreten weiterer Anfélle begiinstigt, erforderlich. Ausdriicklich nicht
hinreichend fiir diese Diagnose sind typische Verdnderungen im EEG alleine (BEGHI
et al., 2005). Nach diesen Definitionen handelt sich bei der Applikation von 4-AP
in Versuchstieren also sicherlich nicht um ein »Epilepsiemodell«; folglich kommt es
auch nicht zu »epileptischen Entladungen«. Auch der Begriff »epileptiform« muss vor
diesem Hintergrund kritisch gesehen werden. Dass die durch 4-AP in vitro ausgelosten
Ereignisse tatséchlich durch Mechanismen zustande kommen, die mit Pathogenese und
Pathophysiologie der Epilepsien in Zusammenhang stehen, ist unbewiesen. Vielmehr
kéonnte man die synchronisierte Aktivitdt von Nervenzellen unter 4-AP als korrekte
physiologische Reaktion auf einen adédquaten pharmakologischen Reiz interpretieren.
Bei tatséchlich epileptischen Anféllen spielt erwiesenermafsen auch die Synchronisation
von Nervenzellpopulationen eine Rolle. Sie ist aber weder alleiniges noch definierendes
Element. Vielmehr ist neuronale Synchronisation auch im gesunden Organismus fiir
zahlreiche Netzwerkleistungen des zentralen Nervensystems essentiell. Ab welchen Grad

eine Synchronisation in witro moglicherweise »epileptiform« ist, bleibt voéllig unklar.
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Der Begriff »epileptiform« stellt einen Zusammenhang zwischen der synchronisierten,
neuronalen Aktivitéat unter 4-AP einerseits und einer definierten Gruppe von Erkrankungen
andererseits her, der so nicht erwiesen ist. Das 4-AP-Modell hat im Rahmen der
Grundlagenforschung in der Vergangenheit und Gegenwart wertvolle Erkenntnisse iiber
Synchronisation und Rhythmisierung in neuronalen Netzwerken ermoglicht. In der
tatsdchlichen Epilepsieforschung spielt es hingegen kaum eine Rolle. Diese Tatsache

sollte sich dann auch in einer addquaten Terminologie widerspiegeln.



5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde durch den K'-Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-AP,
100 uM) unter Blockade exzitatorischer Aminoséurerezeptoren (CNQX, 10 uM; D-APS5,
10 M) eine synchronisierte, neuronale Aktivitét in neocorticalen Gehrinschnittpraparaten
der Maus in vitro ausgelost. Diese Synchronisation wird zum grofsten Teil iiber GABA -
und zum kleineren Teil {iber GABAg-Rezeptoren vermittelt, was zur Bezeichnung » GABA-
Wellen« gefithrt hat. Bekannt ist, dass vor allem Interneurone des Neocortex extensiv iiber
Gap Junctions gekoppelt sind. Gap Junctions sind aus Connexin-Untereinheiten aufgebaut.
Das bedeutendste neuronale Connexin ist Cx36; ebenfalls in Neuronen exprimiert wird
Cx45. In der Vergangenheit haben mRNA-Expressionsstudien und elektrophysiologische
Versuche mit pharmakologischen Gap Junction Blockern Hinweise auf eine herausragende
Bedeutung elektrischer Synapsen fiir die synchronisierte neuronale Aktivitdt unter 4-
Aminopyridin geliefert. Um die diesbeziigliche Bedeutung von Gap Junctions direkt
zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit GABA-Wellen in Wildtyp-, Cx36-
Knockout- und Cx45-Knockout-Mé&usen anhand intra- und extrazelluldrer Ableitungen
von Pyramidenzellen sowie Interneuronen des Neocortex verglichen. Die Ergebnisse der

Arbeit sind im Folgenden kurz zusammengefasst:

1. Anhand von Feldpotentialableitungen iiber 170 Minuten konnte gezeigt werden, dass
die Synchronisation neocorticaler Netzwerke im 4-Aminopyridin-Modell im Wildtyp mit

fortschreitender Zeit zunimmt.

2. Der Vergleich von Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen iiber 30 Minuten
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und Cx45KO.

3. Der Vergleich von Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen zwischen
Wildtyp und Cx36KO iiber 30 Minuten ergab flir den Cx36KO eine in intra- und

extrazelluldren Ableitungen signifikant hohere Frequenz sowie eine in intrazelluldaren
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Ableitungen signifikant niedrigere Dauer und in extrazelluldren Ableitungen signifikant
niedrigere Amplitude. Dies zeigt, dass der Knockout von Cx36 die Induktion der GABA-
Wellen nicht beeintriachtigt, jedoch zu einem geringeren Ausmafs an Synchronisation im

Neocortex der Maus fiihrt.

4. Dieses geringere Ausmafl an Synchronisation im Cx36KO ist offenbar auf Unterschiede
zwischen supragranuldren Pyramidenzellen und Interneuronen in diesen Genotypen

zurtiickzufiihren.

5. Der Befund in 3. steht im Widerspruch zu Versuchen mit Gap Junction Blockern. Die
Substanzen Carbenoxolon (50 pM), 1-Heptanol (2mM) und Mefloquin (50 pM) fiihrten
zu einer signifikanten Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen im Wildtyp. Der Effekt
von Carbenoxolon auf die Parameter der GABA-Wellen ist in Wildtyp und Cx36KO im
gleichen Ausmaf vorhanden. Von sémtlichen Gap Junction Blockern ist bekannt, dass sie
unerwiinschte Wirkungen aufweisen und nur begrenzt oder gar nicht selektiv wirken. Die
vorliegende Arbeit legt somit nahe, dass die Effekte von Gap Junction Blockern auf die
synchronisierte neuronale Aktivitit unter 4-Aminopyridin méglicherweise nicht auf der
Blockade elektrischer Synapsen, sondern auf anderen Mechanismen, beispielsweise einer
direkten Inhibition von GABA p-Rezeptoren, beruhen. Gap Junction Blocker sind in der

Vergagenheit moglicherweise zu unkritisch eingesetzt worden.

6. Unter Einfluss von Carbenoxolon kommt es im Cx45KO im Vergleich zum Wildtyp
zu einer signifikanten Zunahme von Amplitude und Dauer der GABA-Wellen. Damit
ergibt sich in dieser Arbeit ein erster Hinweis darauf, dass Cx45 moglicherweise in einer
speziellen Subpopulation neocorticaler Neurone exprimiert wird, die eine entscheidende

Rolle bei der Modulation synchronisierter Aktivitit spielen kénnte.

7. Die Amplitude der GABA-Wellen in intrazelluldren Ableitungen ist eine lineare Funktion
des Membranpotentails zum Zeitpunkt ihrer Entstehung. Das Umkehrpotential der GABA-
Wellen im Neocortex der Maus lag in dieser Arbeit bei —73.40 + 0.83 mV. Dies legt nahe,

dass es sich hierbei um einen chloridabhéngigen Vorgang handelt.

8. Erstmals werden ektope, mehrfach reversible Dauerentladungen neocorticaler Pyrami-
denzellen und Interneurone unter 4-Aminopyridin beschrieben. Diese Dauerentladungen
sind vermutlich nicht synaptischen Ursprungs, sondern durch eine direkte Wirkung von

4-Aminopyridin auf einzelne Neuone bedingt.
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