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Abktirzungen

ACH  Acetylcholin

ACSF  kinstliche Cerebrospinallosung (Artificial cerebrospinal fluid)
CCH  Carbamoylcholinchlorid

CCK  Cholecystokinin

Ci Korrelations-Index

DHBE Dihydro-B-Erythroidinhydrobromid

EEG Elektroenzephalogramm

EPSP  exzitatorische postsynaptische Potentiale
EPSC exzitatorische postsynaptische Strome
FFT schnelle Fourier-Transformation

GABA y-Aminobuttersdure

ING Interneuron-Netzwerk Gamma

KA Kainsdure

KO Knock-out Mutante

LFP lokales Feldpotential

MEA  Multielektrodenarray

mMEPSC miniatur exzitatorische postsynaptische Strome
mRNA Boten-Ribonukleinsdure

nNACHR nikotinischer Acetylcholinrezeptor

NGFZ neurogliaforme Zellen

NRG3 Neuregulin 3

PFC prafrontaler Cortex

PG persistentes Gamma

PING Pyramiden-Interneuron-Netzwerk Gamma
PHYS Physostigminhemisulfat

PPR paarige Puls Ratio

PrL pralimbischer Cortex

PV Parvalbumin

SOM  Somatostatin

TMPH Tetramethylpiperidinheptanoate-Hydrochlorid



VE
VIP
vgl.

WT

voll entsalzt
vasoaktives intestinales Polypeptid
vergleiche

Wildtyp

10



Einleitung

Die elektrischen Eigenschaften neuronalen Gewebes stehen seit den historischen Experimenten
eines Galvani im ausgehenden 18. Jahrhundert im Zentrum des Interesses und der experimentellen
Forschung zur Funktion neuronaler Schaltkreise. Fortschritte wurden dabei wesentlich auch durch
die standige Entwicklung neuer elektrophysiologischer Messmethoden erreicht, die sowohl auf
zelluldrer Ebene als auch auf Systemebene neue Analysemdglichkeiten zur Verfligung stellten. So ist
es heute moglich, elektrische Prozesse in subzellularen Kompartimenten von Nervenzellen zu
untersuchen und andererseits in der Systemphysiologie die Aktivitat tausender Neurone aufzul6sen.
Eine gute Beschreibung neuronaler Prozesse bedarf des Einsatzes vielfaltiger Analysemethoden auf
verschiedenen Systemebenen. Dabei unterscheidet man grundsétzlich Verfahren, die in vivo und ex

vivo angewandt werden.

In vivo Verfahren in der Neurophysiologie
Das bekannteste in vivo Verfahren ist das Enzephalogramm (EEG), das 1924 erstmals am Menschen

von Hans Berger eingesetzt wurde und seitdem ein wichtiges nicht invasives Werkzeug in der
Neuropsychatrie, der Epilepsiediagnose (Trimble, 2016) und in wissenschaftliche Experimente an

meist groBeren Versuchstieren wie z.B. Primaten ist.

Magnetoenzephalographie, das eine bessere durchdringungstiefe als das klassische EEG bietet, ist
auch eine Moglichkeit Aktivitdt im Gehirn aufzunehmen, findet aber, auf Grund des hohen

Heliumverbrauchs und des grofRen technischen Aufwands, meist nur bei Menschen eine Anwendung.

Fiir Aufnahmen von tieferen Hirnregionen kann man Feldelektroden implantieren und die Ableitung
oder die Stimulation der Region mit dem Verhalten korrelieren, wie z.B. fiir die Untersuchung von

Orts- und Gitterzellen (O'Keefe and Dostrovsky, 1971;Brun et al., 2002).

In leicht zugdnglichen Regionen des Neocortexes kann man auch Einzelzellen mittels Patch-Clamp
untersuchen. Dabei kann man entweder ohne optische Hilfsmittel vorgehen (Margrie et al., 2002)

oder mit Unterstltzung eines 2-Photonen-Mikroskops arbeiten (Jouhanneau et al., 2015).

Transkraniale Magnetstimulation erlaubt einem die nicht invasive Stimulation, was z.B. genutzt wird,
um die Auswirkung von Aktivierung verschiedener Areale bei unterschiedlichen psychiatrischen
Erkrankungen wie z.B. Depressionen (Sachdev et al., 2002) oder konditionierter Angst (Guhn et al.,

2014) zu testen.
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Abseits der Elektrophysiologie finden auch bildgebende Verfahren Anwendung wie zum Beispiel
Computertomographie, zur Darstellung von Geweben innerhalb des Tieres oder funktionelle

Magnetresonanztomographie, mit der sich Durchblutungsanderungen im Gehirn zeigen lassen.

In vitro Verfahren in der Neurophysiologie
In vitro stehen einem mehrere artifizielle Systeme zur Verfligung. Einerseits kann man akute

Gewebeproben oder Schnitte vermessen, andererseits kann man sich unterschiedlicher
Kultursysteme bedienen. Schnittkulturen (Kapoor et al.,, 1988) bieten einem die systemische
Moglichkeit circadiane, entwicklungsabhdngige oder pharmakologisch induzierte Veranderungen
innerhalb einer spezifischen Struktur zu beobachten, wahrend verschiedene Formen dissoziierter
Zellkulturen einem Erlauben die Interaktion, Entwicklung, circadianes Verhalten und Veranderungen
zwischen einem oder mehreren Zelltypen, Synapsen oder Autapsen mechanistisch zu verfolgen und

zu modulieren (Bekkers and Stevens, 1991;Tominaga et al., 1994;Segal et al., 2003).

In vitro Messungen lassen prinzipiell auch alle in vivo verwendeten Verfahren zu. Der technische
Aufwand, auf Grund kleinerer und isolierterer biologische Systeme, ist allerdings deutlich geringer

und weniger storanfallig.

Akute Hirnschnitte
In vitro Experimente kdnnen, im Gegensatz zu in vivo durchgefiihrte Studien, nie die Ganze eines

Systems reprasentieren. Dennoch bieten reduktionistische und artifizielle Systeme, wie
Gehirnschnitte, Moglichkeiten, die in vivo schwer zu erhalten sind. Wahrend man aus einem Gehirn
viele Praparate machen kann, ist die Anzahl von Elektroden, die man in einem lebenden Tier im
Gehirn platzieren kann schon allein durch die GroRe des Kopfes und der Elektrodenhalter viel
beschrankter. Die Untersuchung verhaltensunabhangiger mechanistischer Grundlagen und
Phianomene sowie die Interpretation der Daten gestaltet sich in vitro durch die strukturelle
Eingrenzung wesentlich einfacher, da das untersuchte System manipulierbarer und weitgehend
isoliert von Einfllissen anderer Hirnstrukturen ist. Die in vivo gemessene Konnektivitdt im Neocortex
(Jouhanneau et al., 2015) von 6,7% zeigt, dass die Situation in vitro diese Ergebnisse regionsabhéangig
mit 5-15% Konnektivitat (Bannister, 2005;Morishima et al.,, 2011;Jiang et al.,, 2015), trotz

abgeschnittener Axone, gut wiederspiegelt.

In vitro Experimente erlauben es einem die Versuchsanzahl bei geringerem Arbeits- und Zeitaufwand
in die Hohe zu treiben, bei gleichzeitig geringerem monetdrem und birokratischem Aufwand im

Verhaltnis zu Tierversuchsverfahren. Dadurch kann man Parameter erforschen, flir deren
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Beschreibung eine hohe Versuchsanzahl notwendig ist, wie zum Beispiel geschlechtsspezifische

Unterschiede oder Ansprechraten flr durch Stimulation induzierte Phdnomene.

Auch wenn Experimente im Gehirnschnitt in vivo Untersuchungen nicht ersetzen kénnen, sind
Schnittpraparate ein ideales und kostenglinstiges Modell fiir pharmakologische, gewebetypische und

mechanistische Untersuchungen.

Elektrophysiologische Verfahren, die im Hirnschnitt angewandt werden konnen

Extrazelluldre Ableitung und Feldpotentiale
Die einfachste Methode elektrische Aktivitdt in Geweben zu messen besteht daraus eine Elektrode in

oder am zu untersuchende Gewebe zu platzieren. Dabei werden je nach Elektrodenbeschaffenheit
groRere Areale des Gewebes und deren Feldpotentiale vermessen. Eine klassische humane, nicht
invasive Anwendung ware zum Beispiel das Elektroenzephalogramm (EEG), das einem Einblick in
Schicht | des Neocortexes gewdhrt. Um tiefere Hirnschichten und-regionen in vivo zu betrachten
missen die Elektroden implantiert werden. In vitro Experimente von Geweben oder Zellkulturen
geben einem eine chirurgisch weniger aufwendige und tierschutzrechtlich mit geringeren Auflagen

versehene Moglichkeit zur Untersuchung tieferer Hirnregionen mittels derselben Methodik.

Zur Untersuchung kleinerer Felder mit mehreren Elektroden werden sogenannte Multi-Elektroden-
Arrays (MEA) genutzt. Diese erlauben einem meist zwischen 32 - 256 Ableitung in einem
Gewebeschnitt oder Zellkultur. Dadurch lasst sich die rdumlich Auflésung der Messung erhéhen und

Signalantworten kleinerer Gebiete untereinander korrelieren.

Oszillationen von Neuronenverbdnden lassen sich extrazelluldr besonders einfach untersuchen.
Oszillationen sind deswegen interessant, weil unterschiedliche Oszillationsfrequenzen verschiedenen
Aufgaben zugeordnet werden kdnnen, wie zum Beispiel Schlaf oder Konzentration (siehe auch y-

Oszillationen auf Seite 15).

Extrazelluldre Untersuchungen lassen sich sowohl in einer Interface-Kammer, als auch in einer Bad-
Kammer vornehmen. Die Bad-Kammer erlaubt einem gleichzeitige Patch-Clamp-Anwendungen. Auch
Drogenapplikation scheint seine Wirkung schneller als in der Interface-Kammer zu entfalten.
Allerdings braucht man bei Oszillationsmessungen fiinfmal hohere Perfusionsraten als in der
Interface-Kammer zum erreichen &hnlicher Ergebnisse (Lu et al., 2012). AuBerdem hat die
Sauerstoffversorgung des Schnittes Einfluss auf die Qualitdt der Messung (Carlin and Brownstone,
2006;Huchzermeyer et al., 2008;Hajos et al., 2009;Huchzermeyer et al., 2013) und ist in der

Interface-Kammer leichter zu beeinflussen.
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Bei extrazellulare Bad-Ableitungen ist auflerdem zu beachten, dass durch den
Nebenschlusswiderstand des Bades die Amplitude von Populationsantworten geringer ausfallen kann

(Aitken et al., 1995;Lipton et al., 1995).

Intrazelluldre Ableitung und Patch-Clamp
Um einzelne Zellen zu vermessen kann man entweder mit scharfen Mikroelektroden die Zelle

penetrieren oder mittels Patch-Clamp ein Kontinuum zwischen dem Cytosol und dem Inneren einer
Pipette mit Elektrode herstellen. Patch-Clamp-Messungen bieten auf Grund des grofRen Zugangs zur
Zelle den Vorteil geringerer Widerstande, allerdings verdiinnt die Flissigkeit in der Pipette mit der
Zeit das Cytosol. Auch lassen sich hochauflésend aktive wie passive Eigenschaften des Neurons, wie
Zell-, Kanal- und Membraneigenschaften, Widerstande, Kapazitdten und Aktionspotentiale mittels

Patch-Clamp bestimmen.

Benutzt man mehr als einen Mikromanipulator mit zugehoriger Elektrode, lassen sich auch
Konnektivitaten zwischen verschiedenen Zellen testen. Dies sind gewebeabhdngig sehr zeitintensive
Experimente. Manche Hirnregionen zeigen eine Konnektivitat zwischen Zellen in naher Umgebung
von unter 5%. Dementsprechend miissen hunderte Verbindungen gemessen werden, um eine

statistische relevante Aussage treffen zu konnen.

Wenn man nicht blind oder in vivo ableiten mochte, miissen intrazellulare Messungen in einer Bad-

Kammer ausgefiihrt werden.

Elektrophysiologische Aufbauten

Alle Aufbauten sind darauf ausgelegt moglichst flexibel genutzt werden zu kdnnen. Dies Beinhaltet
die Nutzungsmoglichkeit von akuten Schnitten, Schnittkulturen und Zellkulturen. Auf technischer
Seite versuchen wir weitest gehend offene Systeme zu nutzen, die schnell anderwartig genutzt,

ausgetauscht, auf- oder umgeristet werden kénnen.

Interface-Kammer-Aufbau

Messungen von Feldpotentialen in Interface-kKammern sind seit Jahrzehnten ein etablierter
Bestandteil elektrophysiologischer Untersuchungen. Starken der Interface-Kammer liegen vor allem
in Oszillations-, Langzeitpotentzierungs- und —depressionsmessungen und der Untersuchung von so
genannten ,sharp-wave ripples”. Dabei werden Hirnschnitte in einer beheizbaren und Carbogen
angereicherten Kammer mit kinstlicher Cerebrospinallésung (ACSF) umspilt und die

Potentialdanderungen groRer Areale mit einer extrazelluldren Elektrode vermessen.
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Auch wenn es kommerziell erhaltliche Interface-Kammern gibt, haben wir uns fiir eine selbstgebaute
Losung entschieden, da diese wesentlich glinstiger sind und bessere Moéglichkeiten zur Anpassung an
neue Anforderungen bieten, gerade im Hinblick auf die Maximierung der experimentellen
Datenausbeute und Verwendung moglichst aller Gehirnschnitte oder mehrerer unterschiedlicher

Praparate aus einem Tier.

y-Oszillationen
y-Oszillationen beschreiben oszillatorische Aktivitaten von neuronalen Netzwerken von 30 Hz bis

100 Hz. y-Oszillationen lassen sich in vielen Hirnregionen nachweisen, wie zum Beispiel im
Hippocampus (Buzsaki et al., 1983), enthorinalen Cortex (Chrobak and Buzsaki, 1998), visuellen
Cortex (Gray et al., 1989) oder sensomotorischen Cortex (Murthy and Fetz, 1992). y-Aktivitat wir
unteranderem in Verbindung mit assoziativem Lernen, erhohter Erregtheit und fokussierter
Aufmerksamkeit gebracht (Bouyer et al., 1981;Steriade et al., 1996;Miltner et al., 1999;Steinmetz et
al., 2000). Im Neocortex werden y-Oszillationen vorallem in der Schicht II/1ll generiert (Roopun et al.,

2006).

Es gibt drei Modelle zur kortikalen y-Rhythmusgenerierung: Interneuron-Netzwerk Gamma (ING),
Pyramiden-Interneuron-Netzwerk Gamma (PING) und persistentes Gamma (PG) (Whittington et al.,
2011). ING-Modelle sind simple, auf Interneuronennetzwerke aufgebaute Modelle, deren lokale y-
Oszillation charakterisiert ist durch eine Folge von inhibitorischen postsynaptischen Ereignissen in
inaktiv erscheinenden Prinzipalneuronen und schnell feuernden Interneuronen (Whittington et al.,
1995;Traub et al., 1996). PING-Modelle beruhen auf der reziproken Verschaltung von Inter- und
Prinzipalneuronen zur y-Oszillationsgenerierung (Traub et al., 1997). Hier ist der vorherrschende
Mechanismus phasische Exzitation der Interneurone, nach orthodromer Aktionspotentialgenerierung
in Prinzipalneuronen (Whittington et al., 2000). Im PING-Model wird der y-Rhythmus wahrscheinlich
durch parvalbumin-positive Korbzellen synchronisiert (Whittington et al., 2000;Whittington et al.,
2011). ING- und PING-basierende Oszillationen scheinen in kortikalen Netzwerken allerdings nur
transient, wahrend oder kurz nach Perioden hoher Aktivitdt von Prinzipalneuronen. PG-Modelle
involvieren tonische Aktivierung von Kainsdurerezeptoren, muscarinergen Rezeptoren und
metabotropen Glutamatrezeptoren und Oszillationen kdnnen stundenlang anhalten. Dabei scheinen
Frequenzunterschiede der Oszillation nur geringen Einfluss auf die Power zu haben (Whittington et

al., 2011).

Multielektrodenarray
Multielektrodenarrays (MEA) geben einem die Moglichkeit zur Beobachtung von Feldpotentialen im

Praparat mit einer genaueren raumlichen Auflésung als in die Interfacekammer. Dies erlaubt einem
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nicht nur Potentialanderungen zu messen, sondern auch nach Mustern in der zeitlichen Aktivierung
der verschiedenen Ableitorte zu suchen und das Verhalten kleinerer Zellverbdande oder cortikaler
Kolumnen zu analysieren. Die bessere raumliche Auflésung erlaubt einem nicht nur die
Untersuchung induzierter Aktivitdt, wie bei der Interface-kammer, sondern auch spontaner
Ereignisse, die in der Interface-Kammer aufgrund des groRen Feldes und der damit verbundenen

niedrigen Auflésung uninteressant sind.

Die Auswertung der MEA-Daten gestaltet sich durch die hohe Anzahl von Elektroden technisch
schwieriger und komplexer als in Einzelelektrodenmessungen, bietet einem aber durch die hohe
raumliche Auflosung mehr mogliche zu untersuchende Parameter als die Interface-Kammer. Auch
Einzelereignisse und Spannungsspitzen kleiner Zellpopulationen lassen sich mit dieser Technik
analysieren. Allerdings sind die Untersuchungsmethoden im Verhaltnis zur Interface-Kammer oder
Patch-Clamp bisher weniger ausgiebig beschrieben und es mangelt an kommerzieller Software zur

Analyse.

Patch-Clamp-Aufbau

Die Patch-Clamp-Technik erlaubt es dem Experimentator die elektrophysiologischen Eigenschaften
einzelner Zellen, deren Verbindungen untereinander und lonenkanéle zu vermessen (Neher et al.,
1978;Sakmann and Neher, 1984). Meist wird mit einem — zur Vermessung passiver und aktiver
Eigenschaften einzelner Zellen oder Synapsen - oder zwei Mikromanipulatoren gearbeitet, falls auch
noch Interesse an Zell-Zell-kKommunikation oder Konnektivitat besteht. Ableitungen mit mehreren
Elektroden sind schwieriger, da sich die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass die Verbindung zur einer der
Zu messenden Zellen abreillit, sei es durch Verfahrensfehler des Experimentators oder
praparatinhdrente Probleme. Trotz steigender Schwierigkeit nimmt die Ausbeute gemessener
Verbindung mit mehr Mikromanipulatoren zu. Die Anzahl der moglichen Zellverbindungen N bei
Mikromanipulatoranzahl n errechnet sich aus N=n*(n-1). Zum Beispiel kann man mit acht

Mikromanipulatoren bis zu 56 Zellverbindungen auf einmal zu testen.

Auch beim Patch-Clamp ist es hdufig der Fall, dass ein einzelner Experimentator an einem Messtag
nie alle gewonnen Hirnschnitte vermessen kann. Aufgrund des Aufbaus und der anspruchsvollen
Technik, lasst sich dieses Problem nur l6sen, indem man mehr Setups und Experimentatoren zur Hilfe
nimmt. Dies ist durch die damit anfallenden Kosten unrealistisch. Es ist sinnvoller, die
Praparatausnutzung zu optimieren. Hierfir wird ein Patch-Clamp-Aufbau mit mehreren
Mikromanipulatoren ausgestattet. Damit kann man nicht nur mehrere Zellen gleichzeitig vermessen

und so die Erfolgsrate innerhalb eines Praparats erhohen, sondern auch die synaptischen
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Verbindungen der Zellen testen. Multi-Elektroden-Patch-Clamp-Aufbauten mit bis zu zwolf
Mikromanipulatoren werden schon angewandt (Perin and Markram, 2013), allerdings sind diese
Anwendung noch sehr komplex, schwer handhabbar und bediirfen lange Trainingszeiten des

Experimentators.

Welche Hirnregionen eignen sich besonders fiir Untersuchungen in akuten

Hirnschnitten von transgenen und pharmakologischen Tiermodellen?

Natirlich besteht bei der Antwort auf diese Frage eine gewisse Abhdngigkeit von dem verwendeten
Modell und wieviel Vorwissen zu der zu untersuchenden Thematik existiert. Nichts desto trotz haben
viele psychiatrische Erkrankungen und Dysfunktionen des Gehirns einen Effekt auf mehrere
Hirnregionen. Dementsprechend gibt es Hirnregionen, die in verschiedensten Erkrankungen eine
hervorgehobene Rolle spielen. Wir haben unseren Fokus daher auf zwei Regionen gelegt, die sich
unserer Ansicht nach auch bei vielen unbekannten Parametern besonders gut dazu eignen

pharmakologischen Einfluss und genetische Veranderungen im Gehirn zu analysieren.

Der prafrontale Cortex und warum wir ihn als Modell nutzen
Der prafrontale Cortex (PFC) ist in eine Vielzahl hoherer kognitiver Funktionen involviert, wie zum

Beispiel Planung komplexen Verhaltens, Aufmerksamkeit, Entscheidungsfindung, Personlichkeit,
Arbeitsgedachtnis und sozialem Verhalten (Damasio et al., 1994;Arnsten and Li, 2005;Coutlee and
Huettel, 2012;dos Santos Coura and Granon, 2012;Euston et al., 2012;Rossi et al., 2012;Funahashi,
2013;Jin and Maren, 2015). Es ist daher nicht verwunderlich, dass der PFC mit vielen neurologischen
Krankheitsbildern assoziiert ist, wie zum Beispiel Schizophrenie (Sigurdsson and Duvarci, 2015),
Depression (Swaab et al., 2000), Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom, Hyperaktivitdt , Angststorungen
(Sonuga-Barke et al., 2015) oder spaten Phasen von Parkinson (Poletti and Bonuccelli, 2012). Genau
so wenig Uberraschend ist die Konnektion des PFCs mit zahlreichen Hirnregionen, unteranderem
Verbindungen zu sensorischen Arealen, Striatum, Thalamus, Hypothalamus, Hippocampus,

motorischen und limbischen Arealen (Ongur and Price, 2000;Gabbott et al., 2005;Li et al., 2015).

Der dorsolaterale PFC der Primaten entspricht in der Ratte dem medialen PFC (mPFC) in seinen
Funktionen (Uylings et al., 2003). Dem mPFC werden der pralimbische Cortex (PrL), der
infralimbische Cortex und medioprazentrale Cortexareale zugerechnet (Krettek and Price, 1977;Ray
and Price, 1992). In der Ratte ist der mPFC agranular und besitzt keine Schicht IV (Van Eden and
Uylings, 1985).
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In Primaten gibt es Hinweise, dass der prafrontale Cortex in Kolumnen organisiert ist (Mountcastle,

1997;Hirata and Sawaguchi, 2008).

Trotz der vielen Implikationen des PFCs in Krankheiten, Bewusstsein und Verhalten ist diese
Hirnstruktur elektrophysiologisch betrachtet bisher nicht hinlanglich erforscht und seine
Organisation und Zell-Zell-Verschaltung weitgehend unbekannt. Daher ist es nicht nur von Prioritat
seine Architektur zu beschreiben und verstehen, sondern auch Tiermodelle zu entwickeln, die es
einem Erlauben pharmakologische Auswirkungen, auch auf kognitive Funktionen, zu Testen. Daher
ist eins der Ziele dieser Arbeit ein y-Oszillationsmodel zu entwickeln, das weiter von der Grenze zu

schnellen B-Oszillationen entfernt ist, um héhere kognitive Funktionen zu reprdsentieren.

Der Hippocampus und warum wir ihn als Modell nutzen

Tap XX°

ot Waresa

C.GDLEI. Fina Anatomia dei Ceatri Nervosi

#A Do

Abbildung 1 Darstellung des Hippocampus einer neu geborenen Katze vercindert nach Golgi (Golgi et al., 2001): CA Cornu
Ammonis DG Gyrus dentatus EC entorhinaler Cortex SB Subiculum Str. or Stratum oriens Str. pyr Stratum pyramidale Str.
rad Stratum radiatum Str. la-mo Stratum lacunosum-moleculare Str. mo Stratum moleculare Str. gr Stratum granulosum

Der Hippocampus ist in der Elektrophysiologie ein haufig genutztes Modellsystem. Diese Substruktur
des Temporallappen setzt sich aus dem Gyrus dentatus, Cornu Ammonis und dem Subiculum
zusammen (Squire et al., 2004). Seine dreischichtige Zytoarchitektur unterscheidet sich von dem
sechsschichtigen Aufbau des Iso- oder Neocortex und wird als Allocortex oder, wenn man sein

phylogenetisches Alter betonen mochte, Archicortex bezeichnet. Stratum oriens beinhaltet
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vorwiegend die apikalen Dendriten der Pyramidenzellen, Stratum pyramidale die Somata und

Stratum radiatum basale Dendriten und Axone (Spruston, 2008;Bartsch and Wulff, 2015).

Der Gyrus dentatus erhalt seine Eingdnge vorallem aus dem enthorinalen Cortex, aber auch aus dem
Pra- und Parasubiculum und projiziert in die CA3-Unterregion der Cornu Ammonis, welche wiederum
Verbindungen zu CA2 und CA1 aufweist (Witter et al., 2000;Witter and Moser, 2006;Witter et al.,
2014). Von CA1 fihren Projektionen zum Subiculum (Witter et al., 2014). Vom Hippocampus gehen
auch direkte Verbindungen zum PFC und mehrere indirekt, unteranderem tber das Subiculum und
den enthorinalen Cortex. Die Aktivitat beider Hirnregionen scheinen sich soweit zu beeinflussen und
modulieren, dass vorgeschlagen wird, sie als Teil eines interagierenden Netzwerks, notwendig fir

gedachtnisabhangiges Verhalten, zu betrachten (Shin and Jadhav, 2016).

Der Hippocampus spielt, wie man unteranderem aus Lasionsstudien weil3, eine tragende Rolle fiir das
Langzeitgedachtnis (Squire, 2004;Squire et al.,, 2007). AuRerdem ist der Hippocampus im
Zusammenspiel mit dem enthorinalen Cortex an rdumlicher Orientierung beteiligt (O'Keefe and

Dostrovsky, 1971;Witter and Moser, 2006;Witter et al., 2014).

In Krankheiten, wie zum Beispiel Alzheimer, Epilepsie, Parkinson, Schizophrenie und Multipler
Sklerose kommt es zu Beeintrachtigungen des Hippocampus und seiner Funktion (Calabresi et al.,

2013;Bartsch and Wulff, 2015;Hollands et al., 2016;Seinfeld et al., 2016).

Eine Publikationsdatenbanksuche mit den Stichworten Hippocampus und Elektrophysiologie ergibt
mehr als 5000 Ergebnisse, was verdeutlicht, dass der Hippocampus fiir in vivo, in vitro, Patch-Clamp,
LFP-Messungen und Lernmechanismen wie Langzeitpotenzierung und -depression liber mehrere
Spezies wie Ratte, Maus und Affe ein etabliertes und gut untersuchtes Modell ist. Seine Architektur,
Zelltypen und Mechanismen sind weitestgehend gut beschrieben und bekannt. Dies, seine
Involvierung in unterschiedliche Krankheiten und die Verbindungen zum PFC, machen den
Hippocampus interessant fiir verschiedene elektrophysiologische Untersuchungen und als Vergleich

zwischen Wildtyp und genmanipulierten Organismen

Analyse transgener Tiermodelle neuropsychatrischer Erkrankungen

Transgene neuropsychatrische Modelle werden zuerst in Verhaltensversuchen evaluiert, um
Anhaltspunkte fiir mogliche Verdanderungen im Gehirn zu erhalten. Mit den gewonnen Hinweisen
werden hinterher histologische Untersuchungen der in ndahere Auswahl gerlickten Hirnregionen
vorgenommen. Die daraus erlangten Erkenntnisse werden dann versucht mit elektrophysiologischen

Daten zu untermauern.
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Wir entschlossen uns das etablierte Konglomerat unserer elektrophysiologischen Messaufbauten an
einer Neuregulin-3-Knock-Out-Maus zu testen, da fiir diese Tiere bereits verhaltensexperimentelle

(Loos et al., 2014;Loos et al., 2016) und histologische Daten (noch nicht veréffentlicht) vorliegen.

Beispiel: Neuregulin 3 und ErbB4
Neureguline (NRG) sind Proteine flr Zell-Zell-kKommunikation. Sie sind Liganden fiir Rezeptor-

Tyrosinkinasen der ErbB-Familie. NRG 1-3 werden unteranderem im Gehirn von Saugern exprimiert.
Von NRG1 ist bekannt, dass es eine zentrale Rolle fiir die Gehirnentwicklung und Funktion einnimmt,
z.B. bei der Proliferation von Schwannzellen oder bei der Migration von kortikalen Interneuronen

(Falls, 2003;Flames et al., 2004).

Die Funktion von NRG3 ist nicht endgiiltig geklart. Allerdings wei man, dass NRG3 ein Ligand fir die
Rezeptor-Tyrosinkinase ErbB4 ist (Zhang et al., 1997). Blockade des NRG3/ErbB4-Signalweges scheint
Angstzustdnde bei Nikotinentzug in Mausen zu unterdriicken (Turner et al., 2014). Im mPFC der Maus
konnte gezeigt werden, dass NRG3 die Impulskontrolle beeinflusst. NRG3-Null- Mause scheinen keine
veranderte Impulsivitat zu haben, allerdings sind sie wesentlich aktiver als ihre Wildtypverwandten
(Loos et al., 2014). Eine Uberexpression von NRG3 lies Méause in Verhaltenstest impulsiver handeln.
NRG3 und Polymorphismen dieses Proteins werden daher in Verbindung mit Sucht, Angststérungen,
Schizophrenie, Alzheimer, bipolarer Stérung und Aufmerksamkeitsstorungen gebracht (Meier et al.,
2013;Loos et al., 2014;Paterson and Law, 2014;Wang et al., 2014;Zeledon et al., 2015;Hayes et al.,
2016;Loos et al., 2016). AulRerdem wird NRG3 im Gegensatz zu anderen Neuregulinen nur im

zentralen Nervensystem exprimiert (Zhang et al., 1997;Longart et al., 2004).

Glutamat-Decarboxylase67 ist in allen ErbB4-positven Neuron vorhanden, womit alle ErbB4-positiven
Neurone Interneurone sind; allerdings exprimiert nicht jedes Interneuron ErbB4. Im Cortex und
Hippocampus findet die Expression von ErbB4 vor allem in PV- und SOM-positiven Zellen statt (Yau et
al., 2003;Vullhorst et al., 2009;Fazzari et al., 2010;Neddens and Buonanno, 2010;Neddens et al.,
2011;Bean et al., 2014). Im somatosensorischen Cortex sind ErbB4-Interneurone besonders in Schicht
II/1Il gefolgt von Schicht | anzutreffen (Bean et al.,, 2014). Im PFC von Mausen wird Uber ErbB4-
Aktivierung mittels NRG1 die Synchronizitdt der KA induzierten y-Oszillation erhéht (Hou et al,,
2014). ErbB4-deletionsmutante Mause scheinen kein Defizit in GABAerger Synapsenentwicklung im

PFC zu haben, allerdings ist die Pyramidenzellaktivitat erhoht (Yang et al., 2013).

ErbB4 wird im Hippocampus der Maus in PV-positiven Interneuronen, aber nicht in Pyramidenzellen
exprimiert (Vullhorst et al.,, 2009) und ErbB4-Aktivierung erhoht die GABAerge Transmission im
Hippocampus (Chen et al., 2010). Im Ammons Horn, einer Substruktur des Hippocampus, findet man

ErbB4-postive Interneurone vor allem im stratum pyramidale (Bean et al., 2014).
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Analyse modulatorischer Systeme in Hirnschnitten
Neuronale Aktivitat, vor allem ausgel6st durch unseren wichtigsten Neurotransmitter Glutamat, kann

durch viele andere Transmittersysteme moduliert werden. Diese modulatorischen Systeme zeichnen
sich durch Transmitter aus, die von einer kleineren Gruppe Neurone ausgeschiittet werden und tber
die Cerebrospinalflissigkeit die Aktivitat in groferen Arealen beeinflussen. Bekannte Modulatoren
sind z.B. Serotonin, Dopamin, Noradrenalin oder Acetylcholin. Modulatoren wie Serotonin wirken
Uber metabotrope Rezeptoren und haben dadurch eine langerfristige Auswirkung auf die Aktivitat
der Neurone. Acetylcholin kann sowohl metabotrop lber muscarindrge Rezeptoren, wie ionotrop
Uber nikotinische Rezeptoren Einfluss nehmen. Fiir uns ist das cholindrge System, vor allem durch
seine Rolle in y-Oszillationen und die Expression von muscarinargen Rezeptoren im Neocortex und

Hippocampus, von Interesse.

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren
Der nikotinische Acetylcholinrezeptor (nACHR) ist ein pentamerer, ionotroper Kanal und gehort zur

Cystein-Schleifen-Superfamilie, wie GABAA- oder 5-HT3-Rezeptoren (Changeux, 2012). Es sind 12
neuronale Untereinheiten fiir nACHRs beschrieben — a2 - a10 und B2 - B4 (Gotti and Clementi, 2004).
Dies erlaubt fiir eine hohe Anzahl verschiedenster Rezeptorkompositionen (Gotti et al., 2006). Sie
kénnen sowohl als Homo-, wie Heteropentamere vorkommen. Im zerebralen Cortex konnten bisher
die Untereinheiten a4, a5, a7 und B2 nachgewiesen werden. Die Heteromere im Neocortex
bestehen aus mindestens zwei a4- und B2-Untereinheiten, wobei die fiinfte Untereinheit a4, a5 oder
B2 seien kann (Albuquerque et al., 2009). In Mensch, Maus und rekombinant in Xenopus-Oozyten
wurde auch eine a7B2-Variaton nachgewiesen (Liu et al., 2009;Moretti et al., 2014). Homomer bildet
im Neocortex nur die a7-Untereinheit einen funktionalen Rezeptor. Alle nACHRs sind permeabel fir
Natrium, Kalium und Calcium, wobei der a7-Rezeptor eine besonders hohe Permeabilitat fir Calcium
aufweist (Fucile, 2004). Uber den Calciumeinstrom durch nACHRS und den mit ihnen assoziierten
spannungsabhéngigen Calciumkanilen kann die Exozytose, Plastizitdt und Apoptose / Entwicklung

beeinflusst werden (Dajas-Bailador and Wonnacott, 2004).

Im Hippocampus koénnen auflerdem noch a3p4-nACHRs nachgewiesen werden (Lomazzo et al.,

2010;dos Santos Coura and Granon, 2012).

Homomere a7-Rezeptoren besitzen flinf ACH-Bindungsstellen, geformt zwischen jeder Untereinheit.
Heteromere Rezeptoren, haben nur zwei ACH-Bindungsstellen, die nur zwischen a- und B-
Untereinheiten gebildet werden konnen, wobei a5 und B3 keine Bindungsstellen haben, sondern nur

modulierende Eigenschaften besitzen (Gotti et al., 2006).
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Lokalisation von nACHRs und neuronale Verschaltung im PFC

ACHRs konnen in allen Schichten des Isocortexes gefunden werden (Schroder et al., 1989;Happe et
al., 1994). a7-Untereinheiten kénnen auf glutamatergen Synapsen, sowie dem Soma nachgewiesen
werden und vom PFC praparierte Synaptosome kdnnen mit a7- und B2-Agonisten zur Aspartat-
ausschittung angeregt werden (Dickinson et al.,, 2008). In Korbzellen und Chandellierzellen im
Neocortex konnten bisher keine a432-Rezeptoren nachgewiesen werden (dos Santos Coura and
Granon, 2012). Im Motorcortex der Ratte gezeigt werden, dass regular und Irreguldr feuernde
Interneurone, die beide positiv fiir Cholecystokinin (CCK) und vasoaktive intestinale Polypeptide (VIP)

sein konnen (Markram et al., 2004), nikotinische a42-Rezeptoren exprimieren (Porter et al., 1999).

Ein GroRteil der Schicht | Interneurone exprimieren funktionelle postsynaptische nACHRs und
inhibieren Schicht II/lIl Interneurone. a4, a7 und B2 mRNA ldsst sich in unterschiedlichen
Interneuronen nachweisen (Christophe et al.,, 2002). Neurogliaforme Interneurone (NGFZ)
exprimieren nACHRs, entgegen vorheriger gegenteiliger Darstellung (dos Santos Coura and Granon,
2012), allerdings wird der kurzeitige aktivierende Effekt von muscarinergen M1-Rezeptoren, die
einen langen inhibitorischen Effekt auf die Zelle austiben, meistens Gberdeckt (Brombas et al., 2014).
Schicht | NGFZ des Neocortexes vermitteln iber extrasynaptische GABAs- und GABAg-Rezeptoren
eine Inhibition der Schicht 11/11l Pyramidenzellen, durch GABA-Ausschittung in den Extrazellularraum
(Olah et al., 2009;Wozny and Williams, 2011). Klassisch akkommodierende Zellen projizieren auf
Schicht 1I/1ll Pyramidenzellen und schnell feuernde Interneurone (Wozny and Williams, 2011) — zu
den auch die Korbzellen gehoren - und kénnen auch VIP-positiv sein (Markram et al., 2004). Im mPFC
der Maus konnte gezeigt werden, das Layer | Interneurone, die positiv fir VIP sind, vor allem
somatostatin-positive (SOM) und parvalbumin-positive (PV) Interneurone und vereinzelt auch
Pyramidenzellen inhibiert (Pi et al., 2013). Die Aktivierung von VIP-positiven Interneuronen fiihrt
somit Uber die Inhibition von SOM/PV-Interneuron zur Disinhibition des Netzwerkes (Jackson et al.,

2016).

Exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP) von Schicht 1I/1ll Pyramidenzellen des PFC lassen
sich mit nikotinischen Agonisten modulieren; wahrscheinlich findet diese Modulation prasynaptisch
an den Dendriten statt (Vidal and Changeux, 1993). Neuere Experimente in der Maus widersprechen
dieser Darstellung (Poorthuis et al., 2013). In der Maus konnte gezeigt werden, dass eine Minderheit
der Schicht II/Ill Pyramidenzellen und die Meisten schnellfeuernden Interneurone a7-Rezeptoren
haben, aber generell keine a4f2-Rezeptoren (Poorthuis et al., 2013). Des Weiteren besitzen nicht-

schnellfeuernde SOM-Interneurone a4f2-Rezeptoren (Poorthuis et al., 2013).

Schicht V Pyramidenzellen und schnellfeuernde Interneurone des PFC der Maus kénnen funktionale
a7-nACHRs exprimieren (Poorthuis et al., 2013), was im gegensatzlich zu Couey et alii Experimenten

steht (Couey et al., 2007). Thalamokortikale Verbindungen, die in der Ratte und Maus auf
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Pyramidenzellen der Schicht V und teilweise auch hoéhere Schichten projizieren, lassen sich

nikotinisch modulieren (Gil et al., 1997;Gioanni et al., 1999;Lambe et al., 2003).

Schicht VI Pyramidenzellen des Neocortexes lassen sich cholinerg stimulieren und modulieren und
spielen eine wichtige Rolle in cortico-corticoaler und cortico-thalamischer Signalverarbeitung. Es ist
eine der wenigen Hirnregionen in der sich a5-Untereinheiten nachweisen lassen (Wada et al.,
1990;Proulx et al.,, 2014). Des Weiteren exprimieren Schicht VI Pyramidenzellen des PFC a4p2-
Rezeptoren (Poorthuis et al.,, 2013), wobei es entwicklungsabhdngige Unterschiede der

Stimulierbarkeit zwischen Mannchen und Weibchen gibt (Alves et al., 2010).

Schicht |

Schicht 11/

SchichtV

Schicht VI

Abbildung 2 Darstellung der Verteilung von nACHRs und Zellkonnektivitit, wie sie in der Literatur dargestellt wird. Leider
beziehen sich verschiedene Veréffentlichungen in unterschiedlicher Weise auf morphologische, histologische und
elektrophysiologsiche Zelleigenschaften. Zelltypen, die sich durch mehrere dieser Eigenschaften auszeichnen, sind
mehrfarbig markiert. Es wird in dieser Darstellung kein Wert auf synaptiscche Stérke oder Lokalisation der Synapse gelegt.
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Ein Review, dass viele der multiplen Aspekte und Marker fiir interneuron darstellt ist Markram 2004. Fiir eine vereinfachte
Darstellung siehe Abbildung 31 NGFZ neurogliaforme Zelle VIP vasointestinales Peptid positves Interneuron c-AC klassiche
akkomodierende Zelle CCK Cholecystokinin positive Zelle IS irrequldre feuernde Zelle BC Korbzelle P Pyramidenzelle SOM
Somatostatin positive Zelle PV Parvalbumin positive Zelle FS schnell feuerndes Interneuron NFS nicht schnellfeuerndes
Interneuron

Zielsetzung
Untersuchungen von Mutanten und gentechnisch manipulierten Organismen sind langwierig, vor

allem durch den Mangel an Vorwissen, zu welchen Veranderungen die Mutation, Insertion oder

Deletion im Organismus fiihrt.

Um die elektrophysiologische Beschreibung fiir veranderte Organismen oder unbeschriebene
Hirnareale zu beschleunigen, ist es von Nutzen, nicht nur ein Konglomerat von Unterschiedlichen
Messaufbauten und Methoden zur Verfligung zu haben, sondern diese auf hohen Datendurchsatz
und maximale Nutzung des unter Umstanden beschrankten Ausgangsmaterials zu optimieren, sowie
die Experimentanzahl ohne zusatzlichen Versuchstierverbrauch hochzutreiben, um die statistische

Aussagekraft zu verbessern.

Bei den Messaufbauten handelt es sich um Methoden fir Messungen von Feldpotentialen in
Interfacekammern, Multielektrodenarrays (MEA), um das Verhalten der Zellen in groBeren
Verbanden zu evaluieren und Patch-Clamp zur Analyse von einzelnen Neuronen sowie ihrer

Konnektivitat.

Der Plan dieser Arbeit ist es drei elektrophysiologische Messaufbauten fiir diesen Zweck
einzurichten, zu verfeinern und an einem genetisch veranderten Versuchstier die Sinnhaftigkeit

dieses Procederes zu verdeutlichen.
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Material & Methoden

Chemikalienliste
Substanz Summenformel Lieferant
Acetylcholinchlorid (CH3)3sN*CH,CH>OCOCHsCIT  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Biocytin C16H28N404S AAT Bioquest (Sunnyvale, CA, USA)
Calciumchloriddihydrat CaCly- 2H,0 Carl Roth (Karlsruhe, GER)
Calciumchloridlésung 1M CaCl, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carbamoylcholinchlorid NH,COOCH,CH;N(CI)(CHs); Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carbogen 5% CO; 95% O, Linde (Minchen, GER)
D-Glucose CeH1206 Carl Roth (Karlsruhe, GER)

AppliChem GmbH (Darmstadt,
D-Glucosemonohydrat CeH1206 - H,0

GER)

Dihydro-B-Erythroidinhydrobromid C16H21NO;3 - HBr Tocris Bioscience (Bristol, UK)
Dopaminhydrochlorid CsH11NO; - HCI Tocris Bioscience (Bristol, UK)
EGTA C14H24N;,010 Carl Roth (Karlsruhe, GER)
HEPES CsH1sN204S Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Hexamethoniumbromid Ci2H30BraN» Abcam plc. (Cambridge, UK)
Isofluran C3H,CIFsO Abbvie (North Chicago, IL, USA)
Kainsaure C10H1sNO4 Abcam plc. (Cambridge, UK)
Kalilauge (1N) KOH Carl Roth (Karlsruhe, GER)
Kaliumchlorid KCl Carl Roth (Karlsruhe, GER)
Kaliumgluconat CeH11KO- Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
L-Ascorbinsaure CsHsO0s Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Magnesiumchloridlésung 1m MgCl, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Magnesiumsulfathydrat MgS0O;, - xH20 Carl Roth (Karlsruhe, GER)
Methyllycaconitincitrat C37H50N2010.CsHs07 Abcam plc. (Cambridge, UK)
N-Methyl-D-Aspartat CsHoNO4 Tocris Bioscience (Bristol, UK)
Na,-Adenosintrphosphat Ci0H14NsNa,013P3 - xH,O  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Na,-Guanosintrophosphat Ci10H16Ns014P3 - xNa* yH,0O  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Na,-Phosphokreatin C4HgN30sPNa; - xH,0 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Natriumchlorid NacCl Carl Roth (Karlsruhe, GER)
Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat NaH,PO, - H,0 Carl Roth (Karlsruhe, GER)
Natriumhydrogenkarbonat NaHCO3 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Natronlauge (1N) NaOH Merck KGaA (Darmstadt, GER)
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Oxybutyninhydrochlorid C22H3:NOs.HCI
Physostigminhemisulfat CisH21N30; - 0.5H,S04
Sucrose C12H22011
Tetramethylpiperidinheptanoate-

Ci6H31NO; - HCI
Hydrochlorid

LOosungen

Praparier- und Lagerungslésungen

Abcam plc. (Cambridge, UK)
Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Losungen werden spatestens alle zwei Wochen frisch angesetzt. CaCl2 und MgCl2 werden in Form

1M-Lésungen (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) verwendet. Fertige Losungen werden auf

Osmolaritat geprift und bei Abweichung groRer als 6 mOsmol verworfen.

Sucroseldsung (Ratte) [330 mOsmol] Sucroselosung (Maus) [310 mOsmol]
Substanz Konz. [mM] Substanz Konz. [mM]

NaCl 80 NaCl 87

NaHCO0s 25 NaHCOs 25

NaH:PO4 1,25 NaHPO. 1,25

KCl 2,5 KC] 25

Glucose 25 Glucose 10

Sucrose 85 Sucrose 75

CaCl> 0,5 caCl, 0,5

MgCl. 3 MgCl: 3

26



Ratten- und Maus-ACSF fir Oszillationsmessungen am Interface-Aufbau

Stammlésungen wurden spatestens alle zwei Wochen frisch angesetzt. Zur Verwendung im Versuch

werden zu acht Teilen entionisierten Wassers jeweils ein Teil beider Stammldsungen gegeben.

Gebrauchsfertige Losungen weisen 300 mOsmol auf und werden bei Abweichung groRRer als

6 mOsmol verworfen.

ACSF Stammloésung | Cortex 10x

Substanz Konz. [mM]
NacCl 1250
D-Glucose 100
NaH2PO4 12,5
MgSOs 10
CaClz 12

KCI 45

ACSF Stammlésung | Hippocampus 10x

Substanz Konz. [mM]
NacCl 1290
D-Glucose 100
NaH2PO4 12,5
MgSOa4 18
CaCl, 16
KCI 30
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ACSF Stammloésung Il Cortex 10x

Substanz Konz. [mM]
NaHCOs3 250

ACSF Stammlosung Il Hippocampus 10x

Substanz Konz. [mM]
NaHCO3 210



Maus-ACSF fiir MEA-Messungen
Losungen werden spatestens alle zwei Wochen frisch angesetzt. CaCl> und MgCl> werden in Form
1M-Stocklosungen (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) verwendet. Die gebrauchsfertige Losung

weist 300 mOsmol auf und wird bei Abweichung gréRer als 6 mOsmol verworfen.

Maus-ACSF Maus-ACSF hoch Kalium
Substanz Konz. [mM] Substanz Konz. [mM]
NacCl 125 NacCl 125
NaHCO03 25 NaHCOs 25
NaH2PO4 1,25 NaH2PO4 1,25
KCI 2,5 KCI 4
Glucose 10 Glucose 10
CaClz 2 CaClz 2
MgCl2 1 MgCl2

Ratten-ACSF fiir Patch-Clamp-Messungen
Losungen werden spatestens alle zwei Wochen frisch angesetzt. CaCl2 und MgCl2 werden in Form
1M-Stocklésungen (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) verwendet. Gebrauchsfertige Losung weist

320 mOsmol auf und wird bei Abweichung gréRer als 6 mOsmol verworfen.

Substanz Konz. [mM]
NaCl 125
NaHCOs 25
NaH2PO4 1,25
KCI 2,5
Glucose 25
CaCl

MgCl2
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Ratten-Intrazellularlésung fiir Patch-Clamp-Messungen
MgCl2 wird in Form 1M-Stocklésungen (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) verwendet.
Gebrauchsfertige Losung weist 290-300 mOsmol auf. pH wird mit KOH auf 7,2 eingestellt. Biocytin ist

optional fiir morphologische Analysen.

Substanz Konz. [mM]
Kaliumgluconat 130

KCI 6
MgClz 2
EGTA 0,2
Naz-Phosphokreatin 5
Na:ATP 2
NaGTP 0,5
HEPES 10
Biocytin 0,1%

Maus-Intrazellularlésung fiir Patch-Clamp-Messungen
MgCl2 wird in Form 1M-Stocklésungen (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) verwendet.

Gebrauchsfertige Losung weist 270-280 mOsmol auf. pH wird mit KOH auf 7,2 eingestellt.

Substanz Konz. [mM]
Kaliumgluconat 135
KCI 20
MgCl: 2
EGTA 0,2
Naz-Phosphokreatin 5
NazATP 2
NaGTP 0,5
HEPES 10

Maus-Intrapipettenlésung fiir zellangeheftete Patch-Clamp-Messungen
MgCl2 wird in Form 1M-Stocklésungen (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) verwendet.

Gebrauchsfertige Losung weist 270-280 mOsmol auf. pH wird mit NaOH auf 7,3 eingestellt.

Substanz Konz. [mM]
NaCl 141
KCl 2,5
NaH2PO4 1,25
CaCl; 2
MgCl2 1
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Gerate und Aufbauten

Feldpotential- und Oszillations-Aufbau

Gerate
Schwebekodrper-Durchflussmesser
AD/DA-Wandler
AD/DA-Wandlererweiterung
Pumpe (4 Kanale, peristaltisch)
Mikromanipulator
Schwingungsgedampfter Tisch (passiv)
Verstarker (Master)

Verstarker (Slave)
Vorverstarker
Elektrodenwiderstandstester
Elektrodenhalter
Beleuchtung
Stereomikroskop

Okular
Stativ/Armverlangerung
Stativ/Federarm

Interface-Kammer

Bezeichnung
Purgemaster A6141
1401 Micro 3
ADC 12
Minipulse 3
MM33
BT-1620
EXB-EXT-02B
EXB-EXT-02BS
EXB-HS
EXB-REL-08B
EXB-EH
EasyLED RL
Stemi 2000
PL 10x/23 Br. foc.
Traverse U 35/320 mm (D)
Stativ U mit Federgelenkarm

Haas-Typus

Hersteller
ABB (Zirich, CHE)
CED (Cambridge, GB)
CED (Cambridge, GB)
Gilson (Middleton, WI, USA)
Marzhauser (Wetzlar, GER)
Newport (Irvine, CA, USA)
NPI Electronic (Tamm, GER)
NPI Electronic (Tamm, GER)
NPI Electronic (Tamm, GER)
NPI Electronic (Tamm, GER)
NPI Electronic (Tamm, GER)
Schott (Mainz, GER)
Carl Zeiss (Oberkochen, GER)
Carl Zeiss (Oberkochen, GER)
Carl Zeiss (Oberkochen, GER)
Carl Zeiss (Oberkochen, GER)

Eigenbau

Abbildung 3 Ansichten der Interface-Kammer A von oben: 1. Schlauchanschliisse des Zuflusses der ACSF und zur
Lagerungskammer (3) 2. Temperaturmessfiihler 3. Lagerungskammer B Seitenansicht der Interface-Kammer: 1. Anschluss
der Carbogenzuleitung 2. Anschluss der Temperaturkontrolle 3. Heizfolie 4. Erdungsanschluss 5. ACSF-Abfluss C Anordnung
auf einem schwingungsgeddmpften Tisch: 1. Purgemaster A6141 2. BT-1620 3. MM33

Die Interfacekammer des Haas-Typus (Haas et al., 1979) ist in der Elektrophysiologie fiir die Messung

von Feldpotentialen seit Jahrzehnten etabliert und weit verbreitet. Wir entschieden uns ein
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selbstgebautes Model (siehe Abbildung 3) zu nutzen, da es sich fur zukinftige anders ausgelegte
Experiment leicht und schnell modifizieren lasst. Falls man z.B. die Lagerungskammer umgestalten
mochte (siehe Abbildung 3A 3) muss man lediglich einen neuen Deckel fiir die Interface-Kammer

frasen.

Ziel ist es aus den hier aufgelisteten Bestandteilen einen flexiblen Messplatz fir

Feldpotentialmessungen zu errichten, der es einem erlaubt moglichst viel Hirnschnitte gleichzeitig zu

vermessen und dabei von nur einem wissenschaftlichem Mitarbeiter bedient werden muss.

MEA-Aufbau

Gerate

Schwingungsgedampfter Tisch (aktiv)

Pumpe (2 Kanale, peristaltisch)

C-Mount

Kameraadapter

Multielektroden Array

pMEA32S512 Layout 4

Temperaturkontrolle

Vakuumpumpe

Beleuchtung

Analoge Digitalkamera
Stereomikroskop
Okular

Stativ/Federarm

Bezeichnung
Halcionics_i4
Minipulse 3
LM-Scope C-Mount
LM-Scope TUST30C

USB-MEA32-STIM4

TCO2

CvP

EasyLED Backlights
Alpha 37
Stemi 2000C
PL 10x/23 Br. foc.

Stativ U mit Federgelenkarm
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Hersteller
Accurion (Gottingen, GER)
Gilson (Middleton, WI, USA)
Micro-Tech-Lab (Graz, AUT)
Micro-Tech-Lab (Graz, AUT)
Multi Channel Systems
(Reutlingen, GER)
Multi Channel Systems
(Reutlingen, GER)
Multi Channel Systems
(Reutlingen, GER)
Multi Channel Systems
(Reutlingen, GER)
Schott (Mainz, GER)
Sony (Minato, JPN)
Carl Zeiss (Oberkochen, GER)
Carl Zeiss (Oberkochen, GER)

Carl Zeiss (Oberkochen, GER)



Abbildung 4 USB-MEA32-STIM4 A Frontalansicht B Seitenansicht C Komplettansicht mit geéffnetem Deckel. Bilder mit
freundlicher Genehmigung von Multi Channel Systems

pMEA-32512 Layout 1

LA
(]

pMEA-32512 Layout 2

pMEA-32512 Layout 3

pMEA-32512 Layout 4

Abbildung 5 Abbildung der verschiedenen kommerziellen MEA-Layouts fiir das USB-MEA32-STIMA4-System von Multi Channel
Systems. Grau dargestellt sind die 32 Ableitelektroden, schwarz die 12 Stimulationselektroden

Ziel ist es ein MEA-System zu etablieren, um Feldpotentialdynamiken innerhalb eines Schnittes zu

analysieren.

Patch-Clamp-Aufbau

Gerdte

Pumpe (2 Kanale, peristaltisch)

Manometer

Verstarker

A/D-Wandler

Temperaturkontrolle

Mikroinjektionssystem

Kamera

Bezeichnung

Minipulse 3

MP 105 & MP 115

Multiclamp 700B

DigiData 1550

TCO2

Picospritzer Il

XM10
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Hersteller
Gilson (Middleton, WI, USA)
Kimo Instruments (Montpon-
Ménestérol, FRA)
Molecular Devices (Sunnyvale,
CA, USA)
Molecular Devices (Sunnyvale,
CA, USA)
Multi Channel Systems
(Reutlingen, GER)

Parker Hannifin (Hollis, NH, USA)

Olympus (Shinjuku, JPN)



Kameraadapter (C-Mount)
Fototubus (C-Mount)

Analyzer Durchlicht 900nm
Objektiv 40x

Objektiv 5x
Fluoreszensfilterwirfel

8 Positionen Universalkondensor
viertel Welle Schattierungsfilter
Differentialinterferenzkontrast

Differentialinterferenzkontrast
Differentialinterferenzkontrastprisma

Trinocolartubus fir Infrarot
Lambda-1/4-plattchen
Polarisationsfilter
Micromanipulator

Mikroskop (aufrecht)

XY-Tisch

Schwingungsgedampfter Tisch (aktiv)

LED-Lichtquelle (Infrarot)
LED-Lichtquelle (Blau)

U-CAMD3 Olympus (Shinjuku, JPN)

U-TV1X-2 Olympus (Shinjuku, JPN)
WI-ANIR Olympus (Shinjuku, JPN)
LUMPIanFLN 40 Olympus (Shinjuku, JPN)
MPlan N 5 Olympus (Shinjuku, JPN)
WIB Olympus (Shinjuku, JPN)
U-UCD8 Olympus (Shinjuku, JPN)
WI-TP137 Olympus (Shinjuku, JPN)
DIC40 Olympus (Shinjuku, JPN)
DIC60 Olympus (Shinjuku, JPN)
WI-DICT2 Olympus (Shinjuku, JPN)
U-TR30IR Olympus (Shinjuku, JPN)
WI-TP137 Olympus (Shinjuku, JPN)
32POIR Olympus (Shinjuku, JPN)
PatchStar Scientifica (Uckfield, GB)
SliceScope Scientifica (Uckfield, GB)

Universal Motorized Stage
Scientifica (Uckfield, GB)

(UMS)
Table Stable (Mettmenstetten,

TS-140
CHR)
M780L2-C1 ThorLabs (Newton, NJ, USA)
M490L2 ThorLabs (Newton, NJ, USA)

Ziel ist es ein Multi-Patch-Clamp-Aufbau zu erstellen, der einem eine gute Balance zwischen hoher

Ergebnisausbeute und Bedienbarkeit fiir einen einzelnen Experimentator bietet.
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Abbildung 6 Beispielhafte Darstellung der Patch-Clamp-Technik mit zwei Pipetten. Bei der unteren Pipette ist der Kontakt zur
Zelle deutlich zu erkennen.

Allgemeine Gerate

Gerdte
Guillotine
Vibratom
Vibratom
Reinstwasseranlage

Mikropipetten Puller

Bezeichnung
D.S.K. Microslicer DTK-1000
VT-1200
Milli-Q Synthesis

P-87 Flaming/Brown
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Hersteller
Bachofer (Reutlingen, GER)
Dosaka (Kyoto, JPN)
Leica (Wetzlar, GER)
Merck (Darmstadt, GER)

Sutter Instruments (Novato, CA, USA)



Mikropipetten Puller P-97 Flaming/Brown Sutter Instruments (Novato, CA, USA)

Gehirnschnittpraparation

Tierschutz
Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes

und der Direktive 86/609/EEC des Europaischen Rates durchgefiihrt.

Verwendete Tiere
Fir alle Versuche wurden Wurfgeschwister verwendet. Tiere die Anzeichen von Unter- oder

Fehlentwicklung aufwiesen wurden von Versuchen ausgeschlossen.
Fiir Feldpotentialmessungen in der Ratte wurden Tiere mit einem Alter von 60-131 Tagen verwendet.

Fir Feldpotentialmessungen in der Maus wurden mannliche Tiere mit einem Alter von 26-47 Tagen

verwendet.

Fiir Patch-Clamp-Messungen in der Maus wurden Tiere mit einem Alter von 16-37 Tagen verwendet.

Organentnahme

Der Nager wird mittels Isofluran narkotisiert und anschlieBend dekapitiert. Der Kopf wird in einer
eiskalten Sucrose-Lésung, die zuvor mit Carbogen (Linde; Minchen, GER) begast wurde,
freiprapariert. Zur Offnung des Schidels wird bei &lteren Tieren zuerst Entlastungsschnitte vom
Foramen magnum lateral gemacht, ansonsten wird direkt entlang der Sutura sagittalis bis Gber das
Bregma hinaus mit einer Schere der Schadel gedffnet und die Knochen nach auBen weggeklappt. Mit
einem diinnen und leicht gebogenen Spatel werden die Verbindungen zu Bulbus olfactorius und
Cerebellum abgetrennt und das Gehirn entnommen. Das Gehirn wird nach seiner Entnahme bis zur

Schnittpraparation wieder in mit Carbogen begaster Sucrose-Losung aufbewahrt.

Hippocampale Schnitte
Fiir hippocampale Schnitte wird vorgegangen, wie durch Bischofberger beschrieben (Bischofberger et
al., 2006). Fir Messungen in der Interface-Kammer wird hingegen des Protokolls eine Schnittdicke

von 400 um gewahlt.
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Pralimbischer Cortex-Schnitte

Fir pralimbische Cortex-Schnitte wird das ganze Gehirn mit einem groRen Skalpell coronal auf halber
Strecke zwischen dem Beginn des Corpus callosum und Anfang des Hippocampus in Zwei geteilt, der
anteriore Part mit Sekundenkleber in der Schneidekammer auf seine Schnittflache aufgeklebt und die
Schneidekammer sofort mit eiskalter Sucrose aufgefillt. Fiir Messungen in der Interface-Kammer

wird eine Schnittdicke von 400 um gewahlt; bei Patch-clamp-Versuchen sind es 300 um.

Es ist moglich aus einem Nagerhirn hippocampale und préalimbische Cortex-Schnitte gleichzeitig

anzufertigen, was im Fall der Mauspraparate auch getan wurde.

Messung am Interface-Aufbau

Vor und nach der Messung werden alle Messkammern und Schlduche mit mindestens 0,5 L VE-
Wasser gesplilt, um mogliche Verunreinigungen zu beseitigen. Vor Beginn der Hirnpraparation wird
die Messkammer mit zurechtgeschnittenem Linsenreinigungspapier doppellagig ausgelegt; kleinere
Ubriggebliebene Schnipsel werden verwendet, um die Ag/AgCl-Erdungselektroden innerhalb der
Messkammer abzudecken und somit befeuchtet zu halten. An die Stelle, auf der spater die
Hirnschnitte platziert werden, wird ein weiteres quadratisches Stilick Linsenreinigungspapier gelegt,
um, falls notig, ein spateres replatzieren der Schnitte zu ermdglichen. Eine aus einer Strumpfhose
zurechtgeschnittene diinne Schnur wird am Rand jeder Messkammer verlegt, um die
Oberflachenspannung der umspillenden Losung zu brechen und einen stetigen Abfluss zu
garantieren. Die Temperaturregelung wird so eingestellt, dass die Losung, beim umspllen der
Schnitte, in der Mitte der Messkammer 34°C betragt. Alle Hirnschnitte werden eine Stunde ruhen

gelassen, bevor die Messelektroden platziert werden.

Die Pumpgeschwindigkeit fur ACSF- und Drogenlosungen wird auf 1,7 mL/min und die

Begasungsmenge fiir Carbogen auf 1,3 L/min justiert.

Die elektrophysiologischen Daten werden Uber den Verstdrker (NPI Electronic; Tamm, GER) mit
0,1 Hz hochpassgefiltert, 1000 Hz tiefpassgefiltert, 1000-fach verstarkt und liber Spike2 Version 7.10
(CED; Cambridge, GB) mit 5000 Hz abgetastet und aufgezeichnet. Somit werden die Anforderungen

des Nyquist-Shannon-Abtasttheorems erfillt.

Wenn nicht anders beschrieben, werden fir alle Experimente nur mannliche Tiere verwendet.

NRG3 deINEO KO-Mause

NRG3-Mutanten wurden freundlicher Weise von Frau Prof. Carmen Birchmeier zur Verfligung

gestellt. Die Generierung der Mauslinie wurde von Loos et alii beschrieben (Loos et al., 2014).
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Auswertung und Statistik

Oszillationen am Interface-Aufbau

Fiir die Analyse der Oszillationen werden die elektrophysiologischen Daten mit einer schnell Fourier-
Transformation (FFT) in MatLab R2013a (MathWorks; Natick, MA, USA) in seine Frequenzanteile
zerlegt. Als Zeitfenster werden 10 s und das Hamming-Fenster mit der Anzahl von 8192 FFTs gewahlt.
Da man in allen Aufnahmen das Signal der 50 Hz-Stromnetzfrequenz nicht eliminieren konnte, wird

der Bereich von 48-52 Hz von der Analyse ausgeschlossen.

Zum Vergleichen von Unterschieden in Frequenz oder Power zweier Stichproben wird der Median
von 100 konsekutiven Werten (das entspricht bei 10 s-Fenstern einer gesamt Zeit 1000 s) gebildet.
Bei nicht zusammenhangenden Stichproben wird die Signifikanz mittels des Wilcoxon-
Rangsummentest in Matlab R2013a (MathWorks; Natick, MA, USA) geprift; bei

zusammenhangenden Stichproben wird der Wilcoxon-Vorzeichentest verwendet.

Um die Auswirkung von Drogen auf eine bestehende Oszillation zu testen, wird die Stabilitdt der
Oszillation gepriift. Dazu nimmt man die Frequenzdaten, die man aus der FFT erhalt. Es werden die
Werte 20 min (120 Werte von a 10 s-Fenstern) vor Einwasch des zu testenden Pharmazeutikums als
Basis herangezogen und aus jeweils 12 (entspricht einer Aufnahme Dauer von 120 s und ergibt bei
20 min 10 Medianwerte) konsekutiven Werten der Median gebildet. Jeder einzelne, so erhaltene
Wert wird durch den Vorherigen dividiert und somit normalisiert (vgl. Abbildung 18). Aus diesen zehn
normalisierten Werten wird wiederum der Median gebildet. Sollte dieser (bergreifende Median
auBerhalb der Grenzen von 0,85 bis 1,15 liegen, wird die Oszillation als nicht stabil angenommen und

nicht in die weitere Auswertung einflieRen (siehe Abbildung 7).

Aufgrund der groBen Schwankungen der Power-Werte missen bei Experimenten mit geringer
Stichprobengrofle (n<20) die Power-Daten normalisiert werden, um sie gegeneinander vergleichen
zu kénnen. Dazu wird als BasisgroBe der Median der 100 Werte genommen, die man aus den 1000 s
vor Einwasch der zu testenden Substanz erhdlt und alle Messwerte zu diesem Median in Verhaltnis

gesetzt.
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Abbildung 7 Beispiel fiir Stabiltdtskriterium anhand einer Messung im Prl der Ratte. Die roten horizontalen Linien im
Powerspektrum zeigen den Bereich der fiir das Stabilitétskriterium herangezogenen Frewuenzen. Einwasch von KA und ACH
bei 360 s und zusdétlich ACH und PHYS ab 6000 s
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MEA
Die Daten wurden mit 20 kHz gesampelt und jede getestete Kondition fiir mindestens 1 h mit MC

Rack (Multichannel Systems, Reutlingen, GER) aufgenommen.

Fir die Analyse von Dynamiken und repetitiven Sequenzen von lokalen Feldpotentialen (LFP) werden
die Daten Butterworth-Filter zweiter Ordnung mit 2 Hz Hochpass und 80 Hz Tiefpass gefiltert und die

Daten anschlieend auf 1 kHz runter gesampelt.

Um LFPs zu detektieren, wird zuerst der Mittelwert und die Standardabweichung fiir jede Elektrode
Uber die Gesamte Aufnahmeldnge bestimmt. Anschlielend werden die Zeitpunkte ermittelt, bei
denen die negative Potentialanderung mindestens das Vierfache der Standardabweichung erreicht
und die maximale Potentialanderung und ihr Zeitpunkt werden gespeichert. Die Zeitpunkte,
Potentialanderung und Elektrodennummer aller Elektroden einer Aufnahme werden in eine Tabelle
Uberflihrt und nach der Zeit sortiert. Zur Erkennung der raumlich-zeitlichen Muster wird ermittelt, ob
innerhalb von 2 ms nach einem LFP noch ein weiteres auftritt. Im Falle eines Auftretens wird wieder
in einem Fenster von 2 ms nach dem neuen Ereignis nach einem weiteren gesucht, bis man kein
weiteres LFP innerhalb des neu gesteckten Zeitrahmens findet. Die Ldnge und andere Eigenschaften
(z.B. Amplitude der Events, Elektrodenreihenfolge etc.) der so ermittelten Ereignis-Kette werden
notiert und die Motive nach lhrer Kettenlange sortiert. Muster gleicher Lange werden gegeneinander
korreliert (vgl. Abbildung 8 A fiir Muster der Lange 4). Zur anschaulicheren Darstellung kann man ein
Dendrogramm, das, wie ein Stammbaum, die Muster nach ihrer Ahnlichkeit sortiert, nutzen. Zur
Analyse wird MatLab R2013a (MathWorks; Natick, MA, USA) verwendet. Die Analyse orientiert sich

an den Arbeiten von Beggs und Plenz (Beggs and Plenz, 2003;2004).
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Abbildung 8 Beispielhafte Darstellung der Musteranalyse der Lénge 4 A Korrelation zwischen den detektierten Mustern B
Selbe Muster wie in A, allerdings mithilfe eines Dendrogramms der Musterdhnlichkeit sortiert
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Ergebnisse

Aufbauten

Hexadeca-Oszillations-Aufbau
Uns ist aufgefallen, dass bei der Nutzung einer Interface-Kammer durch einen Experimentator bei der

klassischen Hippocampuspradparation es meist nicht moglich ist alle Schnitte sukzessiv zu messen. Wir
kamen daher zu dem Schluss, dass sich durch Multiplikation der einzelnen Messstation nicht nur die
effektive Arbeitszeit reduzieren ldsst, sondern auch Ergebnisausbeute optimieren und

Materialausschuss sowie Tierverbrauch reduzieren lasst.
Wir entschieden uns aus mehreren Grinden fir einen Aufbau mit 16 Kanéalen:

- Die experimentelle Erfahrung hat gezeigt, dass man aus dem Hippocampus einer adulten
Ratte bei einer Schnittdicke von 400 um 16 fiir Oszillationsexperimente geeignete Schnitte
gewinnen kann

- Bei den gingigen Herstellern fir elektrophysiologische Analog/Digital-Wandler gab es kein
Gerat das mehr als 16 Kanadle aufwies

- Es gab nur wenige kommerziell erhaltliche Verstarker mit mehr als 2 Kanalen, die gleichzeitig
nicht die Kosten fiir das Setup exorbitant gesteigert hatten

- Alle Interface-Kammern sollten sich durch das Selbe Stereomikroskop bedienen lassen

- Jede Interface-Kammer sollte auf einem separaten schwingungsgedampften Tisch
untergebracht sein, um Stérungen durch arbeiten an einer Kammer nicht auf die anderen zu

Ubertragen

Aus diesen Rationalen folgte der in Abbildung 9 dargestellte Aufbau.
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Abbildung 9 Hexadeca-Oszillations-Aufbau A Ansicht des Aufbaus von oben: 1. Stemi 2000 2. Minipulse 3 B Ubersichtsbild
des Gesamtaufbaus C Ansicht des Turms und der darin installieren Gerdte: 1. EXB-EXT-02B 2. EXB-EXT-02BS 3. EXB-HS 4.
1401 Micro 3 & ADC 12 5. Temperaturkontrolle fiir Interface-Kammern

Der Hexadeca-Oszillations-Aufbau (Abbildung 9 A) besteht aus vier gleichartig konfigurierten
Interfacekammern des Haas-Typus (Haas et al., 1979) (vergleiche Abbildung 3). Jede Kammer steht
auf einem separatem schwingungsgedampften Tisch (Newport; Irvine, CA, USA), damit sich die
Schwingungen, die beim Hantieren an einer Kammer entstehen, nicht auf die anderen Kammern
Ubertragen kdnnen. Die Kammertemperatur wird so eingestellt, dass die ACSF-Loésung bei einer
Geschwindigkeit der Pumpe (Gilson; Middleton, WI, USA) von 1,5 mL/min beim Umspilen der
Gehirnschnitte 34°C erreicht. Die Carbogenzufuhr (Linde; Minchen, GER) zur Kammer wird Gber
einen Schwebekoérper-Durchflussmesser (ABB; Zirich, CHE) auf 1,3L pro Minute justiert. Jede
Kammer ist von vier Mikromanipulatoren (Marzhauser; Wetzlar, GER) umgeben, was die
Aufzeichnung von bis zu vier Gehirnschnitten pro Kammer erlaubt. Zur Aufzeichnung wird das
Verstarkersystem EXB-EXT-02 (NPl Electronic; Tamm, GER) verwendet. Der AD/DA-Wandler

zusammen mit der ADC12-Erweiterung (CED; Cambridge, GB) ermoglichen die gleichzeitige
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Aufzeichnung von 16 Kanalen. Zur Platzierung der Elektroden wird ein auf ein Schwenkarm
montiertes Stereomikroskop (Carl Zeiss; Oberkochen, GER) mit einer LED-Lichtquelle (Schott; Mainz,
GER) verwendet. Des Weiteren wird zwischen den beiden Lagerungskammern jeder
Interface-Kammer ein geerdetes Metallschild beim Messen aufgestellt, um Stérungen in der

Messung zu reduzieren.

Zur Aufzeichnung der Daten wird Spike2 Version 7.10 (CED; Cambridge, GB) und zur Auswertung
MatlLab R2013a (MathWorks; Natick, MA, USA) benutzt.

MEA-Aufbau
Zur Untersuchung der Reaktion kleiner Netzwerke und Zellverbdnde auf elektrische wie

pharmakologische Stimulation wurde ein MEA gekauft. Wir entschieden uns fir das USB-MEA32-
STIM4, welches den Vorteil hat, dass es mit 12 Stimulationselektroden auf dem MEA-Chip versehen

ist (siehe Abbildung 5), die man separat ansteuern kann.

Allerdings mussten wir feststellen, dass die elektrische Stimulation fir unsere Zwecke nicht

ausreichend war. Daher fokussierten wir uns auf Pharmakologische Protokolle und Musteranalyse.

Die Unterbringung des MEAs auf einem schwingungsgedampften Tisch ist zwar nicht zwangslaufig
notwendig, reduziert aber Messfehler im niederfrequenten Bereich von unter 10 Hz und einzelne
Peaks verursacht durch StofRe und Bodenschwingung, verursacht durch unachtsames Arbeiten und

andere Experimentatoren im Raum.
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Abbildung 10 MEA-Aufbau A Ubersicht des MEA-Aufbaus: 1.Minipulse 3 2. Alpha 37 3. Stemi 2000C 4. CVP 5. TC02
6. Halcionics_i4 7 Fernausléser fiir die Kamera B Nahaufnahme des MEAs: 1. Stemi 2000C 2. USB-MEA32-STIM4 3. EasyLED
Backlights 4. Halcionics_i4

Das USB-MEA32-STIM4 (Multi Channel Systems; Reutlingen, GER) ist leicht erhoht auf einem
Kunststoffblock platziert, damit man die LED-Lichtquelle (Schott; Mainz, GER) unter die
Aufnahmekammer schieben kann. Das ermoglicht einem bei hoher Lichtintensitat die Aufnahme und
Dokumentation der Ableitelektroden durch den Hirnschnitt hindurch (vgl. Abbildung 10 B). Das MEA
steht auf einem aktiv schwingungsgedampften Tisch (Accurion; Gottingen, GER), um bei
gleichzeitigen Rechnerarbeiten Messstérungen abzumindern. Fir die Platzierung des Schnittes und
dessen Dokumentation werden das Stemi2000C (Carl Zeiss; Oberkochen, GER) und eine Analog-
Digitalkamera mit Fernausléser (Sony; Minato, JPN) genutzt. Der Gehirnschnitt wird durch eine
Vakuumpumpe (Multi Channel Systems; Reutlingen, GER) auf der perforierten Aufnahmekammer
fixiert. ACSF wird Uber eine Zwei-Kanal-Quetschpumpe (Gilson; Middleton, WI, USA) in die
Messkammer ein und abgeleitet und mittels eines TC02 (Multi Channel Systems; Reutlingen, GER)

auf 35°C erwarmt.

Octa-Patch-Clamp-Aufbau
Da die Patch-Clamp-Technik zeitaufwendig zu erlernen ist, war die Idee einen Aufbau fiir Multi-

Patch-Arbeiten zu generieren, der eine gute Balance zwischen Ergebnisausbeute und Bedienbarkeit
fir einen einzelnen Experimentator bietet. Auch hier gibt es einige technische Abwé&gung

gegeneinander zu berlicksichtigen:
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- Die GroRRe der Mikromanipulatoren und die Form des Mikroskops beschranken die Anzahl
der maximal um das Mikroskop platzierbaren Manipulatoren

- Eine nicht zu groRe Anzahl an Bedienelementen fir die Mikromanipulatoren, um die Arbeit
mit diesen nicht zu uniibersichtlich werden zu lassen

- Kommerzielle Patch-Clamp-geeignete Verstarker mit mindestens zwei Kanadlen und
Analog/Digital-Wandler mit mehr als vier Ausgabe-Kanalen

- Der teilweise hohe Kostenpunkt der einzelnen Mikromanipulatoren, Verstarker und
A/D-Wandler

- Ein aktiver schwingungsgedampfter Tisch, der das Gesamtgewicht handhaben kann

- Druckapplikation und Messung fiir die einzelnen Elektrodenhalter

- Kommerzielle Automatisierungskonzepte der Bedienung

Aus diesen Bedingungen erstand der hier aufgezeigte Aufbau mit 8 Mikromanipulatoren (Abbildung

11)
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Abbildung 11 Octa-Patch-Clamp-Aufbau A Ansicht des Turms und der darin installierten Gerdte: 1. Minipulse 3

2. Picospritzer Il 3. Steuerungseinheiten fiir Mikroskop und Mikromanipulatoren 4. DigiData 1550 5. Multiclamp 7008

B Aufbau der Mikroskopumgebung: 1. XM10 2.TS-140 3. MP 115 & MP 105 4. Ventilsystem zur Druckapplikation auf die
einzelnen Patch-Pipetten C Ansicht des Turms zur Steuerung des Aufbaus: 1. Zwei Monitore fiir Kameraansicht und
Elektrophysiologiedatenakquirierung 2. Steuerung fiir XY-Tisch ,,Universal Motorized Stage (UMS)“ 3. Steuerungen fiir
PatchStar-Mikromanipulatoren D Detailansicht des Mikroskopaufbaus: 1. SliceScope mit Olympus-Optik 2. PatchStar

3. Kammer fiir den zu untersuchenden Gehirnschnitt E Aufnahme aller 8 Pipetten im Hirnschnitt. Rote Kreise markieren die
anvisierten Zellen. Mafsstab 20 um; Aufnahme bei 40-facher Vergréfserung

Auf einem aktiv schwingungsgedampften Tisch (Table Stable; Mettmenstetten, CHR) ist auf einem
motorisierten XY-Tisch (Scientifica; Uckfield, GB) ein Mikroskopkoérper (Scientifica; Uckfield, GB)
angebracht (vgl. Abbildung 11 B). Der Mikroskopkorper ist mit Optik und digital Kamera von Olympus
(Shinjuku, JPN) komplementiert. Um das Mikroskop herum befindet sich ein Aluminiumring, auf dem
eine diinne Stahlplatte befestigt ist, damit sich die Mikromanipulatoren (Scientifica; Uckfield, GB) mit

Magneten rutschfest aufgestellt werden kdnnen. Dafiir wurde der FuR des Mikromanipulators mit
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selbstklebender Magnetfolie bestlickt. Zur kontrollierten Druckapplikation auf die einzelnen Pipetten
sind zwei Manometer (Kimo Instruments; Montpon-Ménestérol, FRA) mit einem
Dreiwegehahnsystem verbunden (vgl. Abbildung 11 B). Die Temperatur der ACSF, die Uber eine
Tropfenfalle in die Schnittkammer eingeleitet wird, wird mittels des TCO1 (Multi Channel Systems;
Reutlingen, GER) kontrolliert und durch eine Quetschpumpe (Gilson; Middleton, WI, USA) aus der
Schnittkammer (vgl. Abbildung 11 D) wieder abgesaugt. Zur Aufnahme der Daten werden 700B-
Verstarker (Molecular Devices; Sunnyvale, CA, USA), ein DigiData 1550 (Molecular Devices;
Sunnyvale, CA, USA) und pClamp 10 (Molecular Devices; Sunnyvale, CA, USA) verwendet. Zur
Arbeiten am Messrechner werden zwei Monitore verwendet, damit man das Kamerabild, die

Verstarkersteuerung und die elektrophysiologischen Signale gleichzeitig darstellen kann.

Fazit
Der Aufbau der elektrophysiologischen Analyse-Stralle stellte einem viele technische

Herausforderungen, vor allem da keine Losung aus einer Hand von einem Hersteller gab, die unseren

Anspriichen gerecht wurde.

Die technische am einfachsten einzurichtende und monetar glinstigste Lésung war das MEA, da
wenig extra Zubehor bendtigt wurde; aber auch hier mussten viele technische Defizite verbessert
und ausgemerzt werden. Sei es die Beseitigung von niederfrequenten Stérungen durch die Bewegung
der Quetschpumpe und oder des Wasserflusses auf dem Chip, die Beseitigung des 50 Hz-Rauschen

oder eine komplette Lieferung defizienter Chips.

Am teuersten und schwierigsten war der Multi-Patch-Clamp-Aufbau in der Umsetzung. Die
Integration der vielen unabhidngigen Gerdtschaften in einen Setup war sehr zeitaufwandig,
unteranderem wegen Kompatibilitdtsproblemen von Treibern und der raumliche Anordnung und

Umsetzung der einzelnen Bestandteile.

Der schwierigste Teil der Umsetzung beim Oszillationsaufbau waren lediglich durbrennende Netzteile

und eine Platzsparende raumliche Anordnung der Gerate.

In allen Fallen waren die Hersteller sehr Hilfsbereit bei der Lésung der vielen Probleme.

Am Ende zeigte sich nicht nur, dass die Selbstgebauten Losungen glinstiger sind als ein integriertes
kommerzielles Gesamtkonzept, sondern auch sehr gut auf die spezifische Nutzung angepasst und fiir

zukinftige modifizierte Verwendung leicht abgewandelt und umgebaut werden kénnen.
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Messungen

Im Laufe der Arbeit wurde deutlich, dass sich das Aufbauen der Versuchsapparaturen alleine
bewdltigen lasst, das Vermessen der Versuchstiere an den unterschiedlichen Aufbauten allerdings
nicht mehr eigenhdndig in der gegebenen Zeit zu bewerkstelligen ist. Aus diesem Grund
konzentrierte ich meine Untersuchungen auf Feldpotentialmessungen; diesen werden daher

wesentlich detaillierter in dieser Arbeit ausgefiihrt.

Experimente am MEA wurden daher von Julia Neugebauer, Patch-Clamp-Experimente am Octa-
Patch-Clamp-Aufbau von Yangfan Peng und Patch-Clamp-Experimente an NRG3-KO-Mausen von

Stephanie Braud ausgefiihrt.

Etablierung eines Oszillationsprotokolls fiir den PrL in Ratten und Mausen in
Feldpotentialmessungen

Um y-Oszillationen im PrL der Ratte zu etablieren, richteten wir in der Testphase unseren Fokus auch
auf die Motorcortexregion M1, um auszuschlieBen, dass ein nicht funktionierendes Protokoll ein
Artefakt unserer Regionenauswabhl ist. In cornalen Schnitten des frontalen Cortexes testen wir erst
ohne Erfolg ein klassisches pharmakologisches Protokoll mit 10uM ACH und 2uM Phys, dass im
Hippocampus breite Anwendung findet. Daraufhin versuchten wir ein reines Kainat (KA) basiertes
Model mit 400 nM und 800 nM KA, mit allerdings nur maRigem Erfolg (siehe Tabelle unten). Auch
eine Kombination des Hippocampus- und Kainat-Protokolls brachte keine Resultate mit einer
zufriedenstellenden Responder-Rate (siehe Tabelle). Erst eine Kombination von 5 uM
Carbamylcholine und 800 nM KA brachte den PrL in Ratten zu einer zuverlassigen y-Oszillation.
Dieses Protokoll wurde ausgiebig im PrL der Ratte getestet (siehe nachstes Kapitel) und anschliefend

versucht auf Mause anzuwenden (siehe Gbernachstes Kapitel.

400 nM KA 800 nM KA
Responder Responder
gemessen |<30Hz >30Hz gemessen |<30Hz >30Hz
PrL 40 0 (0%) 10 (25%) 100 0 (0%) 11 (11%)
M1 10 0 (0%) 1(10%) 92 2 (2%) 9 (10%)
10uM ACH + 2uM Phys + 400nM KA 20uM ACH + 2uM Phys + 800nM KA
Responder Responder
gemessen |[(<30Hz > 30 Hz gemessen |<30Hz > 30 Hz
PrL 16 4 (25%) 0 (0%) 44 0 (0%) 2 (5%)
M1 290 64 (22%) 16 (6%) 44 7 (16%) 0 (0%)
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Induzierung von y-Oszillationen mit Kainsdure und Carbamylcholin in mdnnlichen und weiblichen
Ratten
Die Kombination von 800 nM Kainsaure (KA) und 5 uM Carbamylcholinchlorid (CCH) erméglichte die

Generierung von y-Oszillationen (siehe Abbildung 13). Diese Oszillationen haben im Median eine
Frequenz von 39,67 Hz bei Mannchen und 38,76 Hz bei Weibchen, mit einer Power von 3,7*10* mV?
(vgl. Abbildung 13 C und D). In einem Rangsummentest konnen keine signifikanten Unterschiede
zwischen Mannchen und Weibchen nachgewiesen werden. Bei den Mannchen fingen 41 von 139
(29,5%) getesteten Schnitten an zu oszillieren, bei den Weibchen 42 von 123 (34,15%); das gibt ein

gemeinsame Antwortrate von 83 aus 262 (31,68%).
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Spectrogram Channel 15 (log values). Area:[0-100]
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Abbildung 12 Darstellung der Oszillation im PrL der Ratte anhand einer exemplarischen Messung A 3D-FFT der gesamten
Aufnahme. Durchgezogene weifSe Linie markiert den Einwasch der Drogen B 2D-FFT von einem 500 s-Fenster markiert durch
vertikalen Balken am linken Rand in A C Teil der Originalaufnahme, Zeitpunkt bei 5000 s markiert durch horizontale Linie am
linken Rand in A. Aufnahme wurde nachtréglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 45 Hz bis 55 Hz
gefiltert, um gréfSere Anteile des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken
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Abbildung 13 Frequenz und Power der Oszillation in ménnlichen und weiblichen Ratten induziert mit 800 nM KA und
5 uM CCH A, B Verteilung der Frequenzen fiir Médnnchen und Weibchen E, F Verteilung der Power fiir Médnnchen und
Weibchen: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median (rot). Einwasch

der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert C Frequenzverteilung in Bezug auf die Geschlechter als Boxplot der Mediane in der

Zeit von 10000-11000 Sekunden D Powerverteilung in Bezug auf die Geschlechter als Boxplot der Mediane in der Zeit von
10000-11000 Sekunden. Sowohl fiir Frequenz als auch Power zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Geschlechtern.
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Induzierung von Oszillationen mit Kainsdure und Carbamoylcholin in Mdusen
Die Oszillationen im pralimbischen Cortex der Maus werden mit Einwaschen von 800 nM KA und

5 UM CCH, gleich dem Ratten-Protokoll, induziert; dabei ist der Einwasch so abgestimmt, dass die
Pharmazeutika den Hirnschnitt bei 600s erreichen (in der Abbildung 15 durch eine gelbe Linie
markiert). Dies fuhrt in den Mausen zu einer Oszillation, die meistens im a- (7-15 Hz) bis f-Band (15-
30 Hz) liegt und einen Median von 14,12 Hz aufweist. 22 von 62 Schnitten (35,48%) wiesen eine

Oszillation auf.

Aufgrund der Tatsache, dass es bei Ratten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede gab,

verwendeten wir nur Mannchen fiir diesen Versuch.

B
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Abbildung 14 Beispielhafte Oszillation im PrL der Maus, induziert mit KA und CCH anhand einer exemplarischen Messung A
3D-FFT der gesamten Aufnahme. Durchgezogene weifSe Linie markiert den Einwasch der Drogen B 2D-FFT von einem 500 s-
Fenster markiert durch vertikalen Balken am linken Rand in A C Teil der Originalaufnahme, Zeitpunkt bei 5000s markiert
durch horizontale Linie am linken Rand in A. Aufnahme wurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten
Ordnung von 45 Hz bis 55 Hz gefiltert, um gréfSsere Anteile des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken
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Abbildung 15 Frequenz und Power der Oszillation in Méusen unter Einfluss von 800 nM KA und 5 uM CCH A Verteilung der
Frequenzen: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median (rot).Einwasch
der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert B Verteilung der Power: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2.
und 3. Quartil (Blau) und der Median (rot).Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert C Boxplot der Mediane fiir die
Frequenz in der Zeit von 10000-11000 Sekunden D Boxplot der Mediane fiir die Power in der Zeit von 10000-11000 Sekunden

Fazit
Sowohl in der Ratte, wie auch der Maus, lassen sich Oszillationen mit 800 nM KA und 5 uM CCH

induzieren. Allerdings gibt es groRe nagerspezifische Differenzen zwischen den Erreichten
Frequenzen (Differenz im Median von ca. 25 Hz) und der Power (Unterschied betragt ca. das 3,7-
Fache). Auch scheint die Oszillation im Median in der Ratte gegenlber der Maus mit der Zeit
abzunehmen, wahrend die mediane Power nach ca. 6000 s ein Plateau einnimmt. Dies deutet darauf
hin, dass es zwischen beiden Nagerspezies grundlegende Unterschiede in der Organisation des PrL

gibt, die der Cortexarchitektur, Konnektivitat, Rezeptorverteilung, -komposition und -expressionsrate

geschult sein kénnen.
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Einfluss von cholinergen Agonisten und nikotinischen Antagonisten auf Oszillationen im
pralimbischen Cortex von Rattus norwegicus wistar

Erhohung der Oszillationsfrequenz und Power mit ACH und PHYS
Das Beifligen von 10 uM ACH und 2 uM PHYS bei 6000 s beeinflusst die durch 800 nM KA und 5 uM

CCH induzierten Oszillation. Die beobachteten Frequenzen erhéhen sich im Median von 39,06 Hz bei
5000-6000s um 3,66 Hz auf 42,72 Hz bei 10000-11000s mit einer Signifikanz im Wilcoxon-
Vorzeichentest auf 5%-Niveau (p = 0,0325) (vgl. Abbildung 17 A und B). Die Power der Oszillation
steigt im Median um 0,99*10° mV? von 2,65*10° mV? bei 5000-6000 s auf 3,64*10° mV? bei 10000-
11000 s mit einer Signifikanz im Wilcoxon-Vorzeichentest auf 1%-Niveau (p = 0,0082) (vgl. Abbildung
17 C-F).
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Spectrogram Channel 8 (log values). Area:[0-100]
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Abbildung 16 Beispielhafte Oszillation im PrL der Ratte anhand einer exemplarischen Messung A 3D-FFT der gesamten
Aufnahme. Durchgezogene weife Linie markiert den Einwasch der Drogen. KA und CCH bei 360 s und zusdtzlich ACH und
PHYS bei 6000 s B Teil der Originalaufnahme bei 5000s (markiert durch horizontale Linie am linken Rand in A). Aufnahme
wurde nachtréglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 45 Hz bis 55 Hz gefiltert, um gréf3ere Anteile
des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken. Daneben eine 2D-FFT von einem 500 s-Fenster markiert durch vertikalen Balken am
linken Rand in A C Teil der Originalaufnahme bei 10000s (markiert durch horizontale Linie am linken Rand in A). Aufnahme
wurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 45 Hz bis 55 Hz gefiltert, um gréfSere Anteile
des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken. Daneben eine 2D-FFT von einem 500 s-Fenster markiert durch vertikalen Balken am
linken Rand in Awurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 45 Hz bis 55 Hz gefiltert, um
grofiere Anteile des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken
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Abbildung 17 Einfluss von 10 uM ACH und 2 uM PHYS auf die Oscillation A Frequenzdnderung der Oszillation durch
zusdtzlichen Einwasch von ACH und PHYS: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau)
und der Median (rot). Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert B Frequenzverteilung als Boxplot der Mediane in
der Zeit von 5000-6000 Sekunden und 10000-11000 Sekunden C Powerdinderung der Oszillation durch zusdtzlichen Einwasch
von ACH und PHYS: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median (rot).
Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert D normalisierte Darstellung der Daten aus C E Vergréf3erte Darstellung
der Powerverteilung als Boxplot der Mediane in der Zeit von 5000-6000 Sekunden und 10000-11000 Sekunden.

F Vollstéindige Verteilung der Daten aus E
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Einfluss von nikotinischen Antagonisten auf mit CCH, KA, ACH und PHYS generierte Oszillationen
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Abbildung 18 Einfluss von nikotinischen Antagonisten auf Oszillationen: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur
das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median (rot). Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert A normalisierte Power
der CCH, KA, ACH, PHYS induzierten Oszillation ohne Einwirkung von Antagonisten B Normalisierte Power unter Einfluss von
DHBE ab 6000 Sekunden C Normalisierte Power unter Einfluss von TMPH ab 6000 Sekunden D Verteilung der Power als
Boxplot der Mediane (normalisiert) in der Zeit von 10000-11000 Sekunden

Die Antagonisten Dihydro-B-Erythroidin (DHBE) und Tetramethylpiperidinheptanoat (TMPH) zeigen
keinen Einfluss auf die Frequenz der mit KA, CCH, ACH und PHYS induzierten Oszillationen (Daten
nicht gezeigt), allerdings haben sie Auswirkungen auf die Power. Da die absolute Power der
Oszillationen aufgrund der geringen Anzahl gemessener Oszillationen weit auseinander geht, werden
in Abbildung 18 normalisierte Werte verglichen. Aufgrund der Kosten von TMPH und DHBE bei den
Verwendeten Konzentrationen wurde die Anzahl der Experimente gering gehalten. Vergleicht man
die Mediane der letzten 1000s der Experimente miteinander, zeigt sich eine Signifikanz der
Antagonisten gegen die Kontrolle auf 3%-Niveau (DHBE p = 0,021; TMPH p = 0,026) (vgl. Abbildung
18). Dabei zeigt die Verwendung von DHBE einen Anstieg auf 1,79 und TMPH von 1,91 gegenliber der

Kontrolle von 1,11. Der Unterscheid der Antagonisten gegeneinander zeigt keine Signifikanz. Der
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muscarinerge Antagonist Oxybutynin bringt mit einer Konzentration von 10 nM die Oszillation
innerhalb von 90 min zum Erliegen (Daten nicht gezeigt), was in Einklang mit Messungen im

somatosensorischen Cortex von Mausen steht (Buhl et al., 1998).
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Spectrogram Channel 16 (log values). Area:[0-100]
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Abbildung 19 Beispielhafte Oszillation im PrL der Ratte anhand einer exemplarischen Messung A 3D-FFT der gesamten
Aufnahme. Durchgezogene weifSe Linie markiert den Einwasch der Drogen. KA, CCH, ACH und PHYS bei 360 s und zusdtzlich
DHBE bei 6000 s B Teil der Originalaufnahme bei 5000s (markiert durch horizontale Linie am linken Rand in A. Aufnahme
wurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 47 Hz bis 52 Hz gefiltert, um gréfSere Anteile
des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken. Daneben eine 2D-FFT von einem 500 s-Fenster markiert durch vertikalen Balken am
linken Rand in A C Teil der Originalaufnahme bei 10000s (markiert durch horizontale Linie am linken Rand in A. Aufnahme
wurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 47 Hz bis 52 Hz gefiltert, um gréfSere Anteile

des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken. Daneben eine 2D-FFT von einem 500 s-Fenster markiert durch vertikalen Balken am
linken Rand in A

58



Fazit
Die Zugabe von nikotinischen Agonisten erhéht sowohl Frequenz als auch Power der Oszillation,

wahrend nikotinische Breitbandantagonisten sich positiv auf die Power im PrL der Ratte auswirken.

Dies zeigt, dass cholinerge Agonisten die Oszillation Gber einen anderen Mechanismus beeinflussen

als

nikotinische Breitband Antagonisten.

Oszillationen in NRG3-Knock-Out-M3usen

Prelimbischer Cortex
A 40 . - - - - . : : B
CCH, KA
35|
0}
i s
N N
-, T
N N
§ 20 5
2 3
o o
o o
i i
15
10
5 5-
g . . L ; . . . . . o . . L . . L . L L L
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000
Zeit [s] Zeit [s]
Kontrolle Mutante
n = 22 Schnitte aus 8 Tieren n =23 Schnitte aus 9 Tieren
50
Rangsummentest —
45F p=0015 I 1
40 - 2 I :
[ |
£ g
E 30 - I E
g 1
=3
gar 1 R
s
1 2325 Hz
20r b
151 R
14,12 Hz !
10 ! g
I I
st . - 1 A
o]
Kontralle Mutante

Mediane 10000-11000s
n = 22 Schnitte aus 8 Tieren

Mediane 10000-11000s
n =23 Schnitte aus 9 Tieren

Abbildung 20 Frequenzunterschiede zwischen Kontrolle und Mutante unter Einfluss von 800 nM KA und 5 uM CCH A & B
Verteilung der Frequenzen: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median
(rot).Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert C Boxplot der Mediane in der Zeit von 10000-11000 Sekunden
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Abbildung 21 Powerunterschiede zwischen Kontrolle und Mutante unter Einfluss von 800 nM KA und 5 uM CCH A & B
Verteilung der Power: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median
(rot).Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert C Boxplot der Mediane in der Zeit von 10000-11000 Sekunden

Die Oszillationen im pralimbischen Cortex der Maus werden mit dem Einwaschen von 800 nM
Kainsdure (KA) und 5 uM Carbamoylcholinchlorid (CCH), gleich dem Ratten-Protokoll, induziert; dabei
ist der Einwasch so abgestimmt, dass die Pharmazeutika den Hirnschnitt bei 600s erreicht (in der
Abbildung durch eine gelbe Linie markiert). Dies fiihrt in den Kontrollm&ausen zu einer Oszillation, die
meistens im a- (7-15 Hz) bis B-Band (15-30 Hz) liegt und einen Median von 14,12 Hz aufweist (vgl.
Abbildung 20 A und C). In der Neuregulin-3(NRG3)-Mutante ist diese Form der Oszillation haufiger im
B- bis y-Band (30-100 Hz) anzutreffen, mit einem Median von 23,25 Hz (vgl. Abbildung 20 B und C
und Abbildung 22). Testet man die Mediane der letzten 1000s des Experiments in einem

Rangsummentest gegeneinander, zeigt sich eine Signifikanz auf 2%-Niveau (p = 0,015).
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Beim Vergleich der Power der Oszillationen zwischen Kontrolle und Mutante konnte kein
signifikanter Unterschied (p = 0,759) festgestellt werden (siehe Abbildung 21). Power-Werte im
pralimbischen Cortex bewegen sich in einer GréRenordnung von 107 bis 10® mV2. In der Mutante

oszillierten 23 von 89 gemessenen Schnitten (25,84%).
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Abbildung 22 Beispielhafte Oszillation im PrL der NRG3-KO-Maus, induziert mit KA und CCH anhand einer exemplarischen
Messung A 3D-FFT der gesamten Aufnahme. Durchgezogene weif3e Linie markiert den Einwasch der Drogen B 2D-FFT von
einem 500 s-Fenster markiert durch vertikalen Balken am linken Rand in A C Teil der Originalaufnahme, Zeitpunkt bei 5000 s
markiert durch horizontale Linie am linken Rand in A. Aufnahme wurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der

3ten Ordnung von 45 Hz bis 55 Hz gefiltert, um gréfSsere Anteile des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken. Zum Vergleich mit der
wildtyp Maus siehe Abbildung 14
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Abbildung 23 Frequenzunterschiede zwischen Kontrolle und Mutante unter Einfluss von 10uM ACH und 2 uM PHYS A & B
Verteilung der Frequenzen: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median
(rot). Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert C Boxplot der Mediane in der Zeit von 10000-11000 Sekunden
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Abbildung 24 Powerunterschiede zwischen Kontrolle und Mutante unter Einfluss von 10uM ACH und 2 uM PHYS A & B
Verteilung der Power: dargestellt ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur das 2. und 3. Quartil (Blau) und der Median (rot).
Einwasch der Drogen ist durch Linie (gelb) markiert C Boxplot der Mediane in der Zeit von 10000-11000 Sekunden

Oszillationen in der CA3-Region des Hippocampus werden durch das Einwaschen von 10 uM
Acetylcholin (ACH) und 2 uM Physostigmin (PHYS) generiert. Der Einwasch ist so abgestimmt, dass
die Pharmazeutika den Hirnschnitt bei 600s erreichen (in der Abbildung durch eine gelbe Linie
markiert). In Kontrollmausen fiihrt das zur einer y-Oszillation von 40,89 Hz (vgl. Abbildung 23 A und
C); in der Mutant wird eine B- bis y-Oszillation mit einem Median von 31,13 Hz generiert (vgl.
Abbildung 23 B und C). Vergleicht man die Mediane des Zeitabschnitts 10000-11000 s einer jeden
Aufnahme der beiden Gruppen in einem Rangsummentest gegeneinander, zeigt sich mit einem p-

Wert kleiner 1% eine hochsignifikante Differenz (p = 2,6*10°).

Betrachtet man die Power der Oszillation, fallt auf, dass, obwohl die Frequenz konstant bleibt, die

Power Uber die Zeit stetig zunimmt (vgl. Abbildung 24 und Abbildung 25). Der Median der Power der
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letzten 1000 s der Aufnahmen liegt bei den Kontrollméusen bei 8,3%10° mV? und bei den Mutanten
bei 2,3*10* mV2. Der Vergleich der beiden Gruppen iber den Rangsummentest zeigt, dass der

Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante mit p < 1% hochsignifikant ist (p = 0,0099).
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Abbildung 25 Beispielhafte Oszillation in der CA3-Region des Hippocampus in der Maus fiir Wildtyp und Mutante, induziert
mit ACH und PHYS anhand einer exemplarischen Messung 1 Wildtyp 2 Mutante A 3D-FFT der gesamten Aufnahme.
Durchgezogene weifSe Linie markiert den Einwasch der Drogen B 2D-FFT von einem 500 s-Fenster markiert durch vertikalen
Balken am linken Rand in A C Teil der Originalaufnahme bei 5000 s, Zeitpunkt markiert durch horizontale Linie am linken
Rand in A. Aufnahme wurde nachtrdglich mit einem Butterworth-Notch-Filter der 3ten Ordnung von 48 Hz bis 52 Hz gefiltert,
um gréfRere Anteile des 50 Hz-Rauschens zu unterdriicken
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Fazit
Sowohl im PrL, wie Hippocampus gibt es hoch signifikante Unterschiede zwischen WT und KO.

Wahrend im PrL die Oszillationsfrequenz gegeniber dem WT um ca. 10 Hz zunimmt, fallt sie im
Hippocampus um ca. 10 Hz. Auch ist die Power im Hippocampus um ca. 2,70-fache erh6ht gegeniiber

der Kontrolle.

Messungen am MEA in coronalen PrL-Schnitten von NRG3-Knock-Out-Mausen
Die urspriingliche Idee bei der Etablierung eines mehrstufigen Messkonzeptes fir akute Hirnschnitte

war die effiziente Bestimmung raumzeitlicher Muster von extrazellularen LFPs nach definierter
extrazelluldrer Stimulation mittels der planaren Stimulationselektroden auf den MEAs. Diese
erwiesen sich allerdings fiir akute Hirnschnitte als zu leistungsschwach. Alternativ wurden spontane
raumzeitliche Muster von LFPs durch die Applikation von NMDA (10 uM) und verschiedenen
Konzentrationen von Dopamin pharmakologisch ausgelost. Diese Muster von LFPs wurden in 10 ms
Intervallen zeitlich ausgewertet. Alle LFPs innerhalb eines 10 ms-Intervalls galten als gleichzeitig. Die
hier analysierten Muster erstreckten sich auf 3 bis 5 aufeinanderfolgende 10 ms-Intervalle (Linge 3-
5). Im Messzeitraum von 1 Stunde kam es bis zu mehreren hundert solcher spontaner Muster der
Lange 3-5. Diese Muster wurden daraufhin untersucht, dass fiir jedes Musterpaar derselben Lange
ein Korrelationskoeffizient errechnet wurde. Danach wurde ein Korrelationsindex fir jedes
Experiment und die jeweilige Lange des Musters gebildet. Dabei wurden die Zahl der Muster mit
einem Korrelationskoeffizienten von gréRer 0,7 mit 0,5 multipliziert und durch die Gesamtzahl der
Muster einer Lange dividiert. Dies wurde fir jedes Experiment fur die Langen 3-5 durchgefiihrt. Dann
wurde der mittlere Korrelationsindex Uber alle Langen und Experimente einer experimentellen
Bedingung bestimmt. Diese Messungen wurden von meiner Kollegin Julia Neugebauer durchgefiihrt,
die sich auf die Nutzung des MEA-Aufbaus spezialisiert hat und die Analyse spontaner Muster

vorantreibt.

Die Auswertung der Ergebnisse der NRG3-KO-Mause ist in Abbildung 26 dargestellt. Fir alle
Dopamin-Konzentrationen ergibt sich ein signifikant reduzierter mittlerer Korrelationsindex. Dies
deutet daraufhin, dass unabhangig vom Dopamin die Stabilitdt wiederkehrender Muster, das heiRt

deren Speicherung im Gewebe reduziert ist in NRG3-KO-Mausen

65



Dopamin

(uMol)
,60 T Mo

30
30,0

g I 300,0

o 50

o

c

'«

-

1

® 40—

o

5

>

S .30

| .

o

©

5 204

T

=

"

c

o

=2

K

[}

| .

1

o

X

! *
*
00 = '
= 10 8 9 6

Anzahl gemessener Schnitte

10 7 10 6

p< 0,001 0,006 0,038 0,009
Rangsummentest der entsprechenden Dopamin-Konzentrationen

I I
KO WT

Abbildung 26 Darstellung von stark korrelierenden Mustern der Lénge 3-5 im Verhdltnis zu allen Mustern der Ldnge 3-5 bei
NRG3-Mutanten und Wildtyp-Mdusen (vorldufige Ergebnisse). Bei allen Konzentrationen von Dopamin in PrL-Schnitten von
NRG3-Mutanten kommt es signifikant seltener zu zu hoch korrelierenden Mustern als bei Wildtyp-Mdusen.

Fazit
Damit kann an diesen Ergebnissen exemplarisch demonstriert werden, dass die MEAs Uber die

Analyse spontaner raumzeitlicher Muster von LFPs geeignet sind, zuséatzliche Informationen Gber den
Status von akuten Hirnschnitten zu liefern und somit als weitere Messstufe in der Gesamtanalyse zu

dienen.

Patch-Clamp-Experimente an NRG3-K0O-Mausen
Die Benutzung eines Octa-Patch-Systems in groRflachigen neuronalen Systemen, wie dem meist

sechsschichtigen Neocortex oder dem Prasubiculum, ist hilfreich in der Analyse der Konnektivitat. In
einem dlinnen Zellband wie dem Hippocampus oder Gyrus dentatus hilft einem dieser Aufbau
allerdings wenig, da man die acht Messpipetten aufgrund sterischer Hinderung nicht nah genug

aneinander positionieren kann. Aussagekraftige Konnektivitdtsdaten sind Gber groRere Entfernungen
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schwerer zu erheben, da mit zunehmender Distanz der Zellen die Wahrscheinlichkeit von
durchtrennten Axonen zunimmt. Zudem interessierten wir uns an erster Stelle spezifisch fur die
Konnektivitdt von Pyramidenzellen auf PV-positive Interneurone. Hier sind ungezielte Multi-patch-
Ableitungen ohne groRen Vorteil (siehe unten). Daher wurden fiir Konnektivitdtsmessungen im
Hippocampus und Schicht II/Ill des PrLs an einem weniger kompliziert zu bedienendem Patch-Clamp-

Aufbau durchgefiihrt.

Patch-Clamp im PrL von NRG3-KO-Mdusen (vorldufige Ergebnisse)

Wildtyp Mutante

B nicht verbunden

B verbunden

Pearsons-Chi-Quadrat-Test
p=0,03944

Abbildung 27 Konnektivitét in WT und KO im PrL zwischen Pyramidenzellen und PV-positiven Interneuronen p=0,03944 in
Pearsons Chi-Quadrat-Test

In Schicht 11/11l des PrLs von mannlichen Maus wurde die Konnektivitat zwischen Pyramidenzellen und
PV-positiven Interneuronen getestet. Als Screening-Methode dient die lose zellverbundene
Stimulation (Barbour and Isope, 2000), die es einem erlaubt mehrere Zellverbindungen zu testen,
ohne die Pipette wechseln zu missen. Expertin fir diese Methode ist meine Kollegin Stéphanie
Braud, die diese Experimente durchgefiihrt hat. Die von mir durchgefiihrte Analyse der Daten ergab,
dass wahrend im Wildtyp 21,3 % aller getesteten Pyramidenzellen Verbindungen zu PV-positiven
Interneuronen aufweisen es in der Mutante nur 12,6 % sind. In einem Pearsons-Chi-Quadrat-Test ist

der Unterschied mit p = 0,03944 signifikant (siehe Abbildung 27).

Zur Validierung dieser vorlaufigen Ergebnisse werden allerdings noch weitere Zellverbindungen

getestet. Des Weiteren wird die Ratio paariger Pulse (PPR) in Interneuronen ausgewertet werden.

67



Patch-Clamp in der CA1-Region des Hippocampus von NRG3-KO-Mdusen
In Aufnahmen von Miniatur-exzitatorischen-postsynaptischen-Stromen (mEPSC) von Projektionen

von Prinzipalneuronen auf schnellfeuernde PV-positive Interneurone in NRG3-KO-Mdausen
gemischten Geschlechts konnte kein signifikanter Unterschied in der Frequenz, Amplitude, Steigung,
Varianz oder Zeitkonstante t der Signale in der CA1-Region des Hippocampus zwischen Wildtyp und

Mutante Festgestellt werden.

Darauf wurde die Konnektivitdat der Pyramidenzellen auf schnellfeuernde Interneurone mittels loser
zellverbundener Stimulation (Barbour and Isope, 2000) getestet. Dabei zeigt sich, dass im Wildtyp ca.
26% aller getesteten Prinzipalneurone Verbindungen zu schnellfeuernden Interneuronen aufweisen,
wahrend es in der Mutante nur ca. 13% sind (siehe Abbildung 28 F), mit einem p-Wert < 0,0001 in

einem Pearsons-Chi-Quadrat-Test.

In schnellfeuernden Interneuronen wurde die Ratio paariger Pulse (PPR) ermittelt (siehe Abbildung
28 C, D und E). Dabei zeigt sich ein fast signifikanter Unterschied in der ersten Pulsantwort zwischen
WT und Mutante (siehe Abbildung 28 D, G und H) mit p=0,0736 in einem Rangsummentest. Die Ratio
beider Pulse (siehe Abbildung 28 E) zeigt in einem Rangsummentest mit p=0,0331 Signifikanz, wobei

diese unter Umstanden durch den grolRen Unterschied des ersten Pulses zustande kommt.
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Abbildung 28 PPR und Konnektivitdt in WT und KO im CA1: A Darstellung des Ableitortes fiir PPR und
Konnektivitdtsmessungen B Beispiele von Pulsantworten schnellfeuernder Interneurone auf Pyramidenzellstimulation in WT
und KO C Beispiel von PPR D Amplitude des ersten Pulses als Mittelwert + SEM mit allen Messpunkten p=0,0736 in einem
Rangsummentest E PPR als Mittelwert + SEM mit allen Messpunkten p=0,00331 in einem Rangsummentest F Konnektivitdt
zwischen Pyramidenzellen und schnellfeuernden Interneuronen p<0,0001 in Pearsons Chi-Quadrat-Test G Beispiel fiir
Pulsantworten schnellfeuernder Interneurone auf Pyramidenzellstimulation in Konnektivitdtsmessungen H Histogramm der
Amplitude des ersten Puls bei PPR

Fazit
Sowohl im PrL wie Hippocampus ist in KO-Tieren die die Konnektivitat zwischen Pyramidenzellen und

PV-positiven Interneuronen reduziert um ca. 50 % gegen Uber WT-Tieren reduziert. Auch ist das
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Verhaltnis paariger Pulse im Hippocampus signifikant verandert. Im PrL muss diese noch untersucht

werden.

Ableitungen am Octa-Patch-Clamp-Aufbau (exemplarisch)
Der hier etablierte Octa-patch-clamp-Aufbau kam fiir die inhaltliche Analyse der NRG3-KO-Mause

bisher nicht zum Einsatz, da wir uns gezielt auf die erregende Konnektivitdit PV-positiver
Interneurone fokussiert haben und mit der oben beschriebenen Methodik schneller zum Erfolg
kamen. Der Vorteil von acht simultanen Ableitungen ist das Testen von 56 potenziellen
Verbindungen. Diese sind aber heterogen, wenn verschiedenen Neuronentypen involviert sind.
Untersucht man 2 Zelltypen, wie in unserem Modell der NRG3-KO-Mause, sind nur eine kleinere
Fraktion der Verbindungen des Interesses enthalten (z.B. 4 Pyramidenzellen in Kombination mit 4
Interneurone ergeben nur 16 getestete Pyramidenzell-Interneuronverbindungen und 40
Verbindungen auBerhalb des Interesses). Deshalb war hier der kombinatorische Vorteil des Octa-
Patch-Clamp-Aufbaus fir unsere Analyse der NRG3-KO-Mduse weniger niitzlich. Der Nutzen ergibt
sich bei Netzwerkanalysen, bei denen alle Verbindungen von Interesse sind und wenn es um die
Analyse von hoheren Konnetivitatsmotiven geht. Betrachtet man die mégliche Motivanzahl von einer
Gruppe von drei Zellen, mit zwei moglichen Zelltypen, von den mindestens zwei Zellen miteinander
verbunden sind, erhdlt man unter Bericksichtigung reziproker Verbindungen schon 84 Motive (siehe

Abbildung 29)

Der hier etablierte Messaufbau fand daher in einer anderen Studie Anwendung. Die von meinem
Kollegen Yan-Fang Peng durchgefiihrten Experimente im Prasubikulum der Ratte sind in Abbildung 30

exemplarisch dargestellt, um die Funktionalitdt und das Prinzip des Messaufbaus zu demonstrieren.
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Abbildung 29 Médgliche Tripletkombinationen mit mindestens zwei verbundenen Zellen und zwei Zelltypen ergibt 84

unterschiedliche Motive
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Abbildung 30 Multiple Ableitungen im Prdsubiculum der Ratte; aus zukiinftiger Veréffentlichung von Peng et alii A VGAT-
YFP-Fluoreszenzbild des Hippocampus inklusive Gyrus dentatus (DG), CA3, CA1, und Subiculum. Daneben liegt der
Parahippocampus mit seinen Subgebieten: Prdsubiculum (PrS), Parasubiculum (PaS), und der medioenthorinale Cortex
(MEC). In Rot sind die acht oberfldchlichen und gleichzeitig vermessenen Zellen, mit Biocytin markiert. Der Abstand zur
Oberfldche wird ldngs der dendritischen Achse gemessen. B in Rot sind acht Biocytin gefiillte und gleichzeitig gemessene
Zellen in den tiefen Schichten des PrS gezeigt. C Links eine vergréfSerte Darstellung der Zellen aus A; Pyramidenzellen sind
mit weifSen, Interneurone mit gelben Zahlen markiert. Blaue Pfeile reprdsentieren inhibitorische Projektionen, rote
Interneuronexzitation. Rechts ist das Mikroskopbild aus der gestrichelten Box; Rot die Biocytin gefiillten Zellen, gelb YFP-
markierte Interneurone. YFP-Postives Interneuron ist mit einem Pfeil Markiert. D Gemittelte Aufnahmen der Strom-Klemme
der Zellen aus A und C. Zu sehen sind elf synaptische Verbindungen von 56 méglichen getesteten. Das Antwortmuster der
getesteten Zellen ist am linken Rand gezeigt. Interneurone sind blau und Pyramidenzellen rot dargestellt. Das mit vier
Aktionspotentialen stimulierte Neuron ist mit einer grauen Box unterlegt, die Antworten der anderen Zellen auf die
Stimulation sind in derselben Spalte dargestellt. Interneuronexzitation ist mit roten Pfeilen, Pyramidenzelleninhibition mit
blauen Pfeilen und Verbindungen des gleichen Zelltypus mit schwarzen Pfeilen dargestellt. E Links eine vergréfierte
Darstellung der Zellen aus B; Pyramidenzellen sind mit weif3en, Interneurone mit gelben Zahlen markiert. Blaue Pfeile
reprdsentieren inhibitorische Projektionen, rote Interneuronexzitation. Rechts ist das Mikroskopbild aus der gestrichelten
Box; Rot die Biocytin gefiillten Zellen, gelb YFP-markierte Interneurone. YFP-Postives Interneuron ist mit einem Pfeil
Markiert. F Beispiel der Aufgenommenen Zellen aus B und Emit 8 von 56 getesteten synaptischen Verbindungen.
Farbgebung und Pfeile wie in D. Maf3stab in D und F: Horizontal 250 ms, vertikal 100 mV fiir Aktionspotentiale, 2 mV fiir
postsynaptische Potentiale.
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Diskussion

Oszillationen am Hexadeca-Interface-Aufbau

Oszillationen im Schnittpraparat lassen sich durch mehrere extrinsische Faktoren beeinflussen, wie
z.B. Temperatur, Sauerstoffversorgung oder Geschwindigkeit der ACSF-Versorgung (Javedan et al.,
2002;Huchzermeyer et al., 2008;Huchzermeyer et al., 2013;Schneider et al.,, 2015). Daher ist es
unverzichtbar diese Parameter fir jede einzelne Kammer kontrollieren zu kénnen. Da die
Temperatur der ACSF auch abhadngig von der Pumpengeschwindigkeit ist, wurde Temperatur, sowie
Pumpleistung alle vier Wochen kontrolliert und VerschleiRteile, wie z.B. Pumpenschlduche

regelmaRig ausgetauscht.

Ein Temperaturschreiber fiir die Messkammern ist hilfreich, da auf Grund von Spannungsspitzen
haufig die Sicherungen der Heizeinheit durchgebrannt sind, und man somit zumindest Teile der
Experimente verwerten kdnnte, die man sonst verwirft, da man nicht weil}, ab welchem Zeitpunkt

die Temperatur den Soll-Wert zu stark unterschreitet.

Die Kontrolle der Carbogen-Durchflussrate musste jede Stunde erfolgen, und manchmal nachjustiert
werden, der Druck des Hausgases haufig Schwankungen unterlag, verursacht durch starkere
Inanspruchnahme anderer Nutzer derselben Hausleitung. Dieses Problem lieBe sich mit einer
unabhéangigen Gasversorgung vor Ort I6sen. Jede Kammer 1,3 L Carbogen die Minute verbraucht. Bei
einem Experiment von 3 h mit 4 Kammern entspricht das 936 L Verbrauch ohne die Ruhezeit nach
Praparation fir die Schnitte mit einzuberechnen. Allerdings muss die Versorgungseinheit
dementsprechende Mengen fassen kénnen und die Logistik fiir dementsprechend haufigen An- und
Abtransport fiir Gasflaschen stimmen, da man ansonsten Gefahr [auft mitten im Experiment kein Gas
mehr zu haben oder gegebenenfalls aufgrund von Lieferschwierigkeiten nicht experimentieren zu

konnen.

Der Widerstand der Ableitelektroden ldasst sich schwer konstant halten. Erstens variiert die
OffnungsgroRe der Glaskapillaren. Zweitens tendieren manche Offnungen mit zunehmender
Messzeit zu verstopfen. Widerstandsmessungen vor und nach Ableitung zeigten, dass der
Widerstand von 1 MQ auf 11 MQ ansteigen kann. Eine Moglichkeit fur dieses Phanomen ware
Mikroglia, die die Pipettendffnung verstopft. Dies wurde allerdings nicht weiter untersucht. Ein
weiteres Problem bei mehreren Ableitungen in einer Kammer ist, dass man die Elektroden nicht zu
dicht zu einander setzen kann, ohne dass die eine Pipette das Signal der anderen auffangt. Dabei ist
es nicht von Bedeutung, ob die Ableitelektrode im Gewebe oder auRerhalb platziert wird. Auch
bilden sich an den Glaskapillaren Kondenstropfen, die man ca. alle 20 min vorsichtig entfernen muss,
da das Abgleiten der Tropfen auf den Hirnschnitt die Oszillation stéren konnen. Sowohl das

Offnungs-, wie das Signalauffangproblem kénnte man mit Platinfaser-Elektroden (Reitboeck, 1983)
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[6sen. Einerseits ware der Widerstand der Elektroden uniformer und andererseits kénnte man statt
Glas eine starker elektrisch abschirmende Ummantelung wahlen. Wenn man fir die Ummantelung
dabei noch ein Material mit besserer Warmeleitfahigkeit als Glas wahlt, konnte sich vit. sogar das

Problem der Kondenstropfen minimieren lassen.

Der Computer mit 16 Gigabyte Arbeitsspeicher ldsst bei einer Abtastrate von 5000 Hz nur eine
maximale Aufnahmedauer von ca. 3,5 h, beziehungsweise einer DateigrofRe von knapp 2,2 Gigabyte
zu. Fir langere Aufnahmen braucht man dem entsprechend geringere Abtastraten, weniger Kanale,

einen leistungsstarkeren oder mehrere Computer.

Aus einer adulten Ratte kann man vom Hippocampus oder prelimbischen Cortex (PrL) 16 Schnitte
erhalten. Ublicher Weise werden bis zu 4 Schnitte in einer Kammer des Haas-Typus (Haas et al.,
1979) parallel vermessen, wahrend die Ubrigen in einer weiteren Kammer gelagert werden um
sukzessiv verwendet zu werden. Wenn eine Messung zwei bis drei Stunden ohne Vor- und
Nachbereitungszeit dauert, kann man meist nicht alle Schnitte an einem Arbeitstag flir Experimente
verwenden, was zu einem unnétigen Verlust des Ausgangsmaterials fihrt. Die Moglichkeit 16
Schnitte parallel messen zu kdnnen erweist sich dabei fliir uns aus mehreren Griinden als Optimal.
Einerseits gibt es wenige Analog-Digital-Wandler, die es einem erlauben 16 - geschweige denn mehr -
Kanale gleichzeitig zu belegen; andererseits kann man bei einer Schnittdicke von 400 um bei einem
Rattengehirn 16 Schnitte aus dem Hippocampus oder dem PrL erhalten oder bei der Maus 8 von
jedem der beiden untersuchten Hirnregionen. Das parallele Messen verhindert auch Fehler durch
unterschiedliche Lagerungszeiten der Schnitte und flhrt zu einer maximalen Ausbeute von

Versuchsmaterial bei minimaler Verlangerung der Arbeitszeit pro Experimentierzyklus.

Oszillationen im pralimbischen Cortex von Rattus norwegicus wistar

Versuche, die im Hippocampus etablierten Oszillationsprotokolle mit 10 uM ACH und 2 uM PHYS
(Huchzermeyer et al.,, 2008) im PrL in Rattenschnitten im postnatalem Alter von >60 Tagen
umzusetzen, blieben leider erfolglos. Auch KA bis 800 nM konnte im PrL, im Gegensatz zum
Hippocampus (Cunningham et al., 2003), keine Oszillation hervorrufen. Auch die Kombination von
10 uM ACH, 2puM PHYS und bis zu 800nM KA blieb erfolglos. In neonatalen coronalen
Rattencortexschnitten (Kilb and Luhmann, 2003) und in PrL-Schnitten von Ratten im postnatalen
Alter von 14-28 Tagen (van Aerde et al., 2008) lieBen sich Oszillationen mit CCH-Konzentrationen von
25 uM induzieren. Da sich CCH schlecht auswaschen lasst (Colgin et al., 2003) und wir Experimente
mit nikotinischen Antagonisten durchfiihren wollten, entschlossen wir uns eine geringe
Konzentration von CCH (5 uM) und 800 nM KA auszuprobieren. Mit dieser Kombination lieRen sich

y-Oszillationen induzieren, wahrend andere Veroffentlichungen mit einem reinen CCH-Model im PrL
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nur Oszillationen im a- bis B-Band generieren konnten (Kilb and Luhmann, 2003;Mansvelder et al.,
2006;van Aerde et al., 2008). Die Unterschiede In der Frequenz der Oszillation kdnnen einerseits
entwicklungsabhangig sein, oder aber wachstumsabhangig bzw. praparationsabhangig, in dem Sinne,
dass mit zunehmender GroéRe des Gehirns und der Zellen die Netzwerkintegritdit durch die
verschiedenen kortikalen Schichten in einem 400 um Schnitt weniger gewahrleistet wird. Kilb und
Luhmann (Kilb and Luhmann, 2003) konnten zeigen, das CCH induzierte Oszillationen abhangig von
exzitatorischen Netzwerken sind, die sowohl NMDA-Rezeptor als auch muscarinergen Rezeptoren
gesteuert sind, wiahrend AMPA/Kainsaure-Rezeptorantagonisten und GABA-Rezeptorantagonisten
die Oszillation nicht unterbinden konnten. Kurowski et alii (Kurowski et al., 2015) konnten zeigen,
dass Pyramidenzellen der Schicht V des mPFC von Ratten durch muscarinerge M1-Rezeptoren
depolarisiert werden. Dies steht im Einklang mit unserer Observation, dass der M1-3 Antagonist
Oxybutynin mit einer Konzentration von 10 nM die Oszillationen zum Erliegen bring. Auch wenn
AMPA/Kainsdure-Rezeptoren nicht nétig sein sollten eine CCH induzierte Oszillation aufrecht zu
halten, so ist wohl eine grundlegende Netzwerkexzitation notwendig fir Oszillationen. 800 nM KA
scheinen dabei stdrker exzitatorisch auf das gesamte Netzwerk zu wirken, als 25 uM CCH. Die
starkere Exzitation kann dabei auch der Grund sein, warum wir im Gegensatz zu bisherigen

Vero6ffentlichungen Oszillationen mit hoherer Frequenz beobachten.

Ein bisher unbeschriebener Effekt in PrL-Oszillationen in der Ratte ist das Uber die Zeit langsame
Absinken der Frequenz (5 Hz im Verlauf von 2,7 h), wahrend die Power nach circa 5000 s ein Plateau
erreicht und auch halt (Abbildung 13 A, B, E, F und Abbildung 17). Auch fir andere Hirnregionen ist
uns eine vergleichbare Beschreibung unbekannt. Auch die Aufnahmen im Maus PrL scheinen nicht
einem solchen Effekt zu unterliegen (vgl. Abbildung 20). In Langzeitaufnahmen von Oszillationen im
Hippocampus von Méausen und Ratten bleibt die Frequenz nach Erreichen ihres Maximumes stabil (vgl.
z.B. Abbildung 23). Dass sich bei der Anderung der Frequenz im PrL der Ratte die Power ein Plateau
erreicht und halt, spricht gegen die Annahme, dass sich die Menge an rekrutierten Zellen oder deren
Synchronizitat im Netzwerk verdndert. Es koénnte sich um einen metabotropen muscarinergen
Rezeptor M1-M3 oder einen kalziumabhangigen Glber AMPA-Rezeptoren vermittelten Effekt handeln.
Eine andere Moglichkeit sind a7-Rezeptoren, die auf Schicht II/lll Pyramidenzellen und
schnellfeuernden Interneuronen exprimiert werden oder a4p2-Rezeptoren in Schicht |
Interneuronen, und Gber ihren Kalzium-Einstrom (Seguela et al., 1993;Tapia et al., 2007) Einfluss auf
verschieden Signalwege ausiiben konnen. Dies muss allerdings erst noch mit den
dementsprechenden Drogen oder ACSF mit unterschiedlichen Kalziumkonzentrationen gepriift

werden.

Auch wenn es einen entwicklungsabhangigen geschlechtsspezifischen Unterschied in der Expression

von nikotinischen Rezeptoren gibt (Alves et al.,, 2010), kénnen wir keinen Einfluss auf die
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Oszillationen in Ratten &lter als 60 Tage feststellen (siehe Abbildung 13). Zur Reduzierung der

Versuchstiermenge wurden daher in den folgenden Oszillationsversuchen nur Mannchen verwendet.

Um spater Versuche mit nikotinischen Antagonisten durchfiihren zu kénnen, testeten wir in wie weit
die Gabe von 10 uM ACH und 2 nM PHYS das CCH/KA-Oszillationsmodel beeinflusst (siehe Abbildung
17). Man erkennt hier beim Vergleich der Mediane zwischen 5000-6000 s und 10000-11000 s eine
signifikante Zunahme der Frequenz und eine hochsignifikante Zunahme Power. Dies zeigt, dass mit
unserem CCH/KA-Model noch nicht alle cholinergen Rezeptoren angesprochen und sowohl Frequenz

als auch Power cholinerg moduliert werden.

Die nikotinischen Antagonisten TMPH und DHBE haben keinen Einfluss auf die Frequenz der mit
CCH/KA/ACH/PHYS induzierten Oszillation. Allerdings fiihren diese Antagonisten zu einer
signifikanten Zuname der Power (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19). Einerseits kann das heil3en,
dass mehr Zellen fiir die Oszillation rekrutiert werden, wenn man nikotinische a4f32-Rezeptoren im
PrL inhibiert, andererseits konnten die bisher rekrutierten Zellen starker synchronisiert werden. Es
gibt mehrere Verschaltungsmoglichkeiten zwischen Schicht | und Schicht 1I/1ll, die das erkldren
konnten (siehe Abbildung 32). Der Hauptoszillator scheint nicht direkt von a4p2-Antagonisten
beeinflusst zu werden. Dies trifft auf die uns bekannte Kombination von Korbzelle und
Pyramidenzelle zu, die laut Literatur auch keine a4B2-Rezeptoren aufweist (dos Santos Coura and
Granon, 2012;Poorthuis et al., 2013) (siehe Abbildung 31). Firr die Rekrutierung von mehr Zellen zur
Oszillation gibt es nach dem hier aufgezeigtem und der Literatur hergeleitetem Schaltbild zwei
Moglichkeiten (siehe Abbildung 32). Entweder gibt es eine direkte Verbindung eines nikotinisch
aktivierbaren Schicht | Interneurons auf den Oszillator oder man hat zwei miteinander verbundene
nikotinische Interneuron, die dann auf den Oszillator projizieren. In beiden Fallen wiirde die Gabe
von a4p2-Antagonisten zur Disinhibition des Netzwerks flihren. Im Vergleich zum ersten Fall wiirde
Im zweiten Fall die Gabe von nikotinischen Agonisten wahrscheinlich zu einer schwéacheren Inhibition
und oa4p2-Antagonisten zu einer schwacheren Disinhibition des Netzwerks fihren. Zur
Synchronisationskontrolle bietet sich die Verschaltung eines Interneurons mit a4p2-Rezeptoren mit
einem ohne diese Rezeptoren an, das wiederum auf den Oszillator projiziert. Um zu testen, ob
Rekrutierung, Synchronisation oder beides gleichzeitig stattfindet, kdnnte man PrL-Schnitte im MEA
unter Verwendung des gleichen Protokolls, wie in den Interface-Kammern benutzt, messen. Da man
bei dem von uns verwendeten Oszillationsprotokoll allerdings in circa 1/3 der gemessen Schnitte
Oszillation induzieren konnte, empfiehlt sich die gleichzeitige Ableitung mit einer Feldelektrode zur
Kontrolle. Inwieweit die in Abbildung 32 dargestellten Modelle funktionsfdhig sind, lieRe sich in
Simulationsmodellen lberprifen. Inwieweit die hier dargestellte Verschaltung des Netzwerks der
Einfluss auf die Oszillation nimmt, lieRe sich in Multi-Patch-Clamp versuchen herausfinden.

Vorteilhaft ware es, wenn im Modellorganismus verschiedene Interneuronmarker, wie SOM, PV oder
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CCK, mit unterschiedliche Fluoreszenzen markiert waren, um die Identifizierung der verschiedenen

Interneurontypen zu erleichtern.

Schicht|

Schicht I/l

Abbildung 31 Vereinfachte Darstellung der Verschaltung und nACHR-Lokalisation im PrL (nach Abbildung 2) NGFZ
neurogliaforme Zelle VIP vasointestinales Peptid positves Interneuron c-AC klassiche akkomodierende Zelle CCK
Cholecystokinin positive Zelle IS irreguldre feuernde Zelle BC Korbzelle P Pyramidenzelle SOM Somatostatin positive Zelle PV
Parvalbumin positive Zelle FS schnell feuerndes Interneuron NFS nicht schnellfeuerndes Interneuron

De- / Synchronisierer?

Inhibitor / Rekrutierer?

kontrollierter Rekrutierer?

Oszillator

® a4B32-Rezeptor

Abbildung 32 Mdégliches Model zur Erkldrung der nikotinischen antagonisten-vermittelten Disinhibition des Netzwerks. IN
Interneuron P Pyramidenzelle
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Oszillationen im pralimbischen Cortex von NRG3-Knock-Out-Mausen

Im PrL der Wildtypmaus ist die Oszillation, im Verhéltnis zur Ratte, im Median fast 25 Hz niedriger
(vgl. Abbildung 13 und Abbildung 20). Dies kann einerseits an einem, auf Grund von kleineren
Zellkorpern, besser erhaltenem Gesamtnetzwerk liegen, was zu einem hoheren Einfluss der tieferen
Zellschichten fiihren kénnte, andererseits besteht die Moglichkeit, dass die Zellen anders verschaltet
sind oder die Rezeptoren fir ACH und/oder KA anders verteilt sind als bei der Ratte. Im Gegensatz
zur Ratte scheint die Frequenz der Oszillation mit der Zeit auch nicht zu sinken, was allerdings auch

an den wesentlich niedrigeren gemessenen Frequenzen liegen kann.

In der NRG3-Deletionsmutante ist, im Vergleich zum Wildtyp die Oszillation im Median 9 Hz hoher
(vgl. Abbildung 20). Im Frontalen Cortex von Mausen ist die Erbb4-Expression auf Interneurone
beschrankt (Neddens et al.,, 2011). In post mortem Studien von Gehirngewebe des prafrontalen
Cortex von schizophrenen Patienten wurde ein erhohtes NRG3-Niveau gefunden (Kao et al., 2010).
Aulerdem haben Schizophreniepatienten eine geringere oszillatorische Grundaktivitdt im PFC
(Ferrarelli et al., 2008;Ferrarelli et al., 2012). Diese und unsere eigenen Beobachtungen sprechen
dafiir, dass die hohere Oszillationsfrequenz in der Mutante in einem antiproportionalen
Zusammenhang mit der NRG3-Expression oder ErbB4-Aktivierung steht. Das bedeutet, dass ein
niedriges NRG3-Niveau und hohere oszillatorische Grundaktivititen im PFC mit geringerer
Impulsivitdt und Risikobereitschaft einhergehen, was durch Verhaltensexperimente in Mausen mit
NRG3-Uberexpression und Injektion von ErbB4-Kinase-Inhibitor in den PFC von Ratten demonstriert
werden konnte (Loos et al.,, 2014;Loos et al., 2016). Flr Patienten mit ausgepragten impulsiven
Verhalten, konnte gezeigt werdend, dass mittels transkranialer Stimulation des PFC die
Risikobereitschaft in Verhaltenstests gesenkt werden konnte (Cheng and Lee, 2016). Ebenso tragt die
Blockade des GABAergen Systems im PFC von Ratten zu erhohter Risikobereitschaft und
Aufmerksamkeitsstorungen bei (St Onge and Floresco, 2010;Paine et al., 2011;Paine et al., 2015). In
Verhaltenstests von NRG3-KO-Madusen konnte gezeigt werden, dass die Mutante
Aufmerksamkeitsstorungen und Probleme mit dem sensorischen Gating in prapulsinhibitorischen

Test hat (Hayes et al., 2016).

In Experimenten in konditionalen Interneuron-ErbB4-KO-Mausen, kann gezeigt werden, dass in
Interneuronen nach Verlust von ErbB4 mehr Miniatur-exzitatorische-postsynaptische-Signale findet
(Del Pino et al., 2013). Durch die Aktivierung von ErbB4 durch Neureguline wird die GABA-
Ausschittung erhoht und dadurch die Funktion von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren unterdriickt
(Woo et al.,, 2007;Chen et al., 2010;Wen et al., 2010;Vullhorst et al., 2015). Die veranderten
Feuerraten von Pyramidenzellen und Interneuronen von ErbB4-Mutanten kénnen die erhohte
Oszillationsfrequenz im PrL der NRG3-Mutante erkldaren (vgl. Abbildung 20) (Del Pino et al.,

2013;Yang et al., 2013), allerdings gibt es keine ursachliche Erklarung, wie es dazu kommt. Del Pino et
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alii konnten, ebenso wie wir in der NRG3-Mutante, im PrL keinen signifikanten Unterschied in der

Power in Aufnahmen mit Feldelektroden zwischen Wildtyp und Mutante feststellen.

Fir die verringerte Impulsivitat bei Storung des ErbB4-NRG3-Systems ist der PFC verantwortlich (Loos
et al., 2014;Loos et al., 2016). Dieses mit der von uns gemessenen erhohten Oszillationsfrequenz im
PrL in den NRG3-KO-Mutanten vereinbar (vgl. Abbildung 20), da eine hohere Frequenz mit hdoheren
mentalen Aufgaben, Integration von Information und Konzentration assoziiert ist (Singer and Gray,

1995;Whittington et al., 2011).

Bisher konnten fiir ErbB4-Mutanten nur Unterschiede in der Feuerrate von Neuronen und in
Synapsendichte festgestellt werden, wahrend fir Miniatur postsynaptische Strome keine
Veranderungen festgestellt werden konnten (Del Pino et al., 2013;Yang et al., 2013). Eine Inhibition
oder Aktivitatsverlust der Interneurone in den oberen drei Schichten (vor allem |, die vornehmlich
aus Interneuronen besteht) des Cortex (vgl. Abbildung 2) kdnnte eine Ursache fiir die erhohte
Oszillationsfrequenz sein. Schicht | Interneurone konnten, da sie auf exzitatorische wie inhibitorische
Zellen projizieren, Verdanderungen in den Feuerraten in Interneuronen und Pyramidenzellen in
Schicht 1I/Il erklaren. Die genaue Ursache bleibt ungeklart. Die Untersuchung des Einflusses von
,Schicht 1“-Interneuronen auf die Oszillation in ,Schicht II/Ill“-generierte Oszillationen mittels
multipler Patch-Clamp-Ableitung konnte helfen die Netzwerk- und Verhaltensverdanderungen in

NRG3-Deletionsmutanten auf zelluldrer Ebene zu erklaren.

Oszillationen im Hippocampus von NRG3-Knock-Out-Mausen

Bei Aufnahmen von Feldpotentialen in der CA1-Region konnten wir keinen signifikanten Unterschied
zwischen Frequenz und Power der Oszillation von Kontrolle und Mutante feststellen, nur die
Grundaktivitdt in der Mutante nach FFT-Analyse scheint erhoht. In der CA3-Region ist der
Unterschied in beiden MessgrofRen signifikant (vgl. Abbildung 23 & Abbildung 24). Wahrend die
Frequenz der Mutante im Verhéltnis zur Kontrolle im Median um fast 9 Hz fallt, steigt die Power auf
tiber das Doppelte an. Ahnlich wie im PFC, spricht die Verdnderung der Frequenz fiir ein durch NRG3-
Mangel verursachtes Ungleichgewicht zwischen Exzitation und Inhibition. Allerdings scheint der
Mechanismus im CA3 grundlegend anders zu funktionieren, da die Frequenz im Gegensatz zum PrL
abféllt. Dies kénnte an den unterschiedlichen Organisationsprinzipien zwischen Allo- und Neocortex
liegen. Im Hippocampus scheint der Ort der Innervation der PV-positiven Zellen und der
Pyramidenzellen Einfluss auf die y-Oszillation zu haben (Lasztoczi and Klausberger, 2014). Das und die
Unterschiedlichen Auswirkungen der NRG3-Deletion im PFC und Hippocampus macht es
wahrscheinlich, dass die Veranderungen der Oszillation vor allem von Interneuronen stammen, die

Einfluss auf den Oszillator haben, und nicht unbedingt der Oszillator selber Veranderungen erfahrt.
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Des Weiteren steigt die Power in Kontrolle wie Mutante liber den gesamten Zeitraum der Aufnahme
konstant an, was als Phdnomen bisher noch unbeschrieben ist (vgl. Abbildung 24). Dabei ist die
Power in der Mutante mehr als doppelt so groRB, was fiir eine Disinhibition des Netzwerkes spricht.
Wahrend im PrL in der Ratte (vgl. Abbildung 13) und Maus (Abbildung 15) nach circa 1,5 h ein Plateau
in der Power erreicht wird, ist im Hippocampus selbst nach 3 h noch kein maximaler Endwert
erreicht. Es stellt sich die Frage, ob die Oszillation stdrker synchronisiert wird, ob mehr Zellen
rekrutiert werden und wann ein Plateau der Power erreicht wird. Zur Klarung ob mehr Zellen
rekrutiert werden und inwieweit sich das oszillierende Feld ausweitet, bieten sich Messungen am

MEA an.

In Aufnahmen von Miniatur-exzitatorischen-postsynaptischen-Stromen in schnell feuernden PV-
positiven Interneuronen im CA1l konnten wir keinen Unterscheid zwischen Wildtyp und NRG3-
Mutante feststellen. Andere Arbeiten konnten in ErbB4-Modellen ebenfalls keine Unterscheide
feststellen (Del Pino et al., 2013). Es ware aber durchaus von Interesse mittels Multi-Patch-Clamp
aufbauten zu untersuchen, inwieweit unterschiedliche Interneurontypen von Veranderungen durch
einen NRG3-Knock-Out betroffen sind, was der Beitrag der einzelnen Typen zur Modulation der
Oszillation ist und ob es Verschiebungen in der Konnektivitdt oder der Verbindungsmotive (vgl.

Abbildung 29) im Verhaltnis zur Kontrolle gibt.

MEA

Die Absaugung in den MEA-Kammern bringt durch das Abreifen der Oberflichenspannung am
Absaugstutzen und der damit entstehenden Schwingung ein niederfrequentes Artefakt in die
Messung. Dies lieRe sich vermeiden, indem man die ACSF nicht direkt in der Messkammer selbst
absaugen wiirde, sondern separat in einem Uberlaufbecken. Dafiir miisste man an dem Uberlauf
einen Mechanismus zum Brechen der Oberflachenspannung einbauen, wie zum Beispiel eine Nut, die
einen kontinuierlichen Abfluss des Wassers erméglicht. Ein Uberlaufbecken hitte auch den Vorteil,
dass man den ACSF-Stand in der Messkammer sowohl konstant, als auch niedrig halten kann, was

eine bessere Versorgung des Schnittes mit Sauerstoff mit sich bringen wiirde.

Das USB-MEA32-STIM4 erwies sich allgemein nicht als die beste Entscheidung; und wird vom
Hersteller auch nicht mehr produziert. Obwohl es seinen Aufgaben wie beschrieben nachkommt, so
fehlen z.B. Eingdnge, um die Stimulation durch externe Gerate zu triggern und die Aufnahme damit
automatisch einzuleiten. Auch die in den MEA-Chip eingebauten Stimulationselektroden hatten fir

die von uns einstmals angedachten Stimulationsprotokolle nicht geniigend Leistung.

Von Vorteil sind die mit dem MEA-System zu benutzenden pMEA, bei denen zwischen den

Ableitelektroden kleine Lécher im Chip sind, wodurch man den Schnitt einfach und ohne zu grole
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mechanische Belastung mittels Unterdruck fixieren kann. AuBerdem ist dadurch ein besserer Kontakt

zwischen Elektrode und Hirnschnitt gesichert.

Ahnlich dem Interface-Kammer-Aufbau lieRen sich ohne Probleme mehrere MEAs gleichzeitig
bedienen. Bei vielen Parametern, wie z.B. der Musteranalyse, ist die Varianz sehr hoch (vgl.
Abbildung 26). Mehrere Messstationen helfen einem die Versuchsanzahl zu erweitern und somit
validere Aussagen treffen zu koénnen. Das gleichzeitige Messen der Schnitte verhindert auch
Messfehler, hervorgerufen durch langere Akutschnittlagerung und bringt somit eine konstantere

Schnittqualitat mit sich.

Dopamin induzierte Muster im PrL von NRG3-KO-Mausen
Die signifikant schwacher ausgepragte Stabilitat wiederkehrender Muster von LFPs in den NRG3-

Mutanten zeigt, dass die Netzwerkeigenschaften im PrL eine geringere Speicherkapazitat fiir Muster

bzw. weniger stabile Eigenschaften bei der Informationsverarbeitung aufweisen.

Dieser Befund weist im Einklang mit den verdnderten Oszillationen auf veradnderte lokale
Netzwerkmechanismen hin, die mit Methoden Zelluldrer Aufklarung aufzulésen sind (siehe unten).
Die verdnderte Leistungsfahigkeit dieser Mutante befindet sich in guter Ubereinstimmung zu

veranderter Impulsivitdat und Aufmerksamkeit (Loos et al., 2014;Loos et al., 2016).

Patch-Clamp Messungen

Messungen am Octa-Patch-Clamp-Aufbau

Der Zeitaufwand fiir eine einzelne Messung nimmt mit der Anzahl an Mikromanipulatoren zu. Das
Arbeiten mit acht Manipulatoren ist duRert anspruchsvoll, allerdings noch von einem Experimentator
zu bewadltigen. Arbeiten mit zehn Mikromanipulatoren ware auch noch denkbar, allerdings mit den
von uns gewahlten Manipulatoren eine grolRe sterische Herausforderung. Alles driber hinaus lasst

sich mehr und mehr nur mit gréBerer Automation der Arbeitsprozesse vollbringen.

Die programmierbare Position fiir die Mikromanipulatoren ist eine enorme Arbeitserleichterung und
hilft, die acht Pipetten schnell auf eine Ebene in der Patch-Kammer zu bringen, ein Abbrechen der
Pipetten zu vermeiden und acht Zellen ziigig hintereinander zu Patchen, dahnlich dem von Perin et alii
beschriebenen Prozess (Perin and Markram, 2013). Nichtsdestotrotz ist die Anwenderfreundlichkeit
der meisten Programme nicht sonderlich ausgereift und Bedienbarkeit haufig contra intuitiv. Dies ist
ein nicht zu unterschatzendes Problem, da schlecht ausgefiihrte Programme Lernprozesse verlangern
und Problemlésungen bei akuten Software-Komplikationen erschweren. Programme missen so

angepasst werden, dass auch Computer- und Softwareunerfahrene diese ohne groRe Einflihrung
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bedienen koénnen. Kleinere Mikromanipulatoren als die von uns verwendeten, konnten die

Pipettenplatzierung erleichtern und mehr Platz auf dem Tisch schaffen.

Des Weiteren wére es eine Zeitersparnis, wenn auch das Objektiv bzw. das Mikroskop eine Funktion

héatte, auf eine programmierbare Ausgangsposition zuriickgefahren werden zu kénnte.

Wie Abbildung 29 zeigt, erreicht man mit nur geringen Annahmen, wie 3 Zellen mit 2 verschiedene
Zelltypen und mindesten zwei Verbindungen, die keine Zelle im Motiv unverbunden lassen, schon 84
Motivmoglichkeiten. Wenn man die Annahme nadher an der Realitdt anlehnt und noch weitere
Interneurontypen (Markram et al., 2004) oder Motive mit mehr Zellen mit ins Spiel bringt, wachst die

Anzahl der mdglichen Motive schnell auf eine nicht leicht hdandelbare GroRe an.

Aufgrund der vielen moglichen Motive, auch bei wenigen Grundannahmen, kann eine Motivanalyse
sehr schnell komplex werden. Dabei bleiben nur zwei Mdglichkeiten Ubrig dem Problem Herr zu
werden. Entweder man erhebt genug Daten, was dementsprechend mehr Zeit kostet, oder man
beschrankt sich auf sehr einfache Motive. Wenn man zum Beispiel nur Motive mit zwei
Verbindungen und maximal zwei unterschiedlichen Zelltypen Beriicksichtigt, gibt es nur noch 23
mogliche Motive, was einem die Aussage, ob die Zellverschaltung einer Zufallsverteilung folgt oder

nicht, erleichtert.

Patch-Clamp-Analyse in NRG3-KO-Mausen

Da sich in der Analyse der Miniatur-exzitatorischen-postsynaptischen-Strome keine signifikanten
Unterschiede zeigen lieen, spricht nix fir eine Annahme von verdnderten exzitatorischen
Rezeptorzusammensetzungen auf postsynaptischer Seite oder eine Modulation der

Neurotransmitterausschittung in der Mutante im Verhaltnis zum Wildtyp im CAL.

Die Projektionen von Prinzipalneuronen auf schnellfeuernde PV-positive Interneurone im CA1 sowie
im PrL scheinen in der Mutante reduziert zu sein. Dieser Kernbefund muss noch durch weitere
Messungen erhdrtet werden. Der Fund spricht fiir eine Rolle von NRG3 in der Synapsenbildung
zwischen Prinzipal- und Interneuronen, dhnlich der Funktion von NRG1, welches auch ein ErbB4-
Ligand ist (Li et al., 2007). Die verringerte Konnektivitdt kénnte auch ein Erklarungsansatz fiir die
niedrigere Oszillationsfrequenz und erhdohte Power im CA3 darstellen (siehe Abbildung 23 und
Abbildung 24); wie genau Oszillation und Konnektivitdt zusammen hangen, muss aber erst durch
weitere Experimente geklart werden. In Verbindung mit den MEA-Analysen bietet diese

Beobachtung einen Erklarungsansatz fiir die reduzierte Musterstabiltdt in den NRG3-KO-Mutanten.
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Fazit
Auch wenn bisher an den NRG3-KO-Mausen der Octa-Patch —Messplatz noch nicht zum Einsatz kam,

kann die Gesamtanalyse der NRG3-Mutanten als Model dienen, wie ein lokales Gewebe in akuten
Hirnschnitten durch ein Mehrstufiges Messverfahren analysiert werden kann. So zeigt die mit hohem
experimentelle Durchsatz stattfinde Analyse am Hexa-Deca-Aufbau an, dass in der Mutante
oszillatorische Aktivitat verandert ist, jedoch in verschiedenen Hirnregionen auf verschiedene Weise.
Dies zeigt, dass es grundsatzlich notwendig ist bei neuropsychatrischen Tiermodell zunachst mit
einem groberen Verfahren verscheiden Hirnregionen zu analysieren. Auf der Grundlage dieser
Befunde konnten wir fir den PrL der NRG3-KO-Mause zeigen, dass die Stabilitdt raumzeitlicher LFP-
Muster signifikant reduziert ist und damit eine reduzierte Leistungsfihigkeit dieser Hirnregion
anzeigt. Letztlich konnten wir damit zumindest einen zugrundeliegenden Mechanismen im PrL und
Hippocampus identifizieren. Dabei handelt es sich um die reduzierte Konnektivitdt von
Prinzipalneuronen auf Interneurone mittels gepaarter Patch-Clamp Ableitungen. Breiter angelegt
Octa-patch-analysen sind in Zukunft geplant, da wir fir Hippocampus und Neocortex zwar einen
gleichen Mechanismus identifiziert haben, die Netzwerkveranderung in den beiden Regionen aber
verschieden sind. Dies deutet darauf hin, dass es weitere veranderte Mechanismen geben muss.
Insgesamt zeigt aber die bisher durchgefiihrte Analyse an den NRG3-KO-Mausen den konzeptionellen

Wert eines mehrstufigen Analysekonzeptes fir akute Hirnschnitte.

Statistik, Auswertung und anfallende Datenmengen
Ein Problem vieler Veroffentlichungen ist schlechte Reproduktionsfahigkeit der Experimente, haufig

wegen niedrigen Versuchszahlen oder schlecht ausgefiihrter Statistik (Baker, 2016). Die geringe
Versuchsanzahl kann auf Grund der groBen Streuung (vgl. z.B. Abbildung 13 C & D) von biologischen
Systemen zu statistischen Falschaussagen fiihren. Bei kleinen Versuchsgruppen kann es passieren,
dass man zufallig einen hohen Anteil Extrema einer Richtung erhilt, was einen dazu verleitet einen
Unterschied anzunehmen wo, bei haufigerer Beobachtung, keiner vorhanden ist. Auch die
Verwendung des Mittelwertes, der auf der Annahme einer Normalverteilung der Daten —die haufig
nicht gerechtfertigt ist - beruht, ist sehr anfillig gegentber AusreiBern und kann somit zu
Falschannahmen der Unterschiedlichkeit zweier Gruppen fiihren. In Abbildung 13 E & F erkennt man
deutlich, dass die Verteilung der Daten auf keinen Fall einer GauR-Verteilung folgt. Dies zeigt, wie
wichtig grolRe Datensdtze sind, um die richtige Analysemethode und Darstellung der Daten zu

wahlen.

Alle drei hier vorgestellten elektrophysiologischen Aufbauten eignen sich fiir eine Erhéhung der
Datenausbeute und kénnen somit die Aussagekraft der statistischen Analyse verbessern und

gleichzeitig den zeitlichen Aufwand zum Erreichen hoéherer Versuchsanzahlen reduzieren.
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Die anfallenden Datenmengen sind zwar noch gering genug, dass sie von einer Person gehandhabt
werden kdnnen, allerdings ware eine starkere Automatisierung der Auswertung und eine Datenbank
flir Roh- und Metadaten eine groRe Arbeitserleichterung, auch in Anbetracht zukinftiger noch
groRer ausfallender Datenmengen - auch im Bezug aufs MEA, mit seiner Vielzahl an Kanalen und

moglicher Analyseverfahren.

Ein Auswerteprogramm, das auf nicht proprietdrer Software beruht, Dateiformate aller
Aufnahmeprogramme verarbeiten und eine Arbeitsauftragsliste abarbeiten kann, ware ein weiteres
hilfreiches Werkzeug, vor allem in Verbindung mit einer Datenbank der Rohdaten. Reanalyse mit

neuen Auswertverfahren oder Vergleiche verschiedener Datensets wiirden erheblich erleichtert.

Tierverbrauch
Der Vorteil des Interface-Kammer-Aufbau ist, dass sich je nach GréRe und Spezies viele Schnitte auf

einmal messen kann. Aus einem adulten Rattenhirn lassen sich zum Beispiel je 16 Schnitte aus PrL,
wie auch Hippocampus gewinnen. Bei Mausen ist es jeweils 8. Da die unterschiedlichen Praparate
auch spezifische ACSF-Kompositionen bendtigen, kann man bis zu vier Praparate mit 8 vier Schnitten
gleichzeitig messen. Dies gibt einem die Mdglichkeit, vor allem wenn die Hirnregion mit dem
Hauptinteresse des Forschers sehr klein ist, gleichzeitig aus demselben Gehirn noch andere Praparate
anzufertigen und zu messen. Bei den NRG3-Mausen wurde grundsatzlich Hippocampus und PrL
parallel prapariert und gemessen. Durch vorausschauendes Planen ldsst sich damit die

Datenausbeute je Versuchstier maximieren und der Tierverbrauch reduzieren.

Dieses lasst sich im Prinzip auch beim MEA-Aufbau anwenden, sofern man genligend MEAs zur
Verfligung hat. Aber auch wenn dieses nicht der Fall sein sollte, kann man, aufgrund gleicher
verwendeter Schnittdicke, die erhaltenen Prdparate zwischen MEA- und Patch-Clamp-Aufbau
aufteilen oder, wie beim Interface-Aufbau, zwei verschiedene Praparate aus demselben Nagerhirn
anfertigen; allerdings missen sich dafiir zwei Experimentatoren in ihrer Zeitplanung aufeinander

abstimmen.

Die Reduzierung des Tierverbrauchs ist dabei vom schwierigeren der gleichzeitig gewonnen
Praparate abhdngig. Wahrend man zum Beispiel im Hippocampus in ca. 50% der Falle Oszillationen
auslosen kann, sind es im PrL nur ca. 33%. Allerdings gibt es einem die Chance die statistische
Analyse des einfacheren Experiments durch Erhéhung der Versuchszahlen zu verbessern, oder ein

weitere Hirnregion zu testen.
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Ausblick

Die Inkorporation der verschiedenen elektrophysiologischen Messtechniken zu einer Analyse-Stralie
bietet einem groRe Vorteile bei der Evaluation von Tiermodellen und Pharmaka. Allerdings ist die
Umsetzung einer solchen AnalysestralRe nur als Teamleistung moglich, da keiner der experimentellen
Aufbauten ohne jeweiliges experimentelles Training sicher, zuverlassig und effizient zu bedienen ist.
Dennoch kénnen so alle Messungen in einem Labor tierverbrauchsschonend umgesetzt werden. Alle
hier etablierten Messmethoden werden heute routinemaRig fiir verschieden Anwendung im Institut
fiir Neurophysiologie eingesetzt. Dies erlaubt weniger Versuchsvariablen, wie verwendeten Losungen
und Tierhaltungsbedingungen, die von Labor zu Labor und Land zu Land grofen Schwankungen und
Fehlern unterworfen sind — was bei Kooperationen mit anderen Arbeitsgruppen durchaus bedacht
werden muss — sondern auch die fiir Ergebnisse bendtigte Zeit und der Tierverbrauch kénnen
reduziert werden. Dabei muss und sollte diese Analyse-StraBe in Zukunft nicht nur auf die hier
beschrieben Techniken reduziert bleiben, sondern je nach Interessenlage und Fragestellung um die
notigen Techniken erweitert werden. Optogenetische Methoden wiaren eine Moglichkeit die
elektrophysiologische Seite zu erweitern, aber auch molekularbiologische Techniken, wie z.B.
qguantitative Einzelzell-PCR spezifischer Zelltypen bieten einem interessante Maoglichkeiten fir

Erweiterungen.

Photostimulation bietet einem die Moglichkeit zeitlich und rdaumlich praziser Ausfiihrung. Einerseits
kann man mit genetischer Manipulation photosensitive lonenkanale in spezifische Gewebe oder
Zelltypen einbringen, je nach Kanaltyp die unter Lichteinfall die Zelle aktivieren oder inhibieren
konnen. Daflir werden haufig Kanalrhodopsine verwendet. Andererseits lassen sich lichtsensitiven
Molekilen mit Neurotransmitter verbinden, die erst bei Verwendung der richtigen Wellenldange in
einen biologisch aktiven Zustand (ibergehen und somit nur Zellen innerhalb des Lichtkegels

beeinflussen kdnnen — eine als Uncaging bekannte Technik.

Das integrative Konzept der Analyse-Stralle fir akute Hirnschnitte stellt durch seine Zeitersparnis,
Maximierung der Messeinheiten, Fehlervermeidung, Variablenreduzierung und
Tierverbrauchsenkung eine gute Losung zur Optimierung des Erkenntnisgewinns aus Experimenten

an akuten Hirnschnitten dar.

85



Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war der Aufbau und die Etablierung eines dreistufigen Messkonzepts fir
elektrophysiologische Arbeiten. Diese Kombination von elektrophysiologischen Messaufbauten zu
einer Analyse-StraRe sollte es einem ermdglichen, Netzwerke unterschiedlicher GroRenordnungen
ebenso wie deren Zusammenspiel zu erforschen und dadurch die Wirkmechanismen von
Pharmazeutika sowie die Untersuchung transgener Tiermodelle effizienter und schneller zu
gestalten. Als Methoden dienten Feldpotentialmessungen, ein Multielektroden Array sowie

Patch-Clamp-Messungen.

Fir Feldpotential- und Oszillationsmessungen wurde ein Aufbau mit vier Interface-Kammern des
Haas-Typs und sechzehn Messelektroden generiert. An diesem wurde erfolgreich ein
y-Oszillationsprotokoll im PrL der Ratte etabliert. Es konnte weiterhin fiir Oszillationen im PrL gezeigt
werden, dass Ratte und Maus unterschiedlich auf dasselbe Protokoll reagieren, dass cholinerge
Agonisten die Frequenz und Power, wahrend nikotinische Antagonisten die Power modulieren, dass
Oszillationen in NRG3-KO-Mé&usen in PrL und Hippocampus sich signifikant vom Wildtyp
unterscheiden. AuRerdem lieR sich durch den Aufbau das Langzeitverhalten von Oszillationen

beschreiben und der Tierverbrauch fir Oszillationsexperimente reduzieren.

Ein Multielektrodenarray konnte erfolgreich etabliert werden. Bei Messungen von NRG3-KO-Méausen
konnte gezeigt werden, dass sich die Stabilitdt raumzeitlicher LFP-Muster gegeniiber dem Wildtyp

deutlich reduziert ist.

Ein Multi-Patch-Clamp-Aufbau mit acht Mikromanipulatoren konnte erfolgreich etabliert werden. Es
zeigte sich im Laufe der Arbeit, dass diese Konfiguration perfekt fiir Konnektivitditsmessungen und
Charakterisierung uniformer Areale im Neocortex ist, aber ungeeignet fir den Einsatz in dinnen
Zellbandern und kleiner Areale ist. Hier bot sich fir Konnektivititsmessungen die ,Lose
Zellangehaftete Methode” nach Barbour et alii (Barbour and Isope, 2000) an. Mit dieser Methode
konnte sowohl im PrL als auch im Hippocampus von NRG3-KO-Méausen Unterschiede in der
Konnektivitat zwischen Pyramidenzellen und Interneuronen gegeniiber dem Wildtyp effizient
festgestellt werden. Damit kann die ,lose Zellangehaftete Methode” als alternative Patch-Clamp-

Methode zur Konnektivitatsanalyse gestellt werden.

Diese hier vorgestellte Stralle von elektrophysiologischen Messaufbauten ist ein effektives Werkzeug
fir die Charakterisierung von Pharmaka und genetisch veranderten Tiermodellen und wird mit
voranschreitender Automatisierung, glinstigerer Technik und Inkorporation weiter Methoden

zunehmend zur Standardisierung der Analyse akuter Hirnschnitte beitragen.
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Summary

Aim of this thesis was the establishment of a three-level measurement concept for
electrophysiological studies. The combination of electrophysiological setups to a streamlined
analyzation pipeline should enable the experimenter to investigate networks of different sizes as well
as their interaction, thereby making the study of drugs mode of action or transgenic animal models
more efficient and faster. Field potential measurements, multi electrode arrays and patch-clamp will

be the methods of choice.

For field potential and oscillation measurements a setup with four Haas-type interface chamber and
sixteen electrodes was constructed. A y-oscillation protocol in PrL of the rat has been successfully
established. It could be shown for oscillations in the PrL that rats and mice react differently to the
same protocol, that cholinergic agonists modulate frequency and power and nicotinic antagonists
only influence power and that oscillations in NRG-KO-mice in PrL and hippocampus significantly differ
from the wildtype. Furthermore with this kind of setup long term behavior of oscillations can be

described and animal usage reduced.

A multi electrode was established successfully. Measurements in NRG3-KO-mice could show that

dopamine induced pattern generation differ from wildtype animals.

A multi-patch-clamp setup with eight micromanipulators was established successfully. Throughout
the work with the setup it was shown, that it this configuration was perfect for measurements of
connectivity and characterizing uniform areas but is unsuitable for work in thin cell layers and small
areas. Here the use of a lose cell attached method after Barbour et alii (Barbour and Isope, 2000) for
measurements of connectivity was optimal. With this method we could show differences in
connectivity between pyramidal cells and interneurons for NRG3-KO-mice compared to wildtype. The
lose cell attached method is a reliable alternative patch-clamp-method for connectivity

measurements.

With this method we could show differences of connectivity between pyramidal cells and

interneurons of NRG3-KO-micer in PrL and Hippocampus compared to wildtype.

This pipeline of electrophysiological setups is an effective tool for the characterization of drugs and
genetically modified organisms and with progressing atomization, cheaper technology and

incorporation of more methods even extend its beneficalness.
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