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1 Einleitung  

1.1 Der Neuregulin-ErbB4-Signalweg 

1.1.1 Die Neuregulin-Familie 

Die Neureguline gehören zu einer Familie der EGF-ähnlichen Wachstumsfaktoren 

(„epidermal growth factor“). Bisher wurden vier Neuregulin Gene, Nrg1-4, identifiziert 

(Falls, 2003; Hayes und Gullick, 2008). Die membranständigen Proteine bestehen aus einer 

zytoplasmatischen Domäne, einer hydrophoben Transmembrandomäne und einer 

extrazellulären Domäne, die die EGF-Domäne enthält und in einigen Isoformen durch 

proteolytisches Spalten freigesetzt werden kann (Abb. 1.1; Massague und Pandiella, 1993). 

Sie wirken als Liganden der Tyrosinkinaserezeptoren der ErbB-Familie (S. Burden und 

Yarden, 1997; Dougall et al., 1994; Hynes und Stern, 1994; Plowman et al., 1993; Qian et al., 

1994). Verschiedene Funktionen wurden in der Maus für Nrg1 und seine Rezeptoren ErbB3, 

ErbB4 und den Ko-Rezeptor ErbB2 beschrieben (Brinkmann et al., 2008; Buonanno und 

Fischbach, 2001; Burden und Yarden, 1997; Falls, 2003; Meyer und Birchmeier, 1995). Über 

die biologische Funktion der Neureguline 2-4 ist wenig bekannt. Die Aktivierung von ErbB 

Rezeptoren durch Neureguline regelt die Migration und Proliferation sowie die Stratifikation 

und Adhäsion von Zellen in der kortikalen Entwicklung (Falls, 2003; Hayes und Gullick, 2008; 

Veikkolainen et al., 2012).  

1.1.1.1 Neuregulin1 

Das Nrg1 Gen kodiert mindestens 12 verschiedene Protein-Isoformen durch die 

Verwendung verschiedener Promotoren und alternativem Spleißen (Buonanno und 

Fischbach, 2001; Falls, 2003). Nrg1 Typ I und II besitzen eine immunglobulinähnliche 

extrazelluläre Domäne (Ig-Nrg1), die durch Proteolyse abgetrennt werden kann (Abb. 1.1A). 

Die Nrg1 Typ III Isoformen enthalten eine N-terminale cysteinreiche Domäne (CRD-Nrg1), in 

die eine zweite Transmembrandomäne eingebettet ist. Wenn diese Isoform C-terminal der 

EGF Domäne gespaltet wird, bleibt die Ectodomäne membrangebunden. Die Sequenz der 

EGF-Domäne dieser drei Isoformen ist sehr ähnlich und induziert die Aktivierung der 

Tyrosinkinasen der ErbB-Familie.  
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Abbildung 1.1 Die Familie der ErbB-Rezeptoren und ihre Liganden, die Neureguline 

Die EGF-ähnlichen (EGF-like) Domänen der Neureguline binden und aktivieren ErbB-

Rezeptoren. Während die Nrg1-Isoformen Liganden für ErbB3 und ErbB4 sind, kann Nrg3 

nur von ErbB4 gebunden werden. Für ErbB2 wurde noch kein Ligand identifiziert. A) Nrg1 

Typ I und II (Ig-Nrg1) besitzen eine immunglobulinähnliche extrazelluläre Domäne, die durch 

die Protease BACE1 abgetrennt werden kann. Die Nrg1 Typ III Isoformen (CRD-Nrg1) 

enthalten eine N-terminale cysteinreiche Domäne, die nach C-terminaler Spaltung der 

Ectodomäne membrangebunden bleibt. Die extrazelluläre Domäne von Nrg3 enthält eine 

EGF-Domäne und kann proteolytisch gespalten werden. Es gibt verschiedene 

Splicevarianten für Nrg3, die sich durch ihre N-Terminale Domäne unterscheiden. B) ErbB-

Rezeptoren enthalten eine Liganden bindende extrazelluläre Domäne, eine 

Transmembrandomäne (TM) und eine zytoplasmatische Tyrosinkinase Domäne (TK). Die 

Tyrosinkinase von ErbB3 ist nicht biologisch aktiv. ErbB2 ist bevorzugter Heterodimer-Patner 

für ErbB3 (ErbB2/3) und ErbB4 (ErbB2/4). ErbB4 ist auch als Homodimer (ErbB4/4) aktiv. 

(EGF: Epidermal growth factor; TM: Transmembrandomäne, Ig: Immunglobulin; CRD: 

Cysteinreiche Transmembrandomäne, Nrg: Neuregulin; nach Buonanno und Fischbach, 

2001; Kao et al., 2010) 

 

Nrg1 besitzt verschiedene essentielle Funktionen in der Entwicklung (Brinkmann et al., 

2008; Britsch et al., 1998; Burden und Yarden, 1997; Chen et al., 2010; Falls, 2003; Fisahn et 

al., 2009; Grossmann et al., 2009; Krivosheya et al., 2008; Li et al., 2007; Meyer und 

Birchmeier, 1995; Tan et al., 2011). Nrg1, das von propriorezeptiven Neuronen produziert 

wird, kontrolliert die Induktion der Muslkelspindel, einem propriorezeptiven Organ, das die 

Muskelspannung misst (Cheret et al., 2013; Hippenmeyer et al., 2002; Leu et al., 2003; 

Maier, 1997). Das Wachstum, Überleben und die Regeneration von Herzmuskelzellen sind 
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ebenfalls Nrg1-abhängig (Crone et al., 2002; Garratt, 2006; Ozcelik et al., 2002; Rohrbach et 

al., 1999; Zhao et al., 1998).  

 

1.1.1.2 Neuregulin3 

Nrg3 wird durch das Nrg3 Gen kodiert und vom Embryonalstadium Tag 13 (E13.5) bis ins 

adulte Stadium im Zentralnervensystem exprimiert (Zhang et al., 1997). Die Sequenz der 

EGF-Domäne und der Transmembrandomäne hat eine hohe Ähnlichkeit mit anderen 

Wachstumsfaktoren der Neuregulin-Familie (Zhang et al., 1997). Die extrazelluläre EGF-

Domäne kann abgespalten werden und den ErbB4-Rezeptor aktivieren (Zhang et al., 1997). 

ErbB2/ErbB4 Heterodimere und ErbB4 Homodimere können den Liganden Nrg3 binden, 

aber nicht ErbB2 oder ErbB3 (Abb1.1B, Zhang et al., 1997).  

Die Identität der Nrg3-exprimierenden Zellen ist noch nicht vollständig verstanden. 

Während der Embryonalentwicklung konnte durch radioaktive in situ-Hybridisierung eine 

prominente Nrg3 Expression der ganzen medialen ganglionischen Eminenz beobachtet 

werden (Zhang et al., 1997). Ein weniger ausgebreitetes Signal für Nrg3 mRNS ("messenger" 

Robinucleinsäure) in der medialen ganglionischen Eminenz wurde von Li und Kollegen 

beobachtet (H. Li et al., 2012). Zhang und Kollegen zeigten zusätzlich ein starkes Nrg3 Signal 

im zerebralen Kortex, im Hippocampus und im Thalamus (Zhang et al., 1997). Nrg3 mRNS 

wurde auch in Astrozyten des Hypothalamus nachgewiesen, aber Cahoy und Kollegen 

beobachteten anhand einer Kombination aus Zellsortierung („fluorescent activated cell 

sorting“, FACS) und GenChips, dass Nrg3 mRNS vorwiegend in Nervenzellen und nicht in 

Astrozyten exprimiert wird (Cahoy et al., 2008; Y. J. Ma et al., 1999). 

1.1.2 Die Familie der ErbB-Rezeptoren  

Die Mitglieder der ErbB-Familie sind Rezeptoren für Wachstumsfaktoren der EGF Familie. 

Sie umfasst EGFR und ErbB2-4 (Bargmann et al., 1986; Coussens et al., 1985; Kraus et al., 

1989; Plowman et al., 1993; Ullrich et al., 1984). ErbB-Rezeptoren bestehen aus einer 

extrazellulären Domäne, einer Transmembrandomäne und einer zytoplasmatischen 

Proteinkinasedomäne am C-Terminus (Abb. 1.1B). ErbB3 und ErbB4 können Liganden 

binden und ErbB2 scheint nur als Ko-Rezeptor zu agieren, da bisher kein Ligand für ErbB2 

identifiziert werden konnte. Zusätzlich besitzen die Rezeptoren ErbB2 und ErbB4 eine aktive 

Tyrosinkinasedomäne, während diese im ErbB3-Rezeptor katalytisch inaktiv ist. ErbB2 ist 
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bevorzugter Heterodimer-Partner für ErbB3 und ErbB4 (Graus-Porta et al., 1997).  Die 

Tyrosinkinasedomäne wird durch extrazelluläre Liganden-Bindung und Rezeptor-

Dimerisierung aktiviert (Yarden und Schlessinger, 1987). Der Autophosphorylierung der 

Tyrosinreste im C-terminalen Bereich folgt die Rekrutierung von Molekülen, die das Signal 

ins Zellinnere weiterleiten (Oda et al., 2005).  

Überexpression von ErbB-Rezeptoren wird in Tumoren beobachtet und Inhibitoren der 

Kinaseaktivität oder Antikörper, die gegen die Rezeptoren gerichtet sind, werden bereits für 

Therapien angewendet (Olayioye, 2001).  

 

1.1.2.1 Der ErbB3-Rezeptor 

1989 wurde der ERBB3-Rezeptor isoliert und charakterisiert, der zu über 80% strukturelle 

Ähnlichkeit mit EGFR und ERBB2 aufweist (Kraus et al., 1989). Das ErbB3 Homodimer ist 

katalytisch inaktiv; im ErbB2/ErbB3-Heterodimer bindet der ErbB3 Rezeptor den Liganden, 

während der ErbB2 Rezeptor die katalytische Aktivität beiträgt (X. Chen et al., 1996; Holbro 

et al., 2003; Olayioye et al., 2000; Yarden und Sliwkowski, 2001). ErbB3 mRNS ist in der 

frühen Embryogenese der Maus in Neuralleistenzellen, Schwann’schen Zellen und in 

Somiten nachweisbar (Birchmeier, 2009; Buac et al., 2008). Homozygote Mausmutanten für 

ErbB3 sterben embryonal und besitzen keine Schwann’schen Zellen, und ihn der Folge 

sterben motorische und sensorische Neurone ab (Erickson et al., 1997; Riethmacher et al., 

1997). ErbB3 wird in Prostata-, Blasen-und Brustkrebs überexprimiert (Alimandi et al., 1995; 

Culouscou et al., 1993; Lee und Maihle, 1998; Shintani et al., 1995a; Shintani et al., 1995b). 

 

1.1.2.2 Der ErbB4-Rezeptor 

Plowman und Kollegen isolierten 1993 den ERBB4 Rezeptor, dessen Tyrosinkinasedomäne 

zu 77% mit der von ERBB2 identisch ist (Plowman et al., 1993). Verschiedene ErbB4-

Isoformen wurden beobachtet, die durch alternatives Spleißen entstehen und sich in den 

zytoplasmatischen und extrazellulären Domänen unterscheiden (Gilmour et al., 2001). 

Während der Embryogenese der Maus wird ErbB4 im Vorderhirn, Skelettmuskel, im 

Herzmuskel und der Lungenanlage exprimiert (Plowman et al., 1993; Yarden und 

Sliwkowski, 2001). Der Herzmuskel von Mäusen, denen der ErbB4-Rezeptor fehlt, ist 

fehlentwickelt, und die Mäuse sind embryonal letal (Gassmann et al., 1995). Diese Letalität 
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wurde durch Expression von ErbB4 unter der Kontrolle des MHC-Lokus („myosin heavy 

chain“) umgangen (Tidcombe et al., 2003). Diese „heart-rescued” ErbB4-/- Mauslinie ist 

Subjekt weiterer Studien und wird in dieser Arbeit als ErbB4-/- Mauslinie bezeichnet. 

 

1.2 Funktionen des Neuregulin/ErbB-Signalwegs 

1.2.1 Funktionen im Gehirn 

1.2.1.1 Die klinische Bedeutung des Neuregulin/ErbB4-Signalwegs 

Wird die Balance der zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Nervenzellen 

bestehenden Verschaltung gestört, können neurologische Störungen die Folge sein. 

Erkrankungen wie Schizophrenie, Autismus und Epilepsie zeichnen sich durch Fehlfunktion 

des kortikalen Netzwerkes aus und teilen sowohl phänotypische Merkmale also auch 

genetische Ursachen.  

Schizophrenie (griech.: gespaltener Geist) ist eine schwere psychische Erkrankung, die sich 

u.a. durch Störung des Denkens und der Affektivität auszeichnet. Patienten mit Epilepsie 

(griech.: der Anfall) leiden unter unwillkürlichen Bewegungen und Krämpfen. Autismus 

(griech.: selbst) ist eine Entwicklungsstörung mit verstärktem Sinneseindruck und 

abgeschwächter sozialer Interaktion. Diese Erkrankungen teilen Anzeichen wie die Störung 

des Bewusstseins, der Wahrnehmung sowie Depressionen und sind mit hohen Anteilen 

genetisch bedingt. Studien zeigten, dass die Wahrscheinlichkeit eines eineiigen Zwillings, 

ebenfalls an Schizophrenie zu erkranken, 45% beträgt (Picchioni und Murray, 2007). Bei 

Autismus ist dieser genetische Faktor mit 95,7% wesentlich höher (Happe et al., 2006; Wang 

et al., 2009). Die Prozentzahl von eineiigen Zwillingen, die beide an einer bipolaren Störung 

leiden, beträgt 60% (Wang et al., 2009). Die Zwillingsstudien ergaben eine Rate von 70% für 

Epilepsie (Helbig et al., 2008; Kjeldsen et al., 2003). Es konnten bereits verschiedene 

Genorte identifiziert werden, deren Mutation zu unterschiedlichen Arten von Epilepsie führt 

(Hildebrand et al., 2013).  

Um Risikogene für Schizophrenie zu identifizieren, wurden Assoziationsstudien von Familien 

mit Patienten durchgeführt. Viele dieser Gene werden entweder in Interneuronen 

exprimiert oder ihre Signalwege sind eng mit ihnen verknüpft (Harrison und Weinberger, 

2005). Während Pyramidenzellen Informationen zwischen verschiedenen kortikalen 
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Bereichen sowie zu anderen Bereichen des Gehirns übertragen, haben Interneurone die 

Funktion, sich in einer Region zu verschalten und Pyramidenzellen zu inhibieren 

(Klausberger und Somogyi, 2008). Die Fehlfuktion von GABAergen Interneuronen führt 

folglich zur Überreizung des Kortex (Chao et al., 2010). Immer mehr Studien belegen, dass 

Interneurone die Ursache für eine gestörte Reizleitung in Krankheiten wie Schizophrenie 

und Autismus sein können (Galanopoulou, 2012; Markram et al., 2004; Simpson et al., 

2010). Die Catechol-O-methyltransferase (COMT) wurde 2002 von Shifman und Kollegen in 

einer Studie als Risikofaktor für Schizophrenie identifiziert (Shifman et al., 2002). Die 

Verteilung der COMT und ihre Funktion, Dopamin abzubauen, lässt auf eine Rolle im 

Signalweg für dopaminerge Interneurone schließen (Axelrod und Tomchick, 1958).  

Die Funktion von Nrg1-Signalen im Gehirn wurde durch die Analyse von Patienten, 

konditionellen Mutationen in Mäusen und Studien der Wirkung von exogen appliziertem 

Nrg1 untersucht. Steffansson und Kollegen haben 2002 fünf Polymorhismen und zwei 

Mikrosatelliten im NRG1 Genlokus aufgezeigt, deren Vorhandensein mit Schizophrenie-

Suszeptibilität korrelieren (Stefansson et al., 2003; Stefansson et al., 2002). Zusätzlich 

wurden in einer Studie von Pei-Lung Chen drei Polymorphismen im ersten Intron des NRG1 

Gens mit Schizophrenie assoziiert (P. L. Chen et al., 2009). Die Mutation des Nrg1-Gens 

wurde im Mausmodell getestet (Allen et al., 2008; Harrison und Law, 2006; Harrison und 

Weinberger, 2005; Law et al., 2006). Nrg1-heterozygote Tiere zeigten eine abweichende 

Reaktion auf einen Schreckreiz (Präpulsinhibition) und verhielten sich hyperaktiv, wenn sie 

einer neuen Umgebung ausgesetzt waren (Stefansson et al., 2002). Ein ähnliches Verhalten 

wurde bei der Analyse von Mäusen beobachtet, die nur ein funktionelles ErbB4-Allel trugen 

(Stefansson et al., 2002).  

Mutationen im NRG1 Lokus wurden außerdem mit Wahrnehmungsstörungen, fehlerhafter 

neurologischer Entwicklung und Autismus in Zusammenhang gebracht (Balciuniene et al., 

2007; Fallin et al., 2003; Faraone et al., 2006). Eine Studie von Tan und Kollegen zeigte 2011, 

dass sich die Konzentrationen von Nrg1 Protein und mRNS im Kortex von Ratten erhöhen, 

wenn sie chemisch durch Pilocarpin und elektrisch durch „Kindling“ induzierte epileptische 

Anfälle erleiden (Tan et al., 2011). Die Injektion von Nrg1 reduziert die Zeit der Anfälle und 

erhöht die Anzahl der benötigten Kindling-Reize (Tan et al., 2011). Die Expression 

verschiedener Nrg1-Isoformen ist in Patienten, die unter Schizophrenie leiden, verändert 

(Bertram et al., 2007; Hashimoto et al., 2004; Weickert et al., 2012). Dabei gibt es Studien, 
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die eine Reduktion des Proteins und andere, die eine Anreicherung von sowohl Protein und 

auch mRNS von Nrg1 als Risikofaktoren identifizierten (Bertram et al., 2007; Hashimoto et 

al., 2004; Weickert et al., 2012). In Mausexperimenten wurde zusätzlich deutlich, dass 

verschiedene Nrg1-Isoformen die synaptische Plastizität beeinflussen können (Deakin et al., 

2012; Stefansson et al., 2002).  

Auch im ersten Intron des Nrg3 Lokus von Patienten, die an Schizophrenie oder 

Wahnvorstellungen litten, wurden Einzelnucleotid Polymophismen identifiziert (Benzel et 

al., 2007; P. L. Chen et al., 2009). 

 

1.2.1.2 Die Entwicklung kortikaler Interneurone 

Interneurone, die den Neurotransmitter GABA („gamma-Aminobutyric acid“) exprimieren, 

entstehen vorwiegend in den ganglionischen Eminenzen und migrieren tangential zum 

Kortex (Abb. 1.2; Anderson et al., 1997; Lavdas et al., 1999; Marin und Rubenstein, 2003; 

Nery et al., 2002; Pleasure et al., 2000; Wichterle et al., 2001; Yozu et al., 2005). Sie 

vermeiden dabei zum Großteil das Striatum und passieren die subventrikuläre Schicht, die 

Nrg1-CRD exprimiert (Abb. 1.2; Flames et al., 2004). Das im Kortex befindliche Nrg1-Ig kann 

chemoattraktiv auf ErbB4-positive Interneurone wirken (Abb. 1.2; Flames et al., 2004). 

Während der Embryogenese werden Nrg1 und Nrg3, aber nicht Nrg2, im Kortex exprimiert 

(Falls, 2003). Der ErbB4-Rezeptor erscheint in nahezu allen migrierenden Interneuronen 

(Fox und Kornblum, 2005; Yau et al., 2003). ErbB4-exprimierende Neurone markieren etwa 

dreiviertel der GABAergen Interneuronenpopulation im adulten Vorderhirn der Maus 

(Fazzari et al., 2010; Fox und Kornblum, 2005; Neddens und Buonanno, 2010).  

Die Mutation von ErbB4 führt zu einer Reduktion der Interneurone des Kortex und 

Hippocampus (Buonanno und Fischbach, 2001; Flames et al., 2004). Aufgrund dieser 

Beobachtungen wurde vermutet, dass Interneurone der ErbB4-/- Mauslinie eine defekte 

Migration aufweisen (Flames et al., 2004). 
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Abbildung 1.2 Die Migration kortikaler Interneurone 

Der Großteil kortikaler Interneurone entsteht in der medialen ganglionischen Eminenz.       

A) Schematische Darstellung der coronalen Ebene des Vorderhirns eines E14.5 Embryos. Die 

tangentiale Migration der Interneurone wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst und 

beginnt in der subventrikulären Zone. Die Zellen migrieren entlang des Striatums zum 

Kortex, dort bewegen sie sich verstärkt sowohl entlang der kortikalen Platte als auch in den 

tiefer gelegenen subventrikulären Schichten. Die Vorläuferzellen der medialen 

ganglionischen Eminenz exprimieren Nkx2.1. Während Interneurone, die zum Kortex 

migrieren, die Nkx2.1-Expression abschalten, bilden Nkx2.1-positive Zellen die Interneu-

ronenpopulation des Striatums. Die Sema3A- und Sema3F-Expression im Bereich des 

Striatums verhindert das Einwandern der Nkx2.1-negativen Interneurone. Sowohl 

Interneurone des Kortex als auch des Striatums exprimieren ErbB4. Nrg3 wird während der 

Kortikogenese zunächst ventral im Großhirn und ab E14.5 in höheren kortikalen Schichten 

exprimiert. B) Schematische Darstellung der Schnittebene von (A), Legende für (A). (Nrg: 

Neuregulin, LGE/MGE: laterale/mediale ganglionische Eminenz; Zusammenfassung von: 

Fazzari, 2009; Flames et al., 2004; Huang, 2009; Li et al., 2012; Kaufmann, 1992; Yau et al., 

2003)  

 

 

1.2.1.3 Die Bedeutung des Neuregulin-ErbB4-Signalwegs in der Synaptogenese 

In Mausexperimenten wurde beobachtet, dass eine Störung der Nrg1/ErbB4-Signale im 

Gehirn eine Reduktion von exzitatorischen Puncta auf kortikalen Interneuronen zur Folge 

hat (Buonanno und Fischbach, 2001; Fazzari et al., 2010; Krivosheya et al., 2008; Ting et al., 

2011). Es wurde in verschiedenen Studien sowohl die Funktion von Nrg1 als exogen 

zugesetztes Protein als auch die Signalleitung über den ErbB4-Rezeptor analysiert (Fazzari et 
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al., 2010; Krivosheya et al., 2008; Ting et al., 2011; Wen et al., 2010). ErbB4 ist sowohl an 

exzitatorischen als auch inhibitorischen Synapsen der Interneurone lokalisiert und seine 

Überexpression kann die Intensität des präsynaptischen Proteins Synapsin erhöhen 

(Krivosheya et al., 2008). Ting und Kollegen beobachteten in vitro, dass exogen zugesetztes 

Nrg1 die Anzahl und Größe von postsynaptischen exzitatorischen Punkten erhöhen kann 

(Ting et al., 2011). Die Ectodomäne von ErbB4 ist zur Nrg1-Signalleitung essentiell und 

exogen zugegebenes ErbB4 kann den Effekt von Nrg1 in kultivierten Neuronen verhindern 

(Krivosheya et al., 2008; Ting et al., 2011). Fazzari und Kollegen stellten eine Reduktion von 

vGlut1+ Puncta auf GABAergen Dendriten in ErbB4-/- Interneuronen in vivo fest (Fazzari et 

al., 2010). Vor allem die glutamaterge Innervation von Interneuronen wird somit 

entscheidend von Nrg1/ErbB4-Signalen beeinflusst (Y. J. Chen et al., 2010; Fazzari et al., 

2010; Ting et al., 2011). Sowohl Nrg1, Nrg3 als auch ErbB4 werden während der 

Embryogenese der Maus im Vorderhirn exprimiert (Liu et al., 2013; Yau et al., 2003; Zhang 

et al., 1997). Für Nrg3 wurde bisher keine Funktion in der Synaptogenese untersucht. 

 

1.2.2 Funktionen im Muskel  

1.2.2.1 Die Bildung von Muskelspindeln 

Die Muskelfasern des Skelettmuskelgewebes bestehen aus extrafusalen Fasern, deren 

Kontraktion der Bewegung dient, sie werden von alpha-Motorneuronen innerviert. 

Intrafusale Muskelfasern werden von propriozeptiven sensorischen Neuronen und gamma-

Motorneuronen innerviert. Propriozeptive sensorische Neurone detektieren die 

Muskelstreckung sowie die Position der Gliedmaßen und geben diese Informationen über 

afferente Bahnen ans Zentrale Nervensystem weiter (Abb. 1.3). Die intrafusalen 

Muskelfasern, die parallel zu extrafusalen Fasern angeordnet sind, bilden zusammen mit 

den Nervenenden und einer Kapsel die Muskelspindel (Abb. 1.3).  
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Abbildung 1.3 Aufbau einer Muskelspindel 

Muskelspindeln bestehen aus intrafusalen und extrafusalen Muskelfasern, die von einer 

Kapsel umgeben sind Sie werden von sensorischen und Motoneuronen innerviert. A) Die 

intrafusalen Muskelfasern der Muskelspindel werden an ihren kontraktilen Enden von 

gamma-Motorneuronen innerviert. Durch die Spannung der Enden der intrafusalen 

Muskelfasern wird ihre Mitte gedehnt und erzeugt Aktionspotentiale in den sensorischen 

Nervenfasern (Ia/II-Fasern), die das Signal zum Rückenmark weiterleiten. Sowohl extra- als 

auch intrafusale Muskelfasern exprimieren ErbB3 und ErbB4 und sind von einer Kapsel 

umgeben, die in extrafusale Muskelfasern eingebettet ist. Die sensorischen Nerven 

exprimieren Ig-Nrg1. (Zusammenfassung von Hippenmeyer et al., 2002; Klinke et al., 2005) 

 

Der Prozess der Muskelspindelbildung ist noch nicht vollständig verstanden. Die 

Differenzierung intrafusaler Muskelfasern geht mit der Innervierung eines sensorischen 

Nervs (Ia affrente Faser) im Muskel einher (Maier, 1997; Walro und Kucera, 1999). 

Mutationen, die zum Fehlen des afferenten Nervs führen, verhindern die Differenzierung 

von Spindeln (Ernfors et al., 1994; Farinas et al., 1994; Klein, 1994; Tessarollo et al., 1994). 

Diese Studien und weitere legen nahe, dass der Kontakt des afferenten Nervs mit den 

Muskelfasern die Muskelspindelbildung initiiert. In der folgenden Entwicklung umschlingt 

der Nerv die Muskelfasern und diese Einheit wird von einer Kapsel umschlossen. In der 

Maus ist die Induktion von Muskelspindeln nach der Embryogenese abgeschlossen, die 

Muskelspindel maturiert aber in der postnatalen Phase weiter (Cheret et al., 2013; 

Hippenmeyer et al., 2002). 
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Während die Expression von Ig-Nrg1 hauptsächlich in propriozeptiven Nervenfasern 

nachweisbar ist, wird CRD-Nrg1 in allen sensorischen Nerven und in Motorneuronen 

gebildet (Hippenmeyer et al., 2002). Die Differenzierung von Muskelspindeln wird durch den 

Kontakt von Nrg1-exprimierenden sensorischen Nerven mit Muskelfasern initiiert 

(Hippenmeyer et al., 2002; Leu et al., 2003). In konditionellen Mutanten für Nrg1 wurde 

gezeigt, dass nur der Verlust von Ig-Nrg1, aber nicht von CRD-Nrg1, in den innervierenden 

Neuronen zum Verlust von Muskelspindeln und defektem Verzweigen dieser sensorischen 

Nervenenden im Muskel führt (Cheret et al., 2013; Hippenmeyer et al., 2002). Im Gegensatz 

dazu wird CRD-Nrg1, aber nicht Ig-Nrg1, für die Entwicklung von Schwann’schen Zellen und 

für die Myeliniserung benötigt (Brinkmann et al., 2008; Grossmann et al., 2009; Meyer et al., 

1997; Michailov et al., 2004). ErbB2-4 werden während der Embryogenese in Muskelfasern 

exprimiert. In muskelspezifischen Mutanten für ErbB2 findet der Kontakt von afferenten 

Nerven mit den Fasern statt, jedoch werden keine Muskelspindeln gebildet (Andrechek et 

al., 2002; Leu et al., 2003). Sowohl Nrg1 in sensorischen Nerven als auch ErbB2 im 

Muskelgewebe sind für die Differenzierung von Muskelspindeln essentiell (Andrechek et al., 

2002; Hippenmeyer et al., 2002; Leu et al., 2003). Mögliche Funktionen von ErbB3 und 

ErbB4 in der Bildung der Muskelspindel wurden noch nicht näher untersucht.  

 

1.3 Zielstellung 

In dieser Arbeit wurde im Wesentlichen die Funktion von Nrg3 auf ErbB4-exprimierende 

Interneurone untersucht. Außerdem sollte der verantwortliche Rezeptor für den Nrg1-

Signalweg während der Induktion der Muskelspindel bestimmt werden. 

Der ErbB4-Rezeptor wird in dem Großteil migrierender Interneurone exprimiert und seine 

Abwesenheit führt zur Reduktion vorwiegend Parvalbumin(PV)-exprimierender 

Interneurone im Kortex (Buonanno und Fischbach, 2001; Fazzari et al., 2010; Flames et al., 

2004; Fox und Kornblum, 2005; Yau et al., 2003). Zusätzlich beeinflusst ErbB4 in vivo und in 

vitro die die glutamaterge Reizleitung im Kortex (Fazzari et al., 2010; Ting et al., 2011). Die 

Identität der ErbB4-exprimierenden Interneurone wurde im präfrontalen und primären 

somatosensorischen Kortex bisher nicht ausführlich charakterisiert. Nrg3 wird während der 

Embryogenese bis ins adulte Stadium in beiden Regionen stark exprimiert, aber seine 

Funktion bisher nicht untersucht. Dr. Thomas Müller erzeugte einen Nrg3-mutanten 
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Mausstamm. Nrg3-Mutanten sind lebensfähig und fruchtbar. Verhaltenstests zeigen, dass 

sie hyperaktiv im „Open Field Test“ sind und eine erhöhte Impulsivitäts-Kontrolle aufweisen 

(nicht publizierte Daten aus dem Labor von August Smit, Amsterdam). In dieser Arbeit sollte 

untersucht werden, ob die Population der kortikalen ErbB4-positiven Interneurone in Nrg3-

mutanten Mäusen beeinträchtigt ist. Dazu untersuchte ich, in welchen Interneuronen-

populationen ErbB4 in adulten Tieren exprimiert wird. In Nrg3-/- Mäusen konnte ich keine 

Reduktion der ErbB4-Population im präfrontalen und somatosensorischen Kortex 

beobachten. 

In Zellkulturexperimenten sollte überprüft werden, ob Nrg3 Einfluss auf die exzitatorische 

Synaptogenese auf Interneurone hat. Dazu etablierte ich neuronale Zellkulturen sehr 

geringer Dichte und validierte die bereits an Wildtyp Neuronen getestete Wirkung von Nrg1 

zusätzlich auf ErbB4-mutanten Neuronen (Ting et al., 2011). Ich konnte feststellen, dass 

ErbB4-mutante Interneurone weniger PSD-95-positive Puncta aufwiesen und ihre Anzahl 

nicht durch die Zugabe von exogenem Nrg1 erhöht werden konnte, aber in ErbB4-

heterozygoten Zellen. 

Ich analysierte außerdem die Expression von Nrg3 in Zellkulturen und konnte eine hohe Ko-

Lokalisation der Nrg3-EGF-Domäne und ErbB4 auf Interneuronen feststellen. Im Folgenden 

überprüfte ich, ob die glutamaterge Innervation der ErbB4-exprimierenden Interneurone in 

Nrg3-mutanten Zellkulturen beeinträchtigt war und ob die Kultivierung in konditioniertem 

Medium von Nrg3-mutanten oder Kontrollzellen die Anzahl der PSD-95-Puncta beeinflussen 

konnte. Meine Daten weisen darauf hin, dass in der Abwesenheit von Nrg3 die PSD-95-

positiven Puncta reduziert sind.  

Nrg1 ist in propriozeptiven Neuronen essentiell für die Entstehung von Muskelspindeln 

(Hippenmeyer et al., 2002). Das Fehlen des ErbB2-Rezeptors im Muskel führt zur 

Abwesenheit von Muskelspindeln (Andrechek et al., 2002; Leu et al., 2003). ErbB2 spielt 

eine wichtige Rolle in der Übertragung von Nrg1-Signalen, kann aber Nrg1 aber nicht direkt 

binden, das bedeutet, ErbB2 benötigt einen Ko-Rezeptor im Muskel, um seine Funktion 

auszuüben. Die molekulare Identität des Ko-Rezeptors war unbekannt. Ich verwendete 

konditionelle Mausmutanten, um die ErbB3 und ErbB4 Rezeptoren muskelspezifisch 

auszuschalten. Ich konnte zeigen, dass ErbB3 für die Differenzierung von Muskelspindeln 

essentiell ist, während die Mutation von ErbB4 weder Anzahl noch Größe der 

Muskelspindeln beeinträchtigte. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material  

2.1.1 Bakterienstämme 

Escherichia coli XL1-Blue MRF‘ (Jerpseth et al., 1992)  

2.1.2 Plasmide 

Probe:   Nrg3#F12 antisense-Probe; Verdau mit Nhe1; T7 RNS-Polymerase 

Probe:   GAD67 antisense-Probe; Verdau mit BAmHI; T7 RNS-Polymerase 

2.1.3 Antikörper 

Die angegebenen Antikörper wurden in der Immunhistologie angewandt und von den 

angegebenen Quellen bezogen (Tabelle 2.1): 

Tabelle 2.1 Antikörper 

Spezifität Spezies Quelle Verdünnung 

ErbB4 Meerschweinchen im Labor von Carmen Birchmeier 

generiert 

1:5000 (Gehirn) 

 

Nkx2.1  Kaninchen SantaCruz (sc-13040) 1:500 

GFP Ratte Nacalai tesque (04404-84) 1:1500 

Parvalbumin  Kaninchen Swant (PV 25) 1:3000 

Parvalbumin Ziege Swant (PVG 214) 1:3000 

Neuregulin3  Ziege Neuromics (GT15021-100) 1:3000 

GFAP  Kaninchen  DakoCytomation (Z033401-2) 1:1000 

MAP2  Kaninchen Chemicon (AB5622) 1:1000 

NeuN Maus  Chemicon (MAB377) 1:1000 

Pro-CCK Kaninchen Andrea Varro 1:10000 

Cr Kaninchen Swant (7699/4) 1:3000 

Sst Ratte Millipore (AB5494) 1:3000 

Cb Kaninchen Swant (CB-38a) 1:3000 

nNos Kaninchen Zymed (61-700) 1:500 

PSD-95 Maus Dianova (ABR-01205) 1:200 
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vGlut1 Kaninchen Synaptic Systems (135303) 1:1500 

Egr3 Kaninchen Santa Cruz (sc-191) 1:300 

Kollagen IV Ziege Millipore (AB769) 1:1000 

Myosin Maus Sigma (M4276) 1:100 

 

2.1.4 Mauslinien 

Alle Mäuse in dieser Studie wurden für mehrere Generationen mit C57Bl/6J rückgekreuzt. 

Als Wildtyp Kontrolltiere verwendete ich C57Bl/6J-Mäuse aus eigener Zucht.  

 

ErbB4-/-  

ErbB4-mutante Mäuse sterben während der Embryogenese wegen einer Fehlentwicklung 

des Herzens (Gassmann et al., 1995). Diese Letalität wurde durch transgene Expression von 

ErbB4 unter Kontrolle des MHC („myosin heavy chain“)-Promotors im Herzen überwunden 

(Tidcombe et al., 2003). Dieser Stamm wird als „heart-rescued“ ErbB4-mutant bezeichnet. 

Das Transgen exprimiert ErbB4 im Herzen, aber nicht in anderen Geweben, insbesondere 

nicht im Gehirn. Ich habe in dieser Arbeit ErbB4- Kontroll und mutante Mäuse verglichen, 

die beide ein Transgen trugen. 

 

GAD67GFP 

Die GAD67GFP-knock-in-Maus wurde 2003 von Tamamaki und Kollegen hergestellt 

(Tamamaki et al., 2003). Heterozygote Tiere mit C57BL/6 Hintergrund exprimieren GFP 

unter der Kontrolle des GAD67-Lokus. 

 

Nrg3-/- 

Der Nrg3-mutante Mausstamm wurde von Dr. Thomas Müller hergestellt. Dabei wurde das 

zweite Exon des Nrg3-Gens durch eine Neomycin-Resistenz-Kassette ersetzt. Dieser 

Austausch führt zum Verlust der Sequenzen, die den N-terminalen Teil der EGF Domäne von 

Nrg3 kodieren, und resultiert zusätzlich in einer Frameshift-Mutation. Nrg3-mutante Mäuse 

sind lebensfähig. 
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ErbB3f/f 

Die ErbB3f/f wurde von Dr. Thomas Müller hergestellt. Die Klonierung des Targeting Vektors 

erfolgte durch homologe Rekombination (nach Riethmacher et al., 1997). Zwei loxP 

Sequenzen wurden 5´von Exon 10 und 3´von Exon 16 eingeführt. Das humane ERBB3 Allel 

ersetzte z.T. Exon 12 von der BcII-Restriktionsschnittstelle (Position 1569 in NM_001982) bis 

einschließlich Exon 16. Die Neomycin-Resistenz-Kassette wurde durch partielle Cre-

Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES Zellen) entfernt. 

 

ErbB4f/f 

Die ErbB4f/f-Maus wurde von Long und Kollegen etabliert (Long et al., 2003). Das zweite 

Exon des ErbB4-Gens wurde von zwei loxP-Sequenzen flankiert. Die Deletion des zweiten 

Exons führt zu einer Frameshift-Mutation.  

 

Lbx1Cre,ki17 

Lbx1Cre,ki17 Mäuse wurden von Dr. Hagen Wende hergestellt. Die Lbx1Cre Mutation wurde 

durch homologe Rekombination in ES Zellen eingeführt. Die kodierende Sequenz der Cre-

Rekombinase, sowie eine Neomycin-Resistenz-Kassette mit flankierenden Frt Sequenzen, 

wurden an das ATG Startkodon von Exon 1 des Lbx1-Gens fusioniert. Die Neomycin Kassette 

wurde durch Verpaarung von Lbx1Cre Neo mit der FLPe „deleter“ Mauslinie entfernt 

(Vasyutina et al., 2007). Eine transgene Mauslinie wurde durch Pronukleus- Injektion des 

Lbx1Cre Konstrukts generiert. 

 

2.1.5 Nährmedien 

Medien und Platten für die Kultivierung der Escherichia coli-Stämme wurden gemäß 

Standard-Protokollen verwendet (Sambrook und Russel, 2001). Die Konzentration von 

Ampicillin in Agar und Medien betrug 100 μg/ml.  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Isolierung von Desoxyribonukleinsäuren  

2.2.1.1 Präparation von Plasmid-DNS und DNS-Fragmenten 

Die Mini-Präparation von Plasmid-DNS erfolgte durch Alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 

1979). In größerem Maßstab wurde die Isolierung mit dem Plasmid-Maxi-Präparations-Kit 

der Firma Invitrogen durchgeführt. Die Isolierung von DNS-Fragmenten erfolgte mit Hilfe 

des „NucleoSpin Extract II“-Kits (Macherey- Nagel; (Vogelstein und Gillespie, 1979)). 

 

2.2.2 Restriktionshydrolyse von Desoxyribonukleinsäuren und Transformation 

kompetenter Bakterien 

Restriktionshydrolysen von Plasmid-DNS wurden mit Restriktionsenzymen gemäß 

Standardmethoden durchgeführt (Berger und Kimmel,1987; Sambrook und Russel, 2001). 

Die Transformation kompetenter Bakterien erfolgte nach Inoue et al., 1990 ("Heat Shock"; 

Inoue et al., 1990). 

 

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Genotypisierung von präparierten Maus-

Embryonen bzw. Jungtieren aus der Nachzucht eingesetzt (Saiki et al., 1985). Die Etablierung 

der verwendeten PCR-Programme erfolgte dabei in Anlehnung an Standard-PCR-Methoden 

(Innis et al., 1989). Nachfolgend sind die verwendeten Genotypisierungs-PCR-Programme 

inklusive der eingesetzten Primer und MgCl2-Konzentrationen angegeben: 

 

ErbB4-/- 

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

B4#20sense: 5‘-tgtgcgcaggaacagagaac-3‘ 

B4#22 sense: 5‘-ccgcaggaaggagaggtc-3‘ 

B4#23antisense: 5‘-ctgcacgagactagtgagac-3‘ 
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c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

60°C 1 min 30x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: ErbB4-/-Allel = 320bp; wt Allel =150bp 

 

ErbB4-MHC 

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

B4#54sense: 5‘-agctgtggtccacattcttcagga-3‘ 

B4#51 antisense: 5‘-acttgcgcaaggctcggtactgct-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

70°C 1 min 39x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: 600bp 

 

ErbB3f/f 

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

B3-DA-sense: 5‘-ttgcagtgagtcacacagacacct-3‘ 

B3-CS3-antisense: 5‘-tctccttgttgatcatgaagaacttg-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

70°C 1 min 40x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 
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d) Produktlänge: wt 470bp, fl 350bp 

 

ErbB4 Wildtyp-Allel 

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

B4#20sense: 5‘-caaatgctctctctgttc-3‘ 

B4#23antisense: 5‘-catctatcattgcaacccag-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

58°C 1 min 37x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: 314 bp 

 

ErbB4-Neo-Allel 

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

B4#20sense: 5‘-caaatgctctctctgttc-3‘ 

B4#22 antisense: 5‘-gttctaattccatcagaagc-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

58°C 1 min 37x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: 400bp 

 

Lbx1Cre  

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

Lbx1-sense: 5‘-cgccttcctctcgcaccgtc-3‘ 
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Lbx1-antisense: 5‘-ggcagcccggaccgac-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

60°C 1 min 37x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: 500bp 

 

GAD-67GFP 

a) MgCl2-Konzentration: 2,5 mM 

b) Primer: 

eGFP1-sense: 5‘-tcg agc tgg acg gcg acg taa a-3‘ 

eGFP2-antisense: 5‘-tag tgg ttg tcg ggc aag cag ca-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

60°C 1 min 37x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: 600bp 

 

Nrg3-Neo 

a) MgCl2-Konzentration: 2 mM 

b) Primer: 

N3 mut neu #1-sense: 5‘-cctgcgtgcaatccatcttgttca-3‘ 

N3 mut neu #2: 5‘-caaaatcctgcgaagctaaaagggc-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

65°C 1 min 40x 

72°C 1 min 
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4°C ∞ 

d) Produktlänge: 492bp 

 

Nrg3 Wildtyp-Allel 

a) MgCl2-Konzentration: 2 mM 

b) Primer: 

N38B8-sense: 5‘-tgagtgctacgatacaactatgga-3‘ 

N3ex6: 5‘-gacaaggacctggcgtattgtctca-3‘ 

c) Programm: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

65°C 1 min 40x 

72°C 1 min 

4°C ∞ 

d) Produktlänge: 393bp 

 

2.2.4 In vitro-Transkription 

Synthese von Digoxigenin-markierten in vitro-Transkripten als Proben für die in-situ-

Hybridisierung. Zunächst wurde die Plasmid-Matrize zur Transkriptbegrenzung mittels 

Restriktionshydrolyse linearisiert, isoliert und in H2O aufgenommen. Die Synthese des in 

vitro-Transkripts fand in folgendem Ansatz für 1,5h bei 37°C statt: 

1 μl  linearisierte Plasmid-DNS (1 μg/μl) 

2 μl  10x Transkriptionspuffer (Roche) 

2 μl  DIG/FITC-Labeling-Mix (Roche) 

0,5 μl  RNAse-Inhibitor (40U/μl, Invitrogen) 

13,5 μl DEPC-H2O 

1 μl  RNS-Polymerase (20U/μl, Roche) 

Das Transkript wurde durch Verwendung des „RNeasy Cleanup“-Kits (Qiagen) aufgereinigt 

und in 100 μl 50 % Formamid/50 % H2O aufgenommen. 
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2.2.5 Histologische Methoden 

2.2.5.1 Herstellung von Gefrierschnitten 

Immunhistologische Färbungen oder in situ-Hybridisierungen wurden auf Gefrierschnitten 

durchgeführt. Die Embryonen oder Gehirngewebe wurde in Fixierlösung (4 % PFA in PBS) für 

drei Stunden fixiert. Adulte Mäuse wurden mit Fixierlösung perfundiert, 3h nachfixiert, ÜN 

in PBS gewaschen und eine weiteren Tag in 25% Sucrose zur Kryoprotektion bei 4°C 

inkubiert, jeweils unter leichter Bewegung. Muskelgewebe wurde direkt ohne Fixierung 

eingefroren und nur die Schnitte vor der Färbung fixiert. Das Einfrieren erfolgte in „Tissue-

Tek“ (= „OCT-Compound“, Sakura) in einer Einbettform („Peel-A-Way“, Thermo Scientific) 

auf einer Alkohol/Trockeneis-Mischung. Die Schnitte wurden im Kryostaten (Microm 

HM560, Walldorf) bei einer Blocktemperatur zwischen -12°C und -15°C angefertigt, wobei 

die Schnittdicke bei 12 μm lag. Die Schnitte wurden auf Adhäsions-Objektträgern 

(Histobond, Marienfeld) aufgezogen, bei 37°C getrocknet und dann feuchtigkeitsgeschützt 

eingefroren. Wie auch die gefrorenen Präparate konnten die Schnitte über mehrere 

Wochen bei -80°C aufbewahrt werden. 

2.2.5.2 Herstellung von Schnitten mit dem Schlittenmikrotom 

Immunhistologische Färbungen von adulten Gehirnen wurden auf Mikrotomschnitten 

durchgeführt. Dazu wurden die präparierten Gehirne nach Perfusion und mindestens 3h 

Nachfixierung in 20% Sucrose, 20% Gelatine in PBS in einer Einbettform („Peel-A-Way“, 

Thermo Scientific) auf einer Alkohol/Trockeneis-Mischung eingefroren und bei einer 

Temperatur von -20°C mit 40µm Dicke geschnitten. Die flotierenden Schnitte wurden in 12-

Well-Platten in PBS gesammelt und dort mit Antikörpern gefärbt. 

2.2.5.3 Immunhistologie auf Gefrierschnitten des Gehirns 

Die Gefrierschnitte wurden getrocknet und für 1h bei RT in 5 % Pferdeserum/PBX (PBS mit 1 

% TritonX-100) blockiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in 

Blockierungslösung über Nacht bei 4°C. Danach wurden die Schnitte dreimal für je 10 min 

mit PBX gespült und für 1h mit dem sekundären Antikörper in Blockierungslösung bei RT 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBX wurden die Schnitte mit „Immu-Mount“ 

(Thermo Scientific) eingedeckt. 

Zur Steigerung der Signalintensität der Antikörperfärbungen auf Muskelgewebe wurde das 
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TSA System (PerkinElmer Life Sciences, Wellesley, MA) verwendet. SYBRgreen I (Molecular 

Probes, Eugene, OR) wurde für die Kern-Färbung eingesetzt. Die verwendeten sekundären 

Antikörper (Dianova), konjugiert mit Cy2, Cy3 oder Cy5, wurden in 50% Glycerin/Wasser 

rekonstituiert, bei -20°C gelagert in einer Verdünnung von 1:500 verwendet. 

2.2.5.4 Immunhistologie auf flotierenden Schnitten 

Die Schnitte wurden mit einem Pinsel in PBS in einer 12-Well-Platte aufgenommen und 

darin ("free-floating") blockiert und angefärbt. Die Blockierung erfolgte für eine Stunde in 5 

% Pferdeserum/PBX. Der primäre Antikörper wurde in Blockierungslösung verdünnt und die 

Schnitte wurden für ca. 48 h damit bei 4°C unter Bewegung inkubiert. Nach dem Waschen in 

PBX über mehrere Stunden erfolgte die Inkubation mit dem sekundären Antikörper über 

Nacht. Nach dreimaligem Waschen in PBX wurden die Schnitte auf Objektträger aufgezogen 

und mit Prolong Gold (Invitrogen) eingedeckt. 

2.2.5.5 Immunhistologie auf Kryostatschnitten- Muskel 

Die Gefrierschnitte wurden getrocknet und für 1h bei RT in TSA-Blockierungslösung (5% 

Pferdeserum, 0,25% TSA™ Blocking Reagent („Tyramide Signal Amplification“; PerkinElmer 

Life Sciences, Wellesley, MA), 0,1% TritonX-100) blockiert. Im Anschluss erfolgte die 

Inkubation mit dem Primärantikörper in 5% Pferdeserum/PBX über Nacht bei 4°C. Hierauf 

wurden die Schnitte dreimal für je 15min in PBX gewaschen und dann mit dem sekundären 

Antikörper in 5% Pferdeserum/PBX bei RT inkubiert. Nach weiterem Spülen in PBX, zur 

Reduktion des unspezifischen Hintergrunds wurden die Schnitte mit „Immu-Mount“ 

(Thermo Scientific) eingedeckelt.  

2.2.5.6 Immunzytologie 

Die Deckgläschen mit den adhärenten Zellen wurden vorsichtig mit PBS gespült, mit 3,7% 

Formaldehyd/PBS bei RT oder Methanol/Essigsäure (95:5, anti-Nrg3-IHC) bei -20°C für 

15min fixiert und mit PBS dreimal gewaschen. Die Blockierung mit 5 % Pferdeserum/PBX 

erfolgte am gleichen Tag und die Inkubation mit dem primären Antikörper über Nacht. 

Danach wurden die Deckgläschen dreimal für je 15 min mit PBX gewaschen und für 1h mit 

dem sekundären Antikörper in Blockierungslösung bei RT inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen in PBX wurden die Deckgläschen mit Prolong Gold (Invitrogen) auf Objektträgern 

fixiert. 
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2.2.6 In situ-Hybridisierung 

Die Objektträger mit den Gefrierschnitten wurden für 30 min mit 4 % PFA in PBS bei RT 

fixiert, dreimal mit PBS gewaschen. Die Prähybridisierung erfolgte in Hybridisierungspuffer 

(50 % entionisiertes Formamid, 5x Denhardts(2%Ficoll400, 2%Polyvinylpyrolidone, 2%BSA), 

5x SSC(3MNacl, 0,3M Natriumcitrat), 250µg/ml Hefe-tRNS, 500µg/ml Salmon Sperm DNA) 

für 2 h bei RT. Die DIG/FITC -markierten Sonden wurde für 5 min bei 80°C denaturiert, auf 

Eis abgekühlt und auf etwa 100-200 ng/150 μl in Hybridisierungspuffer verdünnt. Die 

Hybridisierungslösung wurde auf die Objektträger aufgebracht und mit silanisierten 

Deckgläsern bedeckt. Die Hybridisierung wurde über Nacht bei 65°C in einer mit 50 % 

Formamid/ 5x SSC befeuchteten Kammer durchgeführt. Darauf wurden die Deckgläser 

zweimal bei 60°C für 20 min in 2x SSC/50% Formamid/0,1% N-Lauroylsarcosin gewaschen. 

Nach erneutem Waschen in Lösung1 (10mM Tris,pH8.0; 1mM EDTA;500mM NaCl) wurden 

die Objektträger bei 37°C für 15min in RNS-enthaltender Lösung1 inkubiert (RNaseA: 

Sigma#R4642; 20µg/ml RNaseA in Lösung1). Es erfolgten weitere Waschschritte in 

2xSSC/0,1% N-Lauroylsarcosin und 0,2xSSC/0,1% N-Lauroylsarcosin jeweils bei 37°C für 

20min. Die Objektträger wurden dann in MABT-Puffer (0,1 M Maleinsäure, 150mM NaCl, 

0,1% (v/v) Tween 20, pH 7.5) überführt und 5 min inkubiert. Es folgte ein Blockierungsschritt 

mit Blockierungslösung (10 % Ziegenserum, 2% Blokierungssubstanz von Roche, # 1096176 ) 

für 60 min. Inkubation1: Die Inkubation mit dem anti-FITC-Antikörper-POD (1:1500; 

Roche#1-426-346) in Blockierungslösung erfolgte über Nacht bei 4°C. Danach wurden die 

Objektträger 6-fach für je 10 min mit MABT-Puffer gewaschen. Die Objektträger inkubierten 

hierauf für 10min in Lösung A (PBS mit 10mM Imidazol), dann wurden sie für 30min mit der 

Färbelösung (1:100 Fluorescein-Tyramid (10mg/ml in DMF), 0,001 % H2O2 in PBS mit 10mM 

Imidazol) für etwa 30min benetzt. Nach 5 Waschritten in PBS+0,1%Tween wurde die 

Färbung mit dem Fluoreszenzmikroskop geprüft.  

Danach wurde die Peroxidase in 4% PFA/PBS für eine Stunde sowie 3% H2O2 in PBS 

inaktiviert. Hierauf folgten weitere Waschschritte in PBS (3fach für 5min) und MABT (10min) 

bei RT. Nun folgte eine zweite Antikörperinkubation (anti-DIG-Antikörper-POD; Roche, #1-

207-733) über Nacht sowie die Signal Amplifikation unter Benutzung eines anderen 

Fluorophor-Thyramid-Systems (1:75 Rhodamin-Thyramid (10mg/ml in DMF)) ebenso wie 

„Inkubation1“. Anschließend an die Waschschritte in PBS+0,1%Tween wurden die Präparate 

mit „Immu-Mount“ eingedeckt. 
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Das Thyramid Reagenz ist an Fluorophochrome (Fluorescein, Rhodamin) gebunden und 

wurde mithilfe der POD entwickelt. Diese reagiert mit H2O2, daraufhin wird Thyramid 

aktiviert und bindet kovalent an Tyrosine in Proteinen, die nahe der POD lokalisiert sind. 

Somit wird das Signal verstäkt (Hopman et al., 1998). 

 

2.2.7 Neuronale Zellkultur 

Um primäre kortikale Zellen in einer sehr geringen Dichte ohne Astrozyten zu kultivieren, 

adaptierte ich verschiedene Protokolle (Banker und Cowan, 1977; Meier und Grantyn, 2004; 

Pyott und Rosenmund, 2002; Ting et al., 2011). Zur Vorbereitung wurden die Deckgläschen 

in 3,7% HCL/Wasser ü ber Nacht gewaschen, anschließend einen weiteren Tag dreimalig in 

entionisiertem Wasser gespült. Es folgten weitere Waschschritte in 70% und anschließend 

99% Ethanol (vergällt), in dem die Deckgläschen gelagert werden konnten. Zur Poly-L-

Lysin(PLL)-Beschichtung wurden die Deckgläschen in den Petrischalen steril platziert, 

getrocknet und über Nacht mit 10µg/ml PLL (P2636, Sigma) in Borat Puffer (100mM 

Borsäure, 75mM NaCl, phH8.5) bei 37°C inkubiert. Nach der PLL-Beschichtung wurden die 

Deckgläschen bei RT zweimal über 12 h mit Wasser gewaschen, 2h getrocknet und für 

20min mit UV-Licht sterilisiert. Einen Tag vor Herstellung der Kultur werden die 

Deckgläschen mit Medium im Inkubator platziert. 

Zur Herstellung der neuronalen Zellkultur wurden die präparierten Kortexe Neugeborener 

oder aus Mäusen mit dem Alter P1 in einer Enzymlösung (0,2mg/ml Cystein, 1mMCaCl2, 

0,5mM EDTA, 2 Units Papain in 1ml DMEM) für etwa 1h verdaut. Anschließend wird die 

Protease mittels DNase-Ovomucoidlösung (25mM HEPES, 20mM Glukose, 3mg/ml 

Ovomucoid (Trypsin Inhibitor, Sigma T9003), 1,5 kU DNase (Sigma D5025) in Leibovitz 15-

Medium) für 5min abgestoppt. Schließlich werden die Zellen in Neurobasal-Medium (2% 

B27 (17504-044, Gibco), 600 μM L-Glutamine (L-Gln Gibco#25030), 1x Penicillin-

Streptomycin in Neurobasal-A (GIBCO BRL Cat# 10888-022)) trituriert, gezählt und in 12- 

Well-Platten auf PLL-beschichteten Deckgläschen in Neurobasal-Medium mit einer Dichte 

von 3x oder 6x 104 Zellen pro Well (12-Well-Platte; 1,9cm2 Well) ausgesät. Rekombinantes 

Nrg1 (NRG1-β1 R&D Systems; #NP_039250) wurde in 0,1% BSA/PBS mit einer Konzentration 

von 0,1µg/µl gelöst, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die kortikalen Zellen wurden mit 

0,2µg/ml exogenem Nrg1 oder BSA-Lösung für 2 Tage inkubiert. Zur Herstellung von 
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konditioniertem Medium wurden kortikale Zellen parallel in höherer Dichte kultiviert (9x 104 

Zellen/Well) und dieses Medium für einen Mediumwechsel der gering konzentrierten 

Kulturen alle 7 Tage benutzt. 

 

2.3 Analyse und Quantifizierung  

Die Dokumentation histologischer Daten erfolgte mittels Durchlicht- oder Fluoreszenz-

mikroskopie. Anschließend wurden die Daten mittels FiJi- und Cell Profiler-Software 

ausgewertet oder ausgezählt. 

 

2.3.1 Quantifizierung der ErbB4+ Interneurone 

Für die Quantifizierung und Charakterisierung ErbB4-exprimierender Zellen wurden 40µm 

Microtomschnitte angefertigt. Die immumhistologische Färbung erreichte die gesamte 

Schnittdicke. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an einem Laser-Scanning-Mikroskop 

(Pascal, Zeiss ZEN-Software). Für die Bestimmung der Dichte der ErbB4-Interneurone 

wurden die Schnittdicke von 40µm und die Höhe/Breite des gewonnenen Bildes zur 

Berechnung herangezogen. Die Interneurone wurden vorwiegend manuell ausgezählt und 

mittels dem Plugin "Cell-Counter" der FiJi-Software markiert. 

 

2.3.2 Analyse der Fluoreszensbilder von neuronalen Zellkulturen 

Für die Quantifizierung der synaptischen Proteine auf immunhistologisch gefärbten 

Zellkulturen nutzte ich das Laser-Scanning-Mikroskop. Die Einstellungen des Mikroskops 

kann dem Anhang (LSM-Parameter) entnommen werden, die Bilder wurden durch die LSM-

Toolbox der FiJi-Software in die einzelnen Kanäle getrennt und als 8-bit-Bilder formatiert. 

Anschließend markierte ich manuell die Dendriten mit einer 30 Pixel (=2,4µm) starken Linie, 

diese diente in der Cell-Profiler-Software als Maske für die Analyse der auf dem Dendriten 

lokalisierten Proteine und Berechnung der Dendritenlänge.  
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Abbildung 2.1 Automatische Bildnalyse synaptischer Proteine von Neuronenkulturen 

Analyse der Expression von synaptischen Proteinen kortikaler Zellkulturen. Die Bilder 

wurden mit einem konfukalen Mikroskop aufgenommen. Im Originalbild markiert jede 

Farbe die Expression eines Proteins auf dem Dendriten (PSD-95: rot, vGlut1: blau, ErbB4: 

grün). Jeweils Threshold, Partikelgröße, Smoothingfilter und weitere Parameter zur Puncta-

Identifizierung,d.h. die Programmierung der Bildanalyse, blieb unverändert. Die somit 

automatische Erkennung der Strukturen erlaubte die präzise Analyse einer Großzahl von 

Neuronen. A) Zunächst werden die Farbkanäle getrennt und die Bilder der PSD-95+ und 

vGLut1+ Strukturen als Punkte erkannt. Die Überlagerung von PSD-95+/vGlut1+ Strukturen 

bilden Synapsen. Folglich können synaptische und nicht-synaptische PSD-95+ Strukturen 

unterschieden werden. Durch Maskieren der Bilder von PSD-95+ Strukturen und der ErbB4-

Färbung konnte festgestellt werden, dass ErbB4 in PSD-95+ Strukturen akkumuliert, da die 

Färbungsintensität in PSD-95+ Strukturen erhöht war. Die Anzahl, Größe und Intensität von 

PSD-95+ Strukturen sowie deren Intensität wurde ebenfalls automatisch ermittelt. Die 

visuelle Ausgabe der Quantifizierung erlaubte die Kontrolle der automatischen Analyse. A´) 

Vergrößerung der Markierung synaptischer (grün) und nicht synaptischer(rot) PSD-95+ 

Strukturen (Puncta). (Software: Cell Profiler, Programmierung: Anhang) 

Maßstab: 10µm 
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Den Threshold zur Identifizierung synaptischer Strukturen wählte ich relativ gering, um alle 

Signale zu beachten (siehe Tabelle 2.2). Die punktförmigen Erscheinungen der Proteine 

wurden erkannt, nach Größe, Anzahl und Überlappung sortiert und die Intensitäten 

gemessen. Es wurde jeweils die mittlere Intensität der punktförmigen Strukturen berechnet. 

Die Punctagröße erklärte sich aus der Fläche in µm2 und wäre umso kleiner, je höher der 

Threshold gewählt würde. Nach Erkennung der Puncta ist die Pipeline so programmiert, 

dass sie jeweils Puncta identifiziert, die im betrachteten Bereich der Dendritenmaske liegen 

und ihre Ko-Lokalisation mit anderen Strukturen wurde ausgegeben. Im Weiteren wurde 

Größe und Intensität der z.B. der PSD-95-Puncta berechnet, die mit vGlut1 ko-lokalisierten. 

 

Tabelle 2.2 Parameter zur automatischen Identifizierung von synaptischen 

Strukturen 

Protein Threshold Punctagröße (Pixel) 

PSD-95 0,25 5-55 

vGLut1 0,25 5-55 

ErbB4 0,5 Nur Intensitätsmessung 

Nrg3 0,3 5-55 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die Identifizierung ErbB4-exprimierender Interneurone im Kortex  

3.1.1 Kortikale GABAerge Interneurone exprimieren ErbB4 

Das ErbB4 Gen kodiert für einen membranständigen Rezeptor, der in Interneuronen des 

Vorderhirns exprimiert wird, die während der Embryonalentwicklung aus der medialen 

ganglionischen Eminenz tangential zum Kortex migrieren (Flames et al., 2004; Yau et al., 

2003). Um die ErbB4-Expression während der Kortikogenese zu charakterisieren, führte ich 

eine immunhistologische Analyse an Gehirnen von Mäusen durch. Dabei benutzte ich ein in 

unserem Labor erzeugtes anti-ErbB4-Antiserum und einen Antikörper gegen Nkx2.1, einen 

Homeobox-Transkriptionsfaktor und Marker für Vorläuferzellen der ventrikulären und 

subventrikulären Schicht der medialen ganglionischen Eminenz (Nobrega-Pereira et al., 

2008). Nkx2.1-exprimierende Zellen sind entscheidend an der Ausbildung GABAerger 

Interneurone des Kortex beteiligt (Flames et al., 2004; Lazzaro et al., 1991; Puelles et al., 

2000; Shimamura, 1995; Sussel et al., 1999). In diesem Experiment konnte ich zeigen, dass 

ErbB4 selten in den Vorläuferzellen exprimiert wird, da nur wenige ErbB4+ Zellen Nkx2.1 ko-

exprimierten. Stattdessen erschien ErbB4 vorwiegend in der Mantelzone der medialen 

ganglionischen Eminenz (Abb. 3.1). Das bedeutet, dass ErbB4 vorwiegend in 

postmitotischen Zellen ausgeprägt wird.  

ErbB4 markiert GABAerge Interneurone des Kortex, d.h. ErbB4 wird fast ausschließlich in 

kortikalen Interneuronen und nicht in glutamatergen Pyramidenzellen exprimiert (Fazzari et 

al., 2010; Fox und Kornblum, 2005; Neddens und Buonanno, 2010). Ich verifizierte diese 

Ergebnisse mit dem anti-ErbB4-Antiserum an Mäusen, die GFP (grün fluoreszierendes 

Protein) unter der Kontrolle des Gad1-Locus exprimierten (GAD67GFP-knock-in). Mittels 

Immunhistologie konnte ich in den Regionen des präfrontalen und somatosensorischen 

Kortex zeigen, dass ErbB4-exprimierende Zellen ausschließlich GABAerge Zellen sind, d.h. 

alle ErbB4-positiven Neurone waren auch GFP-positiv (Abb. 3.2). Nur 26% der GFP+ Neurone 

im präfrontalen und 23% im somatosensorischen Kortex waren ErbB4-negativ. ErbB4 kann 

somit als Marker für einen Teil der GABAergen Interneurone genutzt werden (Abb. 3.2). 
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Abbildung 3.1 ErbB4 wird in postmitotischen Zellen der medialen ganglionischen 

Eminenz exprimiert 

Analyse der Vorläuferzellen der kortikalen Interneurone durch Betrachtung der Nkx2.1 und 

ErbB4 Expression von Wildtyp Mausembryonen am Tag E14.5. Nkx2.1 markiert die 

ventrikuläre und subventrikuläre Schicht der MGE, die GABAerge Vorläuferzellen enthalten. 

A) Darstellung der Coronalebene eines E14.5 Embryos und der tangentialen Migration der 

Interneurone vom MGE zum Kortex (Pfeil oben) sowie der radialen Migration zum Striatum 

(Pfeil unten) B) (A) entsprechende Immunfärbung von ErbB4, DAPI (Kernfarbstoff): Im 

Bereich der MGE wurde der Rezeptor ErbB4 vorwiegend von postmitotischen Zellen der 

subventrikulären- und Mantelzone exprimiert. C) Vergrößerung der MGE: Nkx2.1-Zellen 

markieren die Vorläuferzellen der MGE. ErbB4+ Zellen migrieren Richtung Kortex und ko-

exprimieren nur selten Nkx2.1. (MGE: mediale ganglionische Eminenz) 

Maßstab B, C: 100µm 
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Abbildung 3.2 ErbB4 markiert GABAerge Interneurone im präfrontalen und primären 

somatosensorischen Kortex 

Immunhistologische Analyse ErbB4-exprimierender Zellen im präfrontalen (PFK) und 

primären somatosensorischen Kortex (S1) von adulten GAD67GFP-knock-in-Mäusen. Die 

Analyse der Proteine ErbB4 und GFP zeigte, dass ErbB4 in beiden Regionen ausschließlich in 

GABAergen Interneuronen exprimiert wird. A-C) Fluoreszenzbilder des PFK und S1. C,D) 

Vergrößerung GABAerger Interneurone im PFK (C) und S1 (D), die ErbB4 ko-exprimierten. 

E,F) Quantifizierung der GABAergen Interneuronenpopulation: 74% (PFK) und 77% (S1) der 

GABAergen Gad67GFP+ Zellen ko-exprimierten den Rezeptor ErbB4, alle ErbB4+ Zellen ko-

exprimierten Gad67GFP. (PFK: präfrontaler Kortex; S1-Kortex: primärer somatosensorischer 

Kortex; GABA: Gamma-Aminobuttersäure, GAD67: Glutamat Decarboxylase mit dem MW 

67, GFP: Grün fluoreszierendes Protein; SEM angegeben, n=4 Tiere) 

Maßstab A: 100µm 

Maßstab B: 50µm 
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3.1.2 Nrg3-Expression in kortikalen Neuronen 

Nrg3 kodiert für einen Liganden der Neuregulin-Familie und wird im Zentralnervensystem 

exprimiert (Zhang et al., 1997). Die EGF-Domäne von Nrg3 kann den ErbB4-Rezeptor binden 

und aktivieren. Zur Identifizierung Nrg3-exprimierender Zellen im Kortex adulter Mäuse 

führte Thomas Müller eine in situ-Hybridisierung durch. Die Verwendung von jeweils zwei 

Sonden im gleichen Experiment machte es möglich, sowohl Nrg3 mRNS als auch 

Interneurone durch GAD67- oder CamKII-exprimierende Pyramidenzellen („Calmodlin-

dependent kinase II“; Daten nicht gezeigt) zu markieren (Abb. 3.3A).  

 

 

Abbildung 3.3 Nrg3 mRNS ist in kortikalen Neuronen, auch in GABAergen 

Interneuronen lokalisiert 

Analyse Nrg3-exprimierender Zellen durch Doppel-Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) 

des Kortex einer adulten Wildtyp Maus mit einer Nrg3-spezifischen Probe (grün) in 

Kombination mit einer GAD67-spezifischen Probe (rot) und Kernfärbung (DAPI, blau) zeigte, 

dass Nrg3 mRNS in allen kortikalen Schichten und Neuronen, auch GABAergen 

Interneuronen des Kortex, lokalisiert war. A) In situ-Hybridisierung mit der Nrg3-antisense 

Probe zeigte die Nrg3-Expression in GABAergen Interneuronen (rot) des Kortex sowie in den 

Pyramiden- und Körnerzellschichten des Hippocampus. Der Großteil der kleinen Kerne der 

Astrozyten war frei von Nrg3 mRNS. B) Kontrollhybridisierung mit der Nrg3-sense Probe 

führte zu keinem Signal. (Beobachtung von Thomas Müller). 

Maßstab: 1mm, Zoom: 8-fach 
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Durch die Beobachtung von Nrg3 mRNS in CamKII-und GAD67-positiven Zellen konnte 

nachgewiesen werden, dass Nrg3 von inhibitorischen und exzitatorischen Neuronen 

exprimiert wurde (Abb. 3.3). Nrg3 mRNS konnte kaum in den kleinen Kernen der Gliazellen 

beobachtet werden. 

 

3.1.3 Quantifizierung der Interneurone im Kortex Nrg3-mutanter Mäuse 

Ein Nrg3-mutanter Mausstamm wurde von Dr. Thomas Müller hergestellt. Dabei wurde das 

zweite Exon des Nrg3-Gens durch eine Neomycin-Resistenz-Kassette ersetzt. Dieser 

Austausch führte zum Verlust der Sequenzen, die den N-terminalen Teil der EGF-Domäne 

von Nrg3 kodieren und resultierte zusätzlich in einer Frameshift-Mutation. Nrg3-mutante 

Mäuse sind lebensfähig und fruchtbar, und homozygote Nachkommen aus heterozygoten 

Verpaarungen werden in der erwarteten Anzahl entsprechend der Mendelschen Gesetze 

beobachtet. Verhaltenstests zeigen, dass Nrg3-Mutanten hyperaktiv im „Open Field Test“ 

sind und eine erhöhte Impulsivitäts-Kontrolle aufweisen (nicht publizierte Daten aus dem 

Labor von August Smit, Amsterdam). Da ErbB4 der einzige Rezeptor für Nrg3 ist und im 

Kortex von ErbB4-mutanten Mäusen eine reduzierte Anzahl von Interneuronen beschrieben 

wurde, untersuchte ich die Population der ErbB4+ Interneurone in Nrg3-mutanten Mäusen 

(Buonanno und Fischbach, 2001; Fazzari et al., 2010; Fisahn et al., 2009; Zhang et al., 1997).  

Um festzustellen, ob die Anzahl und Identität von ErbB4-Interneuronen im Kortex adulter 

Nrg3-mutanter Mäuse verändert ist, analysierte ich den präfrontalen Kortex, den primären 

somatosensorischen Kortex und den Hippocampus. Dabei ermittelte ich die Dichte der 

ErbB4+ Zellen und seine Ko-Expression mit Interneuronenmarkern. 

 

ErbB4+ Zellen sind in allen kortikalen Schichten, allerdings in unterschiedlichen Dichten, 

vorhanden (Abb. 3.4). In der kortikalen Schicht I konnte ich die geringste Dichte beobachten. 

Mit mehr als 11.000 Zellen pro mm3 Gewebe im prälimbischen und infralimbischen 

präfrontalen Kortex beobachtete ich eine höhere Dichte von ErbB4+ Interneuronen als im 

primären somatosensorischen Kortex, bei dem die Anzahl 9.000 Zellen pro mm3 betrug. Die 

geringste Dichte beobachtete ich im Hippocampus mit 5.000 ErbB4+ Zellen pro mm3. Die 

durchschnittliche ErbB4-Zelldichte des präfrontalen Kortex, primären somatosensorischen 

Kortex und des Hippocampus war in Nrg3-/- Mäusen nicht signifikant verändert (Abb. 3.4E). 
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Abbildung 3.4 Die Anzahl der ErbB4+ Interneurone im Kortex adulter Nrg3-/- mutanter 

Mäuse ist nicht verändert 

Um die Anzahl von ErbB4+ Interneuronen im präfrontalen und primären somato-

sensorischen Kortex und im Hippocampus zu bestimmen, wurden ErbB4- und NeuN-

exprimierende Neurone analysiert. A-C) Immunfluoreszenzbilder der analysierten 

Hirnregionen einer Wildtyp Maus: präfrontaler Kortex (A), primärer somatosensorischer 

Kortex (B), Hippocampus (C). D) Schematische Darstellung der analysierten Regionen mit 

Angabe des Bregma-Levels (nach Mouse Brain Atlas von Franklin & Paxinos). E) Im Vergleich  
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zu Kontrolltieren war die Dichte ErbB4-exprimierender Interneurone in keiner der 

analysierten kortikalen Regionen von Nrg3-mutanten Mäusen verändert. (S1-Ktx: primärer 

somatosensorischer Kortex, PFK: Präfrontaler Kortex, HC: Hippocampus; SEM angegeben; 

n=3 Tiere pro Gruppe)  

Maßstab: 100µm  

 

Ich untersuchte anschließend die Ko-Expression von Parvalbumin (PV), Calbindin (Cb), 

Calretinin (Cr), Somatostatin (Sst), Pro-Cholecystokinin (Pro-CCK) und ErbB4 in 

Interneuronen (Abb. 3.5-7). Die Diversität der ErbB4+ Interneruone im medialen 

präfrontalen Kortex von Wildtyp Mäusen war vielfältig. Annähernd 50% der ErbB4+ 

Interneurone ko-exprimierte PV, einen Marker für Chandelier- und Korbzellen. Knapp 30% 

der ErbB4+ Zellen im präfrontalen Kortex ko-exprimierten Calbindin. Ein Teil der 

Pyramidenzellen exprimierte ebenfalls Calbindin, deshalb ermittelte ich den Anteil ErbB4- 

und Calbindin-exprimierender Interneurone nicht (Hayes und Lewis, 1992). Calbindin+ 

Interneurone unterscheiden sich von Calbindin+ Pyramidenzellen durch höhere 

Färbungsintensität und Calbindin-positive Neuriten (Abb. 3.7, DeFelipe, 1997). Ich 

beobachtete eine hohe ErbB4-Intensität in Calbindin+/ErbB4+ Interneuronen (Abb3.7). 

Calretinin+ und Somatostatin+ Interneurone exprimierten ErbB4 nur schwach und bildeten 

mit 15% und 9% einen geringeren Anteil an der ErbB4-Population. Nur 1% der ErbB4+ Zellen 

waren positiv für das Neuropeptid Pro-CCK (Abb. 3.5C; 3.7). Fast alle PV+ Interneurone im 

präfrontalen Kortex exprimierten ErbB4 (96%), 42% der Calretinin+ Zellen waren ErbB4+, 

und 19% der Somatostatin+ Zellen ko-exprimerten ErbB4 (Abb. 3.5D; 3.6). Der Anteil der PV, 

Somatostatin, Calbindin und Calretinin ko-exprimierenden ErbB4+ Interneurone des 

präfrontalen Kortex war in den Nrg3-/- mutanten Mäusen nicht signifikant verändert.  

Zur Analyse der Interneurone im primären somatosensorischen Kortex untersuchte ich 

jeweils eine Säule der kortikalen Schicht I bis VI. Im somatosensorischen Kortex ko-

exprimierte ein größerer Anteil der ErbB4+ Zellen PV (70%) und ein kleiner Anteil der ErbB4+ 

Neurone war positiv für Calbindin, Calretinin, Somatostatin und Pro-CCK (Cb: 5%; Cr: 9%; 

Sst: 5%; Pro-CCK: 2%, Abb. 3.5E und 3.6-7). Ich beobachtete, dass im somatosensorischen 

und präfrontalen Kortex eine ähnliche Proportion der verschiedenen Interneuronen-Typen 

ErbB4 ko-exprimierten (Abb. 3.5 D, F). Ähnliche Proportionen von ErbB4-positiven Zellen ko-

exprimierten die verschiedenen Interneuronenmarker im primären somatosensorischen 

Kortex der Nrg3-/- Mutanten und Wildtyp Mäuse. 
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Abbildung 3.5 Die Identität der ErbB4+ Interneurone im präfrontalen und primären 

somatosensorischen Kortex von Nrg3-/- Mäusen ist unverändert 

Analyse der ErbB4, PV, Cr, Sst, Cb und Pro-CCK exprimierenden Interneuronenpopulationen 

im Kortex adulter Nrg3-/- und Wildtyp Mäuse. A, B) Immunfluoreszenzbilder der ErbB4 und 

PV Ko-Expression im PFK und S1-Kortex einer Wildtyp Maus. C, E) Anteile der verschiedenen 

Interneuronenpopulationen an der ErbB4-Population: PV+ Zellen bildeten mindestens 50%, 

Cb+ Interneurone bildeten im PFK einen Anteil von 30%. D, F) Anteile der ErbB4+ 

Interneurone an den PV-, Cr- und Sst- Populationen. Fast alle PV+ ko-exprimierten ErbB4. 

Ca. 40% der Cr+ ko-exprimierten ErbB4. (PFK: präfrontaler Kortex; S1- Ktx: primärer 

somatosensorischer Kortex; PV: Parvalbumin, Cr: Calretinin, Sst: Somatostatin, Cb: 

Calbindin, CCK: Cholecystokinin; SEM angegeben, n= 3 Tiere pro Gruppe) 

Maßstab: 100µm 
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Abbildung 3.6 Die Sst+ und Cr+ Interneurone bilden einen geringen Anteil an der ErbB4-

Population im präfrontalen Kortex und im primären somatosensorischen Kortex 

Identifikation der ErbB4+ Interneurone im Kortex adulter Mäuse mittels Analyse der 

Proteine ErbB4, Cr und Sst. Die Populationen der Cr+ und Sst+ Interneurone ko-exprimierten 

nur selten und nur eine geringe Menge ErbB4. Immunfluoreszenzbilder vom präfrontalen 

(A,B) und vom primären somatosensorischen Kortex (C,D) einer Wildtyp Maus. (Pfeilspitzen: 

Ko-Expression mit ErbB4, Pfeile: Zellen, die nur Sst/Cr exprimieren, PFK: präfrontaler Kortex; 

S1- Kortex: primärer somatosensorischer Kortex)  Maßstab: 100µm 
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Abbildung 3.7 Die Cb+ und ErbB4+ Interneuronenpopulationen überlappen im 

präfrontalen Kortex stärker als im primären somatosensorischen Kortex 

Identifikation der ErbB4+ Interneurone des Kortex adulter Mäuse durch Betrachtung der 

Proteine ErbB4, Cb und Pro-CCK einer adulten Wildtyp Maus. A,C) Immunfluoreszenzbilder 

der Proteine Cb und ErbB4. Cb+ Interneurone bildeten einen großen Anteil der ErbB4-

Population des PFK, nicht aber des S1-Kortex. B,D) Immunfluoreszenzbilder der Pro-

CCK/ErbB4-Färbung. Für Pro-CCK und ErbB4 konnte fast keine Ko-Expression im Kortex 

beobachtet werden. (Pfeilspitzen: Ko-Expression mit ErbB4, Pfeile: Zellen, die nur Cb/Pro-
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CCK exprimierten; PFK: präfrontaler Kortex; S1- Ktx: primärer somatosensorischer Kortex; 

Cb: Calbindin, Pro-CCK: Pro-Cholecystokinin)   

Maßstab: 100µm 

 

 

Die Diversität der Interneurone im Hippocampus war wesentlich größer, auch die Intensität 

der ErbB4-Expression und Größe der ErbB4+ Interneurone variiert stärker als im 

somatosensorischen und präfrontalen Kortex (Abb. 3.8A). Ich analysierte die Regionen CA1, 

CA3, den Gyrus Dentatus und deren Subregionen mit den Interneuronenmarkern ErbB4, PV, 

nNos und Pro-CCK. Die Dichte der ErbB4+Interneurone des Hippocampus von Wildtyp und 

Nrg3-mutanten Mäusen ist in Abb. 3.8 dargestellt. Ich konnte keine Ko-Expression von Pro-

CCK und ErbB4 im Hippocampus beobachten (Daten nicht gezeigt). Die Dichte der ErbB4+ 

Zellen sowie der PV- und nNos-exprimierenden Interneurone war im Großteil der Regionen 

der Nrg3-/- Mutanten unverändert (Abb. 3.8). Einen Reduktion der ErbB4+ Interneurone 

konnte ich im CA1-Stratum oriens feststellen, die auf eine Reduktion der ErbB4+/PV+ 

Population zurückzuführen war (Abb. 3.8C). Zusätzlich war im CA1 Stratum lacunosum-

moleculare eine Reduktion von ErbB4+/nNos+ Zellen in der Nrg3-/- Mutante zu verzeichnen. 

Diese Differenz wies jedoch einen hohen Fehler auf (5%), und war wegen der schwachen 

ErbB4-Färbung der Neurone in diesen Regionen schwierig zu analysieren (Abb. 3.8D).  

Zusammenfassend konnte ich in adulten Nrg3-Mutanten keine wesentliche Veränderung in 

der Anzahl, Lokalisation und Identität der ErbB4+ Interneurone im präfrontalen, primären 

somatosensorischen Kortex und im Großteil des Hippocampus beobachten. Die einzige 

Region, in der ich eine Veränderung beobachtete, war das CA1 Stratum oriens. Da diese 

Region sehr klein ist und eine geringe Anzahl von Interneuronen enthält muss dieser Befund 

überprüft und erhärtet werden. 
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Abbildung 3.8 Die Dichte der ErbB4+ Interneurone im Hippocampus von Nrg3-/- Mäusen 

ist weitgehend unverändert 
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Abbildung 3.8__Die Dichte der ErbB4+ Interneurone im Hippocampus von Nrg3-/- Mäusen 

______________ist weitgehend unverändert 

Charakterisierung der ErbB4+ Interneurone des Hippocampus von adulten Mäusen durch 

Betrachtung der Proteine ErbB4, PV, nNos und NeuN. A) Fluoreszenzbild des Hippocampus 

einer adulten Wildtyp Maus mit Kennzeichnung der hippokampalen Regionen; B) Die 

Analyse zeigte, dass die Verteilung und Dichte der ErbB4-Population von Nrg3-/- Mäusen im 

Allgemeinen unverändert war. Nur im CA1 Stratum oriens (CA1-so) war die Dichte der 

ErbB4+ Interneurone signifikant reduziert. C,D) Die Quantifizierung der PV und nNos Ko-

Expression mit ErbB4 zeigte, dass die Reduktion im CA1-so auf ErbB4+PV+ Interneurone 

zurückzuführen war. Die Dichte der ErbB4+/nNos+ Interneurone  blieb unverändert. Die 

Identität der PV+ und nNos+ Interneurone war in der Nrg3-Mutante in den übrigen 

Regionen nicht verändert. (CA: Cornu Ammonis; so: Stratum oriens; sp: Stratum pyramidale, 

slm: Stratum lacunosum und Stratum moleculare; srm: Stratum radiatum und slm im CA3; 

sg: Stratum granulosum, nNos: „neuronal nitric oxide synthase“, PV: Parvalbumin; SEM 

angegeben, n= 6 Tiere pro Gruppe) 

Maßstab: 200µm 
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3.2 Nrg1 und Nrg3 fördern die exzitatorische Synaptogenese in Interneuronen 

3.2.1 Identifikation von ErbB4-positiven Interneuronen in Kultur 

Um in Zellkultur die Expression von ErbB4 in GABAergen Interneuronen zu analysieren, 

isolierte ich kortikale Zellen aus GAD67GFP Mäusen vom postnatalen Tag 1 (P1). Die Zellen 

wurden 7 und 14 Tage kultiviert und anschließend mit Antikörpern gegen GFP und ErbB4 

angefärbt (Abb. 3.9A).  

 

Abbildung 3.9 ErbB4+ Interneurone können in Kultur durch Ko-Expression von GAD67, 

Größe und Form identifiziert werden 

Die Analyse von ErbB4+ Interneuronen in kortikalen Kulturen von GAD67GFP-knock-in-

Mäusen durch Betrachtung der ErbB4- und GFP-Expression zeigte, dass 94% der GFP+ 

Interneurone nach 7 Tagen und 85% nach 14 Tagen in Kultur ErbB4 ko-exprimierten. Eine 

weitere Eingrenzung durch die Zellgröße zeigte, dass 100% der GAD67GFP Interneurone mit 

einem Durchmesser>15µm ErbB4+ sind. A) Immunfluoreszenzfärbung einer kortikalen 

Zellkultur aus GAD67GFP-knock-in-Mäusen für ErbB4 (rot) und GFP (grün), 14 DIV; B) 

Quantifizierung der ErbB4-GFP-Koexpression (GAD67: Glutamat Decarboxylase mit dem MW 

67, GFP: grün fluoreszierendes Protein, DIV: Days in vitro) 

Maßstab: 50µm 
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Die Analyse zeigte, dass nach 7 Tagen Kultur 94% der GFP+ Zellen ErbB4 exprimierten. In 

vivo ist die Intensität der ErbB4-Expression in Interneuronen im Kortex höher in 

neugeborenen als in adulten Mäusen (Yau et al., 2003). Auch in vitro beobachtete ich eine 

Reduktion der ErbB4-Expression nach 14-tägiger Kultur, d.h. nur noch 85% der GFP+ Zellen 

waren auch ErbB4+ (Abb. 3.9). ErbB4-exprimierende Interneurone waren in älteren Kulturen 

zusätzlich durch ihre Zellgröße und Dendritenverzweigung klar von ErbB4-negativen 

Interneuronen unterscheidbar. Alle GAD67GFP+ Zellen, die eine Somagröße >15 µm und 

wenigstens drei Dendriten aufwiesen, exprimierten ErbB4 (Abb. 3.9). Deshalb analysierte ich 

im Weiteren nur Zellen, die diesen morphologischen Kriterien entsprachen. 

 

3.2.2 Lokalisation des Nrg3-Proteins 

Zur Lokalisation des Nrg3 Proteins in kortikalen Zellen etablierte ich Primärkulturen von 

kortikalen Zellen aus neugeborenen Mäusen und Immunhistologie gegen Nrg3. Der 

eingesetzte Antikörper (Neuromics) erkennt die EGF-Domäne von Nrg3. Diese Domäne 

bindet an den Neuregulin-Rezeptor ErbB4 (Zhang et al., 1997).  

Die Zellen wurden nach 17 Tagen in Kultur mit Antikörpern gegen Nrg3, ErbB4 und MAP2 

angefärbt (Abb. 3.10). Ich beobachtete Nrg3 auf ErbB4+ Interneuronen, aber nicht auf 

anderen kortikalen Nervenzellen (Abb. 3.10A). Interessanterweise war Nrg3 punktförmig auf 

Dendriten angereichert, und ko-lokalisierte dann mit ErbB4. In Nrg3-mutatnten Ko-Kulturen 

von Neuronen und Astrozyten konnte ich kein Signal beobachten (Abb. 3.10A). In diesem 

Experiment konnte nicht spezifiziert werden, welche Zellen Nrg3 exprimierten. Die EGF 

Domäne von Nrg3 könnte entweder auf der Oberfläche von Interneuronen gebunden oder 

als membranständiges Protein vorhanden sein. 
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Abbildung 3.10 Nrg3 ist auf Dendriten von ErbB4+ Interneuronen lokalisiert 
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Abbildung 3.10    Nrg3 ist auf Dendriten von ErbB4+ Interneuronen lokalisiert 

Analyse der Nrg3-Expression in kortikalen Zellkulturen von neugeborenen Wildtyp Mäusen 

und Nrg3-/- Mutanten. Der Antikörper erkennt die lösliche Domäne des Proteins, deshalb ist 

die Erscheinung der Immunfärbung nicht gleichbedeutend mit der produzierenden Zelle. A) 

Fluoreszenzfärbung der Proteine ErbB4, Nrg3 und MAP2 (neuronales Markerprotein für 

Dendriten) einer Neuronen/Astrozyten Ko-Kultur. Nrg3 war auf ErbB4-exprimierenden 

Interneuronen, aber nicht auf anderen MAP2+ Nervenzellen lokalisiert. Zusätzlich war Nrg3 

und ErbB4 spezifisch in Dendriten und nicht in Axonen lokalisiert. Das Nrg3-Signal war 

spezifisch, da keine Expression in Nrg3-/- Kulturen beobachtet werden konnte. (MAP2: 

Microtubuli associated protein, DIV: days in vitro) 

Maßstab A: 100µm; Maßstab Vergrößerung A: 10µm  

 

 

3.2.3 Nrg3 ko-lokalisiert mit exzitatorischen Synapsen 

Um die Lokalisation von Nrg3 auf ErbB4+ Interneuronen zu untersuchen, kultivierte ich 

kortikale Zellen von Kontrollmäusen und Nrg3-Mutanten für 17 Tage. Durch 

Immunzytologie konnte ich beobachten, dass das Nrg3 auf den Dendriten von ErbB4-

positiven Interneuronen vorhanden war; der größte Anteil von Nrg3 war in Puncta 

lokalisiert. In mehr als 80% dieser Nrg3-positiven Puncta konnte ich auch ErbB4 nachweisen 

(Abb. 3.11C). Etwa 35% der Nrg3-positiven Puncta war auch vGlut1-positiv, einem Marker 

für glutamaterge exzitatorische präsynaptische Puncta (Abb. 3.11C). 82% der Nrg3+ und 

80% der vGlut1+ Puncta waren auch ErbB4-positiv; in etwa der Hälfte ErbB4+/vGlut1+ 

Puncta konnte ich zusätzlich Nrg3 nachweisen (Abb. 3.11B). Diese Beobachtungen legen die 

Hypothese nahe, dass Nrg3/ErbB4-Signale in glutamatergen Synapsen auf Interneuronen 

eine Funktion ausüben.  
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Abbildung 3.11 Nrg3 ko-lokalisiert mit ErbB4 und exzitatorischen Synapsen auf 

Interneuronen 

Analyse der Ko-Lokalisation von Nrg3 mit den Proteinen ErbB4 und vGlut1 auf 

Interneuronen in Zellkulturen von Wildtyp Mäusen. A) Immunfluoreszenzbild eines 

Dendriten; B) Die Quantifizierung zeigte, dass Nrg3 mit 45% der präsynaptischen vGlut1+ 

Puncta auf Interneuronen ko-lokalisierte. 80% der vGlut1+ Puncta ko-lokalisierten mit 

ErbB4-dichten Strukturen. C) Über 80% der Nrg3+ Puncta befanden sich in ErbB4-dichten 

Strukturen. Etwa 31% der Nrg3+ Puncta ko-lokalisierten mit vGlut1 und ErbB4. (SEM 

angegeben; n=2 Tiere; N=23 Zellen)  

Maßstab: 10µm 
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3.2.4 Exogenes Nrg1 fördert postsynaptisches PSD-95 in Interneuronen 

In verschieden Studien wurde gezeigt, dass Nrg1/ErbB4-Signale die Synaptogenese, 

synaptische Plastizität und die Entwicklung des Dendritenbaums modulieren (Buonanno und 

Fischbach, 2001; Fazzari et al., 2010; Ting et al., 2011). In kultivierten kortikalen GABAergen 

Neuronen erhöhte exogenes Nrg1 die Anzahl von PSD-95-positiven („post synaptic density 

protein 95“) Puncta auf deren Dendritenoberfläche und führte zu einer stärkeren 

Verzweigung ihres Dendritenbaums (Ting et al., 2011). Dieser Effekt konnte durch die 

Zugabe der löslichen extrazellulären Domäne von ErbB4 verhindert werden; diese Domäne 

bindet und neutralisiert endogenes Neuregulin (Ting et al., 2011). Ich untersuchte den Effekt 

von exogenem Nrg1 in kortikalen Zellkulturen von ErbB4+/- und ErbB4-/- Mäusen; diese Tiere 

trugen zusätzlich ein GAD67GFP Allel, das die Identifizierung der Interneurone erlaubte. Ich 

analysierte Kulturen mit geringer Zelldichte (<3x104 Zellen/1,91cm2). Um die Variabilität 

zwischen verschiedenen Kulturen auszuschließen, mischte ich Zellen von ErbB4+/- und  

ErbB4-/- Mäusen und analysierte die PSD-95-Expression auf ErbB4-postiven und ErbB4-

negativen (d.h. ErbB4-mutanten) Interneuronen (Abb3.12A). Ausgezählt wurden Gad67GFP-

positive Interneurone mit großem Soma und mehr als drei primären Dendriten, da diese 

Interneurone in Wildtyp Kulturen in vorherigen Experimenten alle ErbB4 exprimierten (Abb. 

3.9). Bereits ohne Zusatz von exogenem Nrg1 zeigten ErbB4-positive Interneurone eine 

größere Anzahl von PSD-95+ Puncta als ErbB4-negative Interneurone, diese Differenz 

konnte ich auch in Kulturen höherer Dichte beobachten (<6x104 Zellen/1,91cm2; Abb. 

3.12B,C). Zusätzlich konnte ich in Kulturen geringer Dichte beobachten, dass die Zugabe von 

exogenem Nrg1 die Anzahl der PSD-95+ Puncta in ErbB4+, aber nicht in ErbB4- 

Interneuronen weiter erhöhte (Abb. 3.12C). Nicht alle PSD-95+ Strukturen waren vGlut1+, 

d.h. entsprachen glutamatergen Synapsen. Ich bestimmte deshalb die Anzahl von PSD-

95+/vGlut1+ auf GAD67GFP-positiven Interneuronen, die ErbB4+ und ErbB4- waren. 

Exogenes Nrg1 hatte eine ähnliche Wirkung auf die Ausbildung von PSD-95+/vGlut1+ Puncta 

(Abb. 3.12C). Nrg1 förderte also die Akkumulation prä- und post-synaptischer Proteine. Da 

dies nur auf ErbB4-positiven, aber nicht auf ErbB4-negativen Neuronen beobachtet wurde, 

wird dieser Effekt direkt durch Nrg1/ErbB4 vermittelt.  
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Abbildung 3.12 Nrg1 erhöht die Anzahl der PSD-95+ Puncta in Interneuronen ErbB4-

abhängig 
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Abbildung 3.12    Nrg1 erhöht die Anzahl der PSD-95+ Puncta in Interneuronen ErbB4-

________________abhängig 

Analyse der PSD-95-, vGlut1- ErbB4- und GFP-Expression gemischter kortikaler ErbB4+/- und 

ErbB4-/- Zellkulturen. Nrg1 erhöhte die Anzahl der glutamatergen Synapsen (PSD-

95+/vGlut1+) sowie die Gesamtzahl PSD-95+ Puncta in ErbB4+/- Interneuronen. A) 

Fluoreszenzbild von ErbB4+/- und ErbB4-/- Interneuronen in gemischter Kultur B) Der Dendrit 

des ErbB4-/- Interneurons (rechts) hat weniger PSD-95+ Puncta als ein heterozygotes 

Interneuron (links) C) Die Quantifizierung bestätigte, dass ErbB4-/- Interneurone weniger 

PSD-95+ Puncta und Synapsen besaßen. Die Zugabe von Nrg1 hatte selektiv eine Wirkung 

auf die Anzahl der PSD-95-Puncta in heterozygoten Interneuronen. ErbB4-/- Zellkulturen mit 

zweifach erhöhter Dichte (6x) wiesen ebenfalls eine reduzierte Anzahl von PSD-95 Puncta in 

Interneuronen auf. (SEM angezeigt; n= 7 Tiere; N= 216 Zellen; DIV: „days in vitro“; 6x: 6x 104 

Zellen pro 1,9cm2 Well) 

Maßstab A: 20µm 

Maßstab B: 10µm 

 

3.2.5 Die Funktion von Nrg3 in der Genese exzitatorischer Synapsen 

Um zu analysieren, ob die Bildung glutamaterger Synapsen auch durch Nrg3 moduliert wird, 

stellte ich Kulturen mit geringer Zelldichte (<3x104 Zellen/1,91cm2) aus Nrg3-/- und Nrg3+/- 

Mäusen her. Diese kortikalen Zellen wurden mit Antikörpern gegen ErbB4, PSD-95 und 

vGlut1 gefärbt (Abb. 3.13A,B). Kulturen geringer Dichte aus Nrg3-/- Mäusen zeigten 

signifikant weniger PSD-95+ Puncta auf ErbB4+ Interneuronen als die Kulturen aus Nrg3+/- 

Mäusen (Abb. 3.13C). Die Größe der PSD-95+ Puncta in Kulturen aus Nrg3-/- Mäusen war 

darüberhinaus reduziert, die Intensität der Färbung unterschied sich aber nur gering (Abb. 

3.13D,E). Das bedeutet, dass die Puncta von Nrg3-/- Interneuronen weniger PSD-95 

enthielten. Diese Ergebnisse wurden allerdings nur in Kulturen geringer Dichte beobachtet. 

Wurden die kortikalen Zellen in höherer Dichte (<6x104 Zellen/1,91cm2) ausgesät, war die 

Differenz der PSD95+ Puncta gering (Abb. 3.13C-E). 

Ich analysierte zusätzlich PSD-95+/vGlut1+ und PSD95+/vGlut1- Puncta auf Interneuronen 

von Kontroll und Nrg3-mutanten Kulturen geringer Dichte. Die Zahl der PSD-95+/vGLut1+ 

und der PSD95+/vGlut1- Puncta auf den Dendriten war in den Nrg3-/- Kulturen reduziert, der 

Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Unabhängig vom Genotyp 

enthielten PSD-95-Puncta, die mit vGlut1 ko-lokalisierten, mehr PSD-95-Protein (Abb. 

3.14C,D). In der Abwesenheit von Nrg3 war die Intensität der PSD-95-Immunreaktivität und 

deren Größe in allen PSD-95+ Puncta reduziert (Abb. 3.14C,D). Die Scholl Analyse zeigte 

keinen Effekt von Nrg3 auf die Entwicklung des Dendritenbaums (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3.13 Die Anzahl, Fläche und Intensität von PSD-95+ Puncta auf ErbB4+ 

Interneuronen ist in Nrg3-/- Kulturen reduziert 
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Abbildung 3.13  Die Anzahl, Fläche und Intensität von PSD-95+ Puncta auf ErbB4+ 

_______________ Interneuronen ist in Nrg3-/- Kulturen reduziert  

Analyse der PSD-95-Puncta auf ErbB4+ Interneuronen in kortikalen Zellkulturen von Nrg3+/- 

und Nrg3-/- Mäusen mit unterschiedlicher Dichte. Sowohl die Anzahl als auch die Größe von 

PSD-95+ Strukturen der Dendriten von Nrg3-/- Interneuronen waren reduziert, wenn sie in 

geringer Dichte (3x) kultiviert wurden. Wurden kortikale Zellen in höherer Dichte (6x) 

kultiviert, unterschieden sich diese Parameter nicht. A) Immunfluoreszenzbilder der ErbB4-, 

PSD-95-Expression von kortikalen Neuronenkulturen. B) Höhere Auflösung der PSD-95-

Puncta eines Dendriten; C,D) Die Quantifizierung zeigte, dass Anzahl (C) und Größe (D) der 

PSD-95-Puncta der Nrg3-/- Interneurone in Zellkulturen mit geringer Dichte signifikant 

reduziert waren. E) Die Intensität der PSD-95-Färbung der PSD-95+ Puncta war in Nrg3-/- 

Kulturen mit geringer Dichte gering reduziert. (Einheit Intensität: Anteil vom 

Maximum=100%; SEM angegeben, n=5 Tiere pro Gruppe; N=282 Zellen; *=p<0,05; 3x/6x: 3x 

oder 6x 104 Zellen pro 1,9cm2 Well)  

Maßstab A: 20µm 

Maßstab B: 10µm 
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Abbildung 3.14 Glutamaterge Synapsen auf ErbB4+ Interneuronen von Nrg3-/- Mäusen 

enthalten weniger PSD-95 

Analyse glutamaterger Synapsen kortikaler Nrg3+/- und Nrg3-/- Kulturen durch Betrachtung 

von ErbB4, des postsynaptischen Proteins PSD-95 und des präsyapstischen Proteins vGlut1. 

A) Dendrit eines Interneurons, bildliche Trennung der PSD-95+ Puncta in synaptische (PSD-

95+/vGlut1+) und Einzel-PSD-95+ Puncta (PSD-95+/vGlut1-); B-D) Die Quantifizierung zeigte, 

dass sich synaptische PSD-95+ Puncta in Fläche und Intensität von PSD-95+/vGlut1- Einzel-

Puncta in allen Genotypen unterscheiden. Nrg3-/- Interneurone besaßen eine geringere 

Fläche der synaptischen und nicht synaptischen Puncta (C) sowie eine leicht reduzierte 

Intensität der PSD-95-Expression der nicht synaptischen PSD-95-Strukturen (D). (Einheit 

Intensität: Anteil vom Maximum=100%; SEM angegeben, n=5 Tiere pro Gruppe; N=282 

Zellen; *=p<0,05; **=p<0,01);  

Maßstab: 10µm 
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Ich prüfte in einem nächsten Experiment, ob der Effekt auf Synapsen in Nrg3-mutanten 

Kulturen durch Zugabe von konditioniertem Medium beeinflusst werden konnte. Zwei 

verschieden konditionierte Medien wurden eingesetzt, d.h. Überstände von Nrg3-/- und 

Nrg3+/- Kulturen hoher Zelldichte. Wie Abbildung 3.15A zeigt, war die Zahl der PSD-95+ 

Puncta in Nrg3-/- mutanten Zellen signifikant erhöht, wenn sie in Medium von Nrg3+/- Zellen 

wuchsen (Abb. 3.15A). Einen ähnlichen, allerdings nicht statisch signifikanten Trend 

beobachtete ich in Kulturen von Nrg3+/- Zellen. Die Größe der Puncta änderte sich aber nicht 

(Abb. 3.15.B). Konditioniertes Medium, das Nrg3 enthielt, erhöhte also die Zahl, aber nicht 

die Größe der PSD-95+ Puncta auf Interneuronen.  

 

 

 

 

Abbildung 3.15 Nrg3-enthaltendes Medium fördert PSD-95-Puncta auf kortikalen ErbB4+ 

Interneuronen 

Betrachtung glutamaterger Synapsen kortikaler Interneurone durch Analyse der PSD-95-

Expression von Nrg3+/- und Nrg3-/- Interneuronen. Die Wirkung von konditioniertem 

Medium, das von dichten Nrg3+/- und Nrg3-/--Kulturen stammte, auf die Anzahl und Größe 

PSD-95+ Puncta wurde analysiert. Die Anzahl der PSD-95+ Puncta von Nrg3-mutanten 

Interneuronen war nur in konditioniertem Medium von Nrg3+/- Zellen signifikant erhöht. Die 

Kultivierung in konditioniertem Medium änderte nicht die Puncta-Fläche. (SEM angegeben; 

n=4; N=139 Zellen; *=p<0,05) 
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3.3 Untersuchung der ErbB3- und ErbB4-Funktion im Muskel 

Nrg1 und ErbB2 sind essentiell für die Muskelspindeldifferenzierung (Andrechek et al., 2002; 

Hippenmeyer et al., 2002). Nrg1, das von sensorischen Neuronen exprimiert wird, induziert 

die Bildung von Muskelspindeln aus Muskelfasern (Hippenmeyer et al., 2002). Muskelfasern 

exprimieren die Neuregulin-Rezeptoren ErbB2, ErbB3 und ErbB4 (Meyer und Birchmeier, 

1995; Zhu et al., 1995). Diese Rezeptoren wurden ebenfalls in intrafusalen Muskelfasern 

nachgewiesen (Andrechek et al., 2002; Hippenmeyer et al., 2002). Ich visualisierte 

Muskelspindeln von Mäusen im Embryonalstadium E18.5, indem ich die Expression von 

Myosin und Egr3, einem Zinkfinger Transkriptionsfaktor, analysierte; Egr3 wird in 

intrafusalen Fasern der Spindeln, aber nicht in anderen Muskelfasern exprimiert 

(Hippenmeyer et al., 2002). 

Um zu analysieren, welcher Nrg1-bindende Rezeptor zusammen mit ErbB2 im Muskel agiert, 

benutzte ich muskelspezifische Mutanten für ErbB3 und ErbB4. Dazu wurden Mäuse, die 

‚gefloxte’ ErbB3 und ErbB4 Allele trugen, eingesetzt, und die muskelspezifsche Mutation 

wurde mittels Lbx1Cre induziert. Lbx1Cre wird in allen migrierenden Muskelvorläuferzellen 

exprimiert (Vasyutina et al., 2007). Ich quantifizierte die Anzahl der Muskelspindeln des 

Muskels Tibialis anterior (TA-Muskel) des rechten Hinterbeins am Ende der 

Embryonalentwicklung (E18.5) und in adulten Tieren (P60). Dabei beobachtete ich, dass 

Lbx1Cre;ErbB3f/f Mäuse keine Muskelspindeln in den Extremitäten besaßen, die Anzahl der 

Spindeln in Lbx1Cre;ErbB4f/f Mäusen aber mit denen der Kontrollmäuse vergleichbar war 

(Abb. 3.16). Weiterhin konnte ich zeigen, dass die Muskelspindeln in Lbx1Cre;ErbB4f/f Mäusen 

keine Veränderung in Länge oder Anzahl der intrafusalen Fasern aufwiesen (Abb. 3.16). 

Trotz der Abwesenheit von Muskelspinden konnte ich PV+ sensorische Nervenendigungen 

in den Skelettmuskeln beobachten (E18.5, Abb. 3.17). 
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Abbildung 3.16 ErbB3, aber nicht ErbB4, ist essentiell für die Entwicklung von 

Muskelspindeln 

Immunhistologische Analyse der Muskelspindeln des TA-Muskels von Lbx1Cre;ErbB3f/f und 

Lbx1Cre;ErbB4f/f Mäusen durch Betrachtung der Proteine Egr3 (E18.5,A) und KollagenIV 

(adult,B). A) Egr3 markiert Muskelspindeln und konnte in Extremitätenmuskeln von 

Lbx1Cre;ErbB3f/f nicht beobachtet werden. B) Muskelspindeln in ErbB4-mutantem 

Muskelgewebe waren unverändert. C) Die Quantifizierung bestätigte, dass in ErbB3-

Mutanten keine Muskelspindeln nachweisbar waren und die Anzahl, Länge und Anzahl der 

intrafusalen Fasern (Pfeil) der ErbB4-mutanten Muskelspindeln unverändert waren.  

(SEM angegeben, n>3 Tiere pro Gruppe; ***=p<0,001; SYBR Green: Kernfarbstoff)  

Maßstab: 20µm  
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Abbildung 3.17 Die sensorische Muskelinnervierung von Lbx1Cre;ErbB3f/f Mäusen im 

Muskel 

Analyse der sensorischen Nerven im Embryonalstadium E18.5 durch Betrachtung der 

Parvalbumin-Expression von Lbx1Cre;ErbB3f/f Mäusen. KollagenIV umschließt einzelne 

Muskelfasern. Die Analyse des TA-Muskels von Lbx1Cre;ErbB3f/f Mäusen zeigte, dass der 

Verlust von ErbB3 im Muskel keinen Einfluss auf das Vorhandensein sensorischer Nerven 

hatte. (PV: Parvalbumin, TA: Tibialis Anterior) 

Maßstab: 20µm 
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4 Diskussion 

4.1 Die Funktion von Nrg3 in Migration und Differenzierung kortikaler 

Interneurone in vivo 

Die Inhibition kortikaler Pyramidenzellen durch Interneurone ist essentiell für das korrekte 

elektrophysiologische Gleichgewicht im Gehirn und ihre Reduktion führt zu neurologischen 

Störungen (Le Magueresse und Monyer, 2013). Der ErbB4-Rezeptor wird ausschließlich von 

GABAergen Interneuronen des Kortex exprimiert, die vorwiegend in der medialen und 

kaudalen ganglionischen Eminenz sowie der „preoptic area“ entstehen. Ein Großteil dieser 

ErbB4+ Interneurone ko-exprimiert Parvalbumin (PV; Fazzari et al., 2010; Vullhorst et al., 

2009; Yau et al., 2003). Ich konnte zeigen, dass ErbB4+ Interneurone im präfrontalen Kortex 

sowohl PV als auch Calbindin ko-exprimieren, wobei im primären somatosensorischen 

Kortex nur wenige Calbindin+/ErbB4+ Interneurone vorhanden sind. Bisher wurde nur die 

ErbB4-Population des Hippocampus, aber nicht des Kortex, ausführlich charakterisiert 

(Neddens und Buonanno, 2010).  

In dieser Arbeit verwendete ich ausschließlich „heart-rescued“ ErbB4-mutante Mäuse 

(Tidcombe et al., 2003). In Studien des postnatalen Gehirns dieser ErbB4-Mutanten war die 

Anzahl von GABAergen Interneuronen reduziert, die PV+ Population war besonders stark 

beeinträchtigt (Buonanno und Fischbach, 2001; Fisahn et al., 2009, Flames et al., 2004). 

Auch in unserem Labor wurde dies bestätigt (Thomas Müller und Johannes Vogt). Im 

Hippocampus der ErbB4-Mutanten sind spezifisch nNos+ und PV+ Interneurone reduziert 

(Neddens und Buonanno, 2010). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde auf eine Funktion 

von ErbB4 für die Migration kortikaler Interneurone geschlossen (Flames et al., 2004). ErbB4 

ist der einzige Nrg3 bindende Rezeptor und wird beginnend mit der Migrationsphase der 

Interneurone bis zum Erwachsenenstadium stark im Kortex exprimiert (Zhang et al., 1997). 

Deshalb untersuchte ich in dieser Arbeit die Anzahl und Identität der ErbB4+ Interneurone 

im Kortex von Wildtyp und Nrg3-mutanten Mäusen.  

Thomas Müller stellte einen Nrg3-mutanten Mausstamm her. Die Mäuse waren hyperaktiv 

im „Open Field Test“ und wiesen eine erhöhte Impulsivitäts-Kontrolle auf (nicht publizierte 

Daten aus dem Labor von August Smit, Amsterdam). Aufgrund dieser Befunde war eine 

ausführliche Analyse des präfrontalen Kortex der Nrg3-Mutanten erforderlich. Ich konnte in 
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Nrg3-mutanten Mäusen keine Veränderungen in der Anzahl oder Identität der ErbB4+ 

Interneurone im primären somatosensorischen und präfrontalen Kortex feststellen. Auch 

die Anzahl der Interneurone im Hippocampus änderte sich im Großteil der Regionen nicht. 

 

4.1.1 Die Charakterisierung ErbB4-exprimierender Interneurone im Kortex 

Ich bestimmte die absolute Dichte der ErbB4+ Interneurone und die relativen Anteile von 

ErbB4+ Interneuronenpopulationen, die durch die Expression von PV, Calretinin, 

Somatostatin, Calbindin und Pro-CCK (Cholecystokinin) definiert wurden, im präfrontalen 

und primären somatosensorischen Kortex adulter Mäuse. Im Hippocampus betrachtete ich 

die Interneuronenmarker PV und nNos, da nur für diese Interneuronentypen eine Reduktion 

in ErbB4-/- Mäusen festgestellt wurde (Neddens und Buonanno, 2010).  

Die höchste Dichte von etwa 11.500 ErbB4-positiven Interneuronen pro mm3 ermittelte ich 

im medialen präfrontalen Kortex. Im primären somatosensorischen Kortex exprimierten 

9.000 Interneurone pro mm3 ErbB4. Für den Hippocampus bestimmte ich eine 

durchschnittliche Dichte von 5.000 ErbB4+ Interneuronen pro mm3. Diese Zahl liegt in der 

geleichen Größenordnung wie die stereologisch bestimmte Dichte GABAerger Interneurone 

im Hippocampus (Jinno et al., 1998; Jinno et al., 2006). Ich schlussfolgere daraus auf die 

Richtigkeit des von mir verwandten Zählverfahrens. Fisahn und Kollegen, Neddens und 

Buonanno identifizierten hingegen nur 1.200 bzw. 1.600 ErbB4+ Interneurone pro mm3 

(Fisahn et al., 2009; Neddens und Buonanno, 2010). Diese Differenz erklärt sich unter 

anderem aus einer höheren Nachweisempfindlichkeit des anti-ErbB4 Antikörpers, der in 

unserem Labor hergestellt worden war. Ich verifizierte seine Spezifität an Schnitten von 

ErbB4-mutantem Gewebe. Dennoch zeichneten sich ähnliche Tendenzen der 

Interneuronenidentität im Hippocampus ab. In meinen Untersuchungen ko-exprimierte ein 

Großteil der ErbB4+ Interneurone PV, d.h. 24% im Stratum oriens des CA3 und höchstens 

51% im CA1 Stratum pyramidale. nNos+ Interneurone bildeten ebenfalls einen großen 

Anteil, d.h. 30-50%, der ErbB4-Population des Hippocampus.  

Im präfrontalen Kortex zeigte ich, dass 50%, 27%, 15% und 9% der ErbB4+ Interneurone die 

Marker PV, Calbindin, Calretinin bzw. Somatostatin ko-exprimierten. Im Gegensatz dazu war 

im primären somatosensorischen Kortex nur ein sehr geringer Anteil der ErbB4-Population 

Calbindin-positiv. Ich stellte außerdem fest, dass die Verteilung der Marker PV, Calretinin 
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und Somatostatin in der ErbB4-Population in beiden Regionen vergleichbar war. In beiden 

Regionen waren über 95% der PV+ Interneurone ErbB4-positiv. Dagegen ko-exprimierten 

geringere Anteile der Calretinin+ (40%) und Sst+ (<20%) Populationen ErbB4. Gegenüber 

den Ergebnissen von Fazzari und Kollegen waren die von mir bestimmten Anteile der ErbB4-

ko-exprimierenden PV+ und Cr+ Interneurone deutlich größer (Fazzari et al., 2010). Das 

erklärt sich ebenfalls aus der erhöhten Sensitivität des verwendeten ErbB4-Antikörpers. Den 

Anteil der ErbB4+ Zellen an der Population der Calbindin Interneurone konnte ich nicht 

bestimmen, da eine Subpopulation der Pyramidenzellen ebenfalls Calbindin exprimiert 

(DeFelipe, 1997). Zusammen mit der relativ großen Zahl der Calbindin+/ErbB4+ 

Interneurone im präfrontalen Kortex zeigen meine Daten eine größere Vielfalt der ErbB4-

exprimierenden Interneurone, als bisher angenommen wurde. Das bedeutet, dass bei der 

Aufklärung der pathophysiologischen Funktionen von Neuregulin und ErbB4-Signalen auch 

diese Interneuronentypen betrachtet werden sollten. 

PV+ Interneurone entstehen in der medialen ganglionischen Eminenz und gehören zu den 

Chandelier und Basket-Zellen, sie sind meist schnell feuernd und beeinflussen Gamma-

Oszillationen, die der Signalleitung im kortikalen Netzwerk dienen, wie durch die 

Anwendung der Optogenetik gezeigt wurde (Sohal et al., 2009). Ihre Reduktion resultiert in 

fehlender Inhibition im Kortex, die zur Erhöhung von Gamma-Oszillationen führen kann 

(Yizhar et al., 2011). Für ErbB4/Nrg1-Signale wurde ebenfalls gezeigt, die Gamma-

Oszillationen des Hippocampus zu beeinflussen (Del Pino et al., 2013; Fisahn et al., 2009). 

Die Fehlfunktion der Population der PV+ Interneurone wird stark in der Entstehung von 

neurologischen Erkrankungen wie Epilepsie und Autismus diskutiert (Lewis et al., 2005; 

Marin, 2012).  

Die Population der Calbindin+ Interneurone hat ihren Ursprung in der medialen 

ganglionischen Eminenz und umfasst ebenfalls Chandelier- und „Basket“-Zellen, sie bildet 

außerdem einen Anteil der Martinotti- und „Double Bouquet“-Zellen (Ghanem et al., 2007; 

Markram et al., 2004). Die langen Fortsätze der „Double Bouquet“-Zellen erstrecken sich 

vertikal über mehrere Schichten des Kortex und erreichen somit eine große Zahl von 

Pyramidenzellen (DeFelipe, 1997; Kawaguchi und Kubota, 1993; Toledo-Rodriguez et al., 

2004). Ihre Reduktion wurde sowohl in der migrierenden Interneuronenpopulation der 

ErbB4-Mutante als auch in Schizophreniepatienten festgestellt, aber ihre Ko-Expression mit 
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ErbB4 wurde bisher nicht betrachtet (Beasley et al., 2002; Chance et al., 2005; Flames et al., 

2004).  

nNos Typ1-exprimierende („neuronal nitric oxide synthase“) Interneurone entstehen in der 

medialen als auch kaudalen Eminenz (Magno et al., 2012). Sie ko-exprimieren überwiegend 

Somatostatin und bilden einen Teil der „Bitufted“ Zellen, die ebenfalls axodendritisch und 

vertikal inhibieren, aber hauptsächlich nahe gelegene Pyramidenzellen erreichen (Magno et 

al., 2012; Markram et al., 2004). Es wurden verschiedene Polymorphismen, die zur 

Überexpression des Enzyms führen, in Schizophreniepatienten festgestellt (Silberberg et al., 

2010). Die Menge an Somatostatin mRNS im präfrontalen Kortex von 

Schizophreniepatienten war dagegen reduziert (Fung et al., 2010). 

Calretinin-exprimierende Interneurone entstehen in der kaudalen ganglionischen Eminenz 

und gehören wie Calbindin+ Interneurone unter anderen den „Double Bouquet“-Zellen an 

(De Marco Garcia et al., 2011; Markram et al., 2004). Bisher konnte keine Änderung der von 

Calretinin mRNS in Schizophreniepatienten beobachtet werden (Fung et al., 2010; Lewis et 

al., 2005). 

 

Die von mir gezeigte Vielfalt der ErbB4-Population geht mit bisherigen Beobachtungen, die 

eine Funktion des Rezeptors zu Beginn der Migration annehmen, konform. Die 

postmitotische Expression des ErbB4-Rezeptors in kortikal migrierenden Zellen und die 

Reduktion der tangentialen Migration in ErbB4-mutanten Mäusen stützen ebenfalls die 

Vermutung, dass ErbB4 ein für die tangentiale Migration verantwortlicher Rezeptor ist, der 

auf Signale des komplementär exprimierten Ig-Nrg1 im Kortex und CRD-Nrg1 im Striatum 

reagiert (Flames et al., 2004). Die Interneuronen-Populationen entstehen vorwiegend in der 

medialen ganglionischen Eminenz, der kaudalen Eminenz und der „preoptic area“ (Marin 

und Rubenstein, 2003). Die breite Expression von ErbB4 in allen Regionen während der 

Kortikogenese und die vergleichsweise geringe Reduktion der Interneurone in der ErbB4-

Mutante lassen dagegen auf eine modulatorische Funktion von ErbB4 für die Migration 

schließen (Flames et al., 2004; Yau et al., 2003). 

Obwohl viele Autoren eine Reduktion von kortikalen Interneuronen in ErbB4-Mutanten 

ermittelt haben, konnte dies jedoch nicht bestätigt werden, wenn ErbB4 konditionell mit 

Hilfe des Dlx5/6Cre oder Lhx6Cre Allels mutiert wurde (Del Pino et al., 2013; Fazzari et al., 

2010). Diese Diskrepanz wurde von den Autoren damit erklärt, dass ErbB4 in diesen 
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Mutanten zu spät während der Entwicklung rekombiniert wurde (Del Pino et al., 2013; 

Fazzari et al., 2010). Die Analyse von Flames und Kollegen zeigen eine erhebliche Ko-

Lokalisation von Lhx6 und ErbB4-exprimierenden Zellen während der Embryogenese und 

meine Daten weisen ebenfalls auf eine vorwiegend postmitotische Expression von ErbB4 in 

der medialen ganglionischen Eminenz hin (Flames et al., 2004). Das würde bedeuten, dass 

die Rekombination von ErbB4 durch das Lhx6Cre Allel ebenfalls zu spät stattfindet oder ErbB4 

keine essentielle Funktion für die Migration hat. 

 

4.1.2 Nrg3 hat keinen Einfluss auf Anzahl und Differenzierung von ErbB4+ Interneuronen 

im Kortex und Hippocampus 

In meiner Arbeit analysierte ich die Gesamtzahl der ErbB4+ Interneurone und die Anteile 

verschiedener Subpopulationen im präfrontalen und primären somatosensorischen Kortex 

und im Hippocampus adulter Kontroll und Nrg3-mutanter Mäuse.  

Ich konnte lediglich im CA1 Stratum oriens eine signifikante Reduktion der ErbB4+/PV+ 

Interneurone feststellen. Im CA1 Stratum lacunosum moleculare beobachtete ich ebenfalls 

eine Reduktion der ErbB4+/nNos+ Interneurone, diese wies allerdings einen höheren Fehler 

(5%) auf. Die geringe Neuronendichte des Stratum oriens der CA1-Region und die hohe 

Dichte von ErbB4+ Interneuronen im Stratum lacunosum moleculare konnten hingegen zu 

Fehlern bei der Quantifizierung führen, deshalb müssen diese Ergebnisse weiter überprüft 

werden. In der ErbB4-Mutante waren die PV+ Interneurone des CA1 Stratum oriens 

ebenfalls reduziert (Neddens und Buonanno, 2010). 

Li und Kollegen beobachteten im Kortex von Mausembryonen durch ektopische Expression, 

dass exogenes Nrg1 und Nrg3 die Migration kortikaler Interneurone beeinflussen kann und 

dass sie dabei als Repellent für ErbB4+ Interneurone wirken können (H. Li et al., 2012). Da 

während der späten Embryogenese Nrg3 sehr stark in der kortikalen Platte exprimiert wird, 

durch die ErbB4+ Interneurone in den Kortex einwandern, und wir keine veränderte Anzahl 

von ErbB4+ Interneuronen im adulten Gehirn von Nrg3-Mutanten festgestellt haben, 

erscheint es unwahrscheinlich, dass endogenes Nrg3 diese Funktion ausübt. 

 

In meiner Arbeit habe ich die ErbB4-Population im präfrontalen, somatosensorischen Kortex 

und im Hippocampus ausführlich charakterisiert und konnte keine Veränderungen der 
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ErbB4 Interneuronenpopulationen im Kortex und nur geringfügige im Hippocampus von 

Nrg3-mutanten Mäuse feststellen. Daraus schließe ich, dass Nrg3 weder die Migration noch 

die Differenzierung der ErbB4+ Interneurone beeinflusst. 

 

4.2 Die Funktion von Nrg1, Nrg3 und ErbB4 in der Bildung glutamaterger 

Synapsen auf inhibitorischen Neuronen in vitro 

Nrg1, Nrg3 und ErbB4 sind Risikogene für Schizophrenie (Benzel et al., 2007; Bertram et al., 

2007; P. L. Chen et al., 2009; Hashimoto et al., 2004; Stefansson et al., 2003; Stefansson et 

al., 2002). Mithilfe neurophysiologischer Untersuchungen und Experimenten an Zellkulturen 

wurde gezeigt, dass Nrg1/ErbB4-Signale die Innervation im Kortex beeinflussen (Buonanno 

und Fischbach, 2001; Y. J. Chen et al., 2010; Fazzari et al., 2010; Ting et al., 2011). Außerdem 

wurde bei der Analyse kortikaler Interneurone der ErbB4-/- Mauslinie in vivo eine Reduktion 

von presynaptischen glutamatergen (vGlut1+) Puncta auf Dendriten kortikaler 

Interneuronen festgestellt (Del Pino et al., 2013; Fazzari et al., 2010). In vitro 

Beobachtungen von Ting und Kollegen bestätigten diesen Befund durch die Wirkung von 

exogenem Nrg1 in kortikalen Zellkulturen (Ting et al., 2011). Der Zusatz von Nrg1 erhöhte 

die Zahl postsynaptischer PSD-95+ Puncta in vitro und die Inhibition von endogenem 

Neuregulin durch Zusatz der löslichen Domäne des ErbB4-Rezeptors reduzierte die Zahl der 

PSD-95-Puncta in Interneuronen (Ting et al., 2011). Allerdings wurden diese Ergebnisse nur 

in Kulturen mit geringer Dichte und nur bis zum Tag 15 beobachtet, Nrg1 hatte keine 

signifikante Wirkung auf ältere und dichtere Neuronenkulturen (Ting et al., 2011).  

Ich analysierte die Verteilung des ErbB4-Rezeptors auf der dendritischen Membran sowie 

seine Ko-Lokalisation mit Nrg3 und prä- und postsynaptischen Proteinen. Ich untersuchte 

den Effekt von Nrg1 und Nrg3 auf die Synaptogenese in Kontroll und ErbB4-mutanten 

Interneuronen und zeigte, dass in ErbB4-mutanten Interneuronen die Anzahl der PSD-95-

Puncta reduziert ist und nicht durch die Zugabe von exogenem Nrg1 erhöht werden kann. 

Darüber hinaus konnte ich zeigen, dass Nrg3 ebenfalls die Synaptogenese in Interneuronen 

fördert. 
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4.2.1 Die subzelluläre Lokalisation von Nrg3 und ErbB4  

Elektronenmikroskopisch wurde ErbB4 in der Dendritenplasmamembran von Interneuronen 

innerhalb und außerhalb postsynaptischer Strukturen glutamaterger Synapsen beobachtet 

(Fazzari et al., 2010; Vullhorst et al., 2009). Meine Analyse bestätigte, dass ErbB4 in der 

Plasmamembran der Somata und Dendriten von GABAergen Interneuronen lokalisiert ist, 

aber nicht in deren Axonen. Ich konnte außerdem beobachten, dass der Rezeptor 

ungleichmäßig in der Zellmembran verteilt ist und in punktförmigen Strukturen akkumuliert. 

PSD-95 markiert Cluster postsynaptischer Proteine, die als „postsynaptic densities“ (PSDs) 

bezeichnet werden. Der Kontakt mit glutamatergen Axonendigungen führt zur Bildung von 

Synapsen, die immunchemisch durch die Ko-Lokalisation postsynaptischer (PSD-95) und 

präsynaptischer Strukturen (Synapsin, vGlut1) nachgewiesen werden können (Okabe et al., 

2001). Meine Analysen ergaben, dass vGlut1+/PSD-95+ Synapsen eine erhöhte Menge an 

PSD-95 im Vergleich zu Puncta, die keine Synapsen mit vGlut1+ Axonen bildeten, enthielten. 

Eine Funktion von ErbB4 in glutamatergen Synapsen und seine Ko-Lokalisation mit PSD-95 

und Synapsin wurde 2000 von Huang und Kollegen biochemisch gezeigt (Y. Z. Huang et al., 

2000). Ma und Kollegen bestätigten diese Beobachtungen ebenfalls biochemisch und 

ergänzten, dass sich ErbB4 durch Nrg1-Signale auf der Zellmembran bewegt (L. Ma et al., 

2003). Ich charakterisierte in über 1000 Interneuronen die Ko-Lokalisation von ErbB4 und 

PSD-95. Die Intensität des ErbB4-Signals in PSD-95+ Puncta war deutlich erhöht im Vergleich 

zum mittleren Signal über den gesamten Dendriten (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse 

bekräftigen die Vermutung, dass ErbB4 wie PSD-95 in Synapsen akkumuliert und den Lipid-

Raft-Proteinen angehört (L. Ma et al., 2003). 

Nrg3 wird während der Embryogenese im Zentralnervensystem gebildet und wird scheinbar 

von allen Neuronen exprimiert (Cahoy et al., 2008; Zhang et al., 1997; nicht publizierte in 

situ-Hybridisierung-Daten von Thomas Müller). Der benutzte anti-Nrg3-Antikörper ist der 

einzige Antikörper, der Nrg3 immunhistochemisch erkennt und ist gegen die EGF-Domäne 

von Nrg3 gerichtet. An Hirnschnitten detektiert der Antikörper spezifisch Nrg3 im Neuropil 

und an der somatischen und dendritischen Oberfläche von ErbB4+ Interneuronen 

(Beobachtung von Thomas Müller). Das Signal auf der Zelloberfläche ist abhängig von ErbB4, 

was auf eine Bindung von Nrg3 an ErbB4 auf der Oberfläche von Interneuronen hinweist. 

Intrazelluläres Nrg3 und damit die Nrg3-produzierenden Zellen sind auf Hirnschnitten nicht 

erkennbar.  
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Die Verteilung des Proteins in Neuronenkulturen wurde bisher nicht analysiert. Ich konnte 

eine punktförmige Lokalisation von Nrg3 auf ErbB4+ Interneuronen beobachten. Nrg3 ko-

lokalisierte vorwiegend mit ErbB4-dichten Strukturen. Interessanterweise war diese 

Kolokalisation auf GAD67GFP-markierten Wildtyp Interneuronen, die auf einem Rasen von 

Nrg3-mutanten Zellen kultiviert wurden, nicht zu beobachten (Beobachtung von Thomas 

Müller). Daraus schlussfolgerten wir, dass das oberflächliche Nrg3 auf ErbB4+ Interneuronen 

parakrinen Ursprungs ist. In Wildtyp Kulturen stellte ich fest, dass etwa 40% der 

glutamatergen Puncta sowohl ErbB4+ als auch Nrg3+ waren. Die hohe Ko-Lokalisation von 

Nrg3, ErbB4 und vGlut1 ließ auf eine Funktion von Nrg3/ErbB4-Signalen in der 

glutamatergen Innervation von Interneuronen schließen, die ich in kortikalen Nrg3-/- 

Kulturen analysierte. 

 

4.2.2 Nrg1 und Nrg3 fördern die glutamaterge Synaptogenese auf Interneuronen 

Es wurde beschrieben, dass die Aktivierung von ErbB4 durch exogenes Nrg1 die Bildung 

und/oder Lokalisierung prä- und postsynaptischer Proteine erhöht (Fazzari et al., 2010; Ting 

et al., 2011). Zunächst prüfte ich die in vivo festgestellte Beobachtung, dass die 

glutamaterge Innervation von GABAergen Interneuronen in ErbB4-/- Mäusen reduziert ist 

(Fazzari et al., 2010). Da synaptische Proteine in vivo schwierig zu quantifizieren sind, 

kultivierte ich Zellen von neugeborenen Mäusen und analysierte die Expression von PSD-95 

in Interneuronen. Um die Variabilität verschiedener Zellkulturen zu minimieren, untersuchte 

ich eine Kultur die ein Gemisch von ErbB4+/-;GAD67GFP und ErbB4-/-;GAD67GFP Zellen enthielt. 

Ich beobachtete, dass Interneurone, die kein ErbB4 exprimierten, deutlich weniger PSD-95+ 

Puncta aufwiesen als ErbB4-heterozygote Interneurone und konnte so die in vivo 

gemachten Beobachtungen bestätigen. Der Zusatz von exogenem Nrg1 erhöhte die Anzahl 

der PSD-95+ Puncta und der PSD-95+/vGlut1+ Synapsen selektiv auf ErbB4+/- Interneuronen. 

ErbB4 in Interneuronen war somit essentiell für die Wirkung von Nrg1. Die Wirkung von 

Nrg1 war nur in Kulturen geringerer Zelldichte beobachtet worden (Ting et al., 2011). Ich 

konnte aber die Reduktion der PSD-95+ Puncta auf ErbB4+ Interneuronen auch in Kulturen 

mit höherer Dichte beobachten. Da für ErbB4-Mutanten sowie für konditionelle 

ErbB4f/f;Lhx6Cre Mäuse in vivo ebenfalls eine Reduktion glutamaterger Puncta auf 
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Interneuronen gezeigt wurde, scheint diese Reduktion nicht abhängig von der 

Neuronendichte zu sein. 

Die Ko-Lokalisation von ErbB4 und Nrg3 mit Markern glutamaterger Synapsen führte mich 

zu der Frage, ob Nrg3 ebenfalls die Bildung von PSD-95 beeinflusste. Bei der Analyse von 

Nrg3-/- Kulturen konnte ich eine Reduktion der Anzahl und Größe der PSD-95+ Puncta 

beobachten. Wurden die Neurone in höherer Dichte kultiviert, war die Reduktion der PSD-

95+ Puncta in Nrg3-/- Kulturen allerdings gering. Ting und Kollegen beobachteten ebenfalls, 

dass die Wirkung von Nrg1 auf Wildtyp Neurone abhängig von deren Dichte in Kultur war 

(Ting et al., 2011). Die Reduktion der Anzahl der PSD-95-Puncta konnte in Nrg3-/- Kulturen 

durch Zugabe von konditioniertem Medium von dicht kultivierten Kontrollzellen, aber nicht 

von Nrg3-/- mutanten Zellkulturen, ausgeglichen werden. Bisher war kein rekombinantes 

Nrg3 verfügbar. Daher konnte ich nicht prüfen, ob Nrg3 direkt die Bildung glutamaterger 

Synapsen in ErbB4+ Interneuronen fördert, oder ob das konditionierte Medium einen 

anderen Wirkstoff enthält, der Nrg3-abhängig in Neuronenkultur produziert wurde. Die 

starke Wirkung von Nrg3-enthaltendem Medium auf die Anzahl der PSD-95-Puncta sowie 

ihre Reduktion in Nrg3-/- Interneuronen legen aber eine Funktion von Nrg3 in der Bildung 

von PSD-95+ „postsynaptic densities“ nahe. 

 

4.2.2.1 Mögliche Funktionen von Nrg3, zukünftige Fragestellungen 

Die Bindungsaffinität (Kd) von Nrg3 für ErbB2/ErbB4 Heterodimere liegt in der 

Größenordnung von 100nM und ist damit etwa 100 bis 1000mal höher als die von Nrg1 

(Jones et al., 1999). Beobachtungen von Dr. Thomas Müller zeigen, dass das Nrg3 Protein in 

hohen Mengen im Gehirngewebe vorkommt und eine Konzentration von 100nM erreicht. 

Diese Konzentration wäre demnach ausreichend, um einen signifikanten Anteil von ErbB4 zu 

binden. Ich konnte den starken Oberflächen-Besatz von Nrg3 an ErbB4+ Interneuronen 

zeigen. Diese Nrg3-Puncta ko-lokalisierten mit dem ErbB4-Rezeptor, der ebenfalls in Puncta 

lokalisiert ist, und für den eine Funktion in der glutamatergen Innervation in verschiedenen 

Studien beschrieben wurde (Fazzari et al., 2010; Krivosheya et al., 2008; B. Li et al., 2007; 

Ting et al., 2011). Meine Analyse von kortikalen Zellkulturen zeigte die Reduktion von PSD-

95-Puncta in Nrg3-/- mutanten Kulturen. Es liegt somit nahe, dass Nrg3 eine Funktion an 

glutamatergen Synapsen auf ErbB4+ Interneuronen hat. 
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Nrg3-/- Mutanten sind hyperaktiv im „Open Field Test“ und weisen eine erhöhte 

Impulsivitäts-Kontrolle auf (nicht publizierte Daten aus dem Labor von August Smit, 

Amsterdam). Dieser Phänotyp entspricht den Verhaltensdefiziten der ErbB4-/- und 

konditionellen ErbB4-Mutanten, die ebenfalls eine erhöhte Aktivität im „Open Field Test“ 

und eine Reduktion glutamaterger Puncta auf Interneuronen aufwiesen (Y. J. Chen et al., 

2010; Del Pino et al., 2013; Golub et al., 2004; Krivosheya et al., 2008; Wen et al., 2010). Die 

vergleichbaren Defizite der Nrg3-/- und ErbB4-/- Mäuse sowohl in der glutamatergen 

Reizleitung als auch in Verhalten lassen auf eine Funktion von Nrg3 durch ErbB4 in der 

glutamatergen Innervation von Interneuronen schließen. 

 

4.3 Die Funktion von ErbB3 und ErbB4 im Muskel 

Muskelspindeln entstehen mit dem Kontakt sensorischer Nervenendigungen an 

Muskelfasern, die die intrafusalen Fasern der Spindel bilden (Maier, 1997; Walro und 

Kucera, 1999). Das Ig-Nrg1-Signal afferenter Nerven ist für die Bildung und Erhaltung von 

Muskelspindeln essentiell (Cheret et al., 2013; Hippenmeyer et al., 2002). Der ErbB2-

Rezeptor kann durch das Nrg1-Signal aktiviert werden und wird, wie ErbB3 und ErbB4, von 

intrafusalen Fasern der Spindel exprimiert (Andrechek et al., 2002; Hippenmeyer et al., 

2002; Leu et al., 2003). Die Expression von ErbB2 im Muskel ist essentiell für die 

Differenzierung von Muskelspindeln (Andrechek et al., 2002; Leu et al., 2003). Es wurde 

bisher kein Ligand für ErbB2 identifiziert, deshalb war unklar, welcher ErbB2 Ko-Rezeptor 

Nrg1 in der Muskelspindel bindet. Durch muskelspezifische Mutation von ErbB3 und ErbB4 

in Lbx1Cre;ErbB3f/f und Lbx1Cre;ErbB4f/f-Mäusen konnte ich zeigen, dass ErbB3, nicht ErbB4, 

essentiell für die Differenzierung von Muskelspindeln und somit ErbB3 der Nrg1-bindende 

Rezeptor in intrafusalen Muskelfasern ist. Da die Rezeptoren ErbB2-4 in intrafusalen Fasern 

erscheinen, bleibt offen, ob ErbB2/ErbB4 Heterodimere oder ErbB4 Homodimere eine 

andere Funktion in der Muskelspindel erfüllen. Ich konnte feststellen, dass die 

muskelspezifische Mutation von ErbB4 weder die Länge noch die Anzahl intrafusaler Fasern 

im Muskel beeinflusst, also kompensiert das ErbB2/ErbB3-Dimer für den Verlust des ErbB4-

Rezeptors oder ErbB4 erfüllt eine andere oder keine Funktion im Muskel. 

Ich stellte fest, dass afferente Nerven in Muskelfasern von ErbB3-Mutanten vorhanden 

waren. Sowohl die nervenspezifische Mutation von Nrg1 als auch die muskelspezifische 
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Elimination von ErbB2 verursachen gestörte Verzweigungen der sensorischen Nervenenden 

im Muskel (Hippenmeyer et al., 2002; Leu et al., 2003).  

Lbx1Cre;ErbB3f/f-Mäuse zeigen Verhaltensauffälligkeiten im „Grip-Test“: Lbx1Cre;ErbB3f/f-

Mäuse konnten sich deutlich schlechter am Gitter festhalten als Kontrolltiere (Beobachtung 

von Cyril Cheret; Test: Coughenour et al., 1977). Dieses Verhalten weist auf fehlende 

Propriozeption im Muskel hin. Zusätzlich war die Koordination der Extremitäten von 

Lbx1Cre;ErbB3f/f-Mäusen beeinträchtigt und resultierte in einem verändertem Gang 

(Beobachtung von Dr. Cyril Cheret; Test: Beare et al., 2009). Diese Phänotypen wurden auch 

in vergleichbarer Ausprägung bei nervenspezifischen Ig-Nrg1-Mutanten, die eine reduzierte 

Anzahl an Muskelspindeln aufweisen, beobachtet und charakterisieren also die Auswirkung 

der reduzierten Propriozeption im Muskel (Cheret et al., 2013). 



Zusammenfassung  |  Seite 67  

 

5 Zusammenfassung 

5.1 Zusammenfassung Deutsch 

Die Neureguline Nrg1-4 gehören zu einer Familie von Wachstumsfaktoren die eine EGF 

Domäne besitzen (EGF: epidermal growth factor). Die Aktivierung von ErbB-Rezeptoren 

durch Neureguline regelt u.a. die Migration und Proliferation von Zellen in der Entwicklung. 

Der Nrg1/ErbB4-Signalweg hat eine entscheidende Funktion bei der Ausbildung von 

exzitatorischen Signalen im Gehirn. Fehlt der Rezeptor ErbB4 in GABAergen Interneuronen, 

so ist ihre Migration während der Embryonalentwicklung gestört und ihre Anzahl in adulten 

Mäusen reduziert. Ich konnte zeigen, dass die Population der ErbB4+ Interneurone im 

präfrontalen Kortex sowohl Parvalbumin, als auch Calbindin-Neurone enthält. Weiterhin 

konnte ich beobachten, dass exogenes Nrg1 die Anzahl exzitatorischer Synapsen auf 

kortikalen Interneuronen erhöht und dieser Effekt durch die Nrg1/ErbB4-Signalkaskade 

vermittelt wird. Die Unterbrechung des Nrg3/ErbB4-Signalwegs resultiert ebenfalls in einer 

Reduktion glutamaterger Synapsen auf ErbB4-positiven Interneuronen. Das Nrg3-Signal hat 

jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl oder Identität kortikaler Interneurone im präfrontalen 

oder somatosensorischen Kortex. Im Hippocampus von Nrg3-Mutanten war die Zahl an 

Interneuronen weitgehend unverändert, nur im CA1 Stratum oriens war die Population der 

Parvalbumin und ErbB4-exprimierenden Interneurone reduziert.  

Frühere Arbeiten zeigen, dass sowohl Nrg1 als auch ErbB2 für die Induktion von 

Muskelspindeln essentiell sind. Um festzustellen, welcher Rezeptor Nrg1 in Muskelspindeln 

bindet, ErbB3 oder ErbB4, analysierte ich Mäuse, in denen jeweils die Gene der ErbB3-oder 

ErbB4-Rezeptoren konditionell in Skelettmuskeln ausgeschaltet wurden. Muskelspindeln 

fehlten nur in den Muskeln, in denen ErbB3 mutiert wurde. Im Tibialis anterior (TA) Muskel 

der Mäuse, in dem das ErbB4 Gen mutiert wurde, befand sich eine ähnliche Anzahl von 

Muskelspindeln wie in den Kontrollen. Ich konnte so feststellen, dass ErbB3 der essentielle 

Nrg1 Rezeptor in den Entwicklung von Muskelspindeln ist.   
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5.2 Summary 

Neuregulins are members of to the EGF-family of growth factors (EGF), epidermal growth 

factor). Their binding and activation of ErbB receptors regulate migration and proliferation 

of cells during development. Nrg1/ErbB4 signals were shown to influence excitatory signals 

in the cortex, and in particular mutation of ErbB4 disturbs migration of interneurons, 

resulting in their reduced numbers in the adult cortex. I could verify that addition of 

exogenous Nrg1 increases the number of excitatory synapses. Additionally I could verify that 

this effect is mediated through ErbB4. Interestingly, ablation of Nrg3 signals results also in 

loss of excitatory synapses. Mutation of Nrg3 does however not affect the number, 

distribution or the identity of ErbB4+ interneurons.  

Nrg1 and ErbB2 are known to be essential for differentiation of muscle spindles. To 

elucidate, which receptor is binding Nrg1 in muscle spindles, I analyzed muscle specific 

mutants of ErbB3 and ErbB4. Mice lacking a functional ErbB3 receptor in muscles did not 

develop muscle spindles, whereas muscle spindles of correct morphology were present in 

normal numbers in ErbB4 mutant mice. This demonstrates that the ErbB3 receptor, 

together with ErbB2, transduces Nrg1 signals during muscle spindle development. 
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Anhang 

a. Einstellungen des LSM-Mikroskops für die Analyse synaptischer Proteine 

Tabelle 1 LSM-Parameter:           Wert 

Image Width: 2048 

Image Height: 2048 

Number of channels: 3 

Z Stack size:            3 

Time Stack size:    1 

Scan Type            Normal X-Y-Z scan 

Voxel X size 0.08 µm 

Voxel Y size 0.08 µm 

Voxel Z size 0.40 µm 

Objective Plan-Apochromat 40x/1.3 Oil DIC M27 

X Zoom factor 1.00 

Y Zoom factor 1.00 

Z Zoom factor 1.00 

Plane width 0.00 µm 

Plane height 0.00 µm 

Volume depth 0.00 µm 

Plane spacing 400000.00 µm 

 

 

b. Beispiel-Pipeline zur Quantifizierung und Analyse synaptischer Proteine 

Tabelle 2 pipeline.cp 

CellProfiler Pipeline: http://www.cellprofiler.org 

Version:1 

SVNRevision:11710 

 

LoadImages:[module_num:1|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:11|show

_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    File type to be loaded:individual images 

    File selection method:Text-Exact match 

    Number of images in each group?:3 

    Type the text that the excluded images have in common:Do not use 

    Analyze all subfolders within the selected folder?:None 

    Input image file location:Default Input Folder\x7CNone 

    Check image sets for missing or duplicate files?:Yes 

    Group images by metadata?:No 

    Exclude certain files?:No 

    Specify metadata fields to group by: 
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    Select subfolders to analyze: 

    Image count:4 

    Text that these images have in common (case-sensitive):C2 

    Position of this image in each group:1 

    Extract metadata from where?:None 

    Regular expression that finds metadata in the file name:^(?P<Plate>.*)_(?P<Well>\x5BA-

P\x5D\x5B0-9\x5D{2})_s(?P<Site>\x5B0-9\x5D) 

    Type the regular expression that finds metadata in the subfolder 

path:.*\x5B\\\\/\x5D(?P<Date>.*)\x5B\\\\/\x5D(?P<Run>.*)$ 

    Channel count:1 

    Group the movie frames?:No 

    Grouping method:Interleaved 

    Number of channels per group:3 

    Load the input as images or objects?:Images 

    Name this loaded image:vGlut1 

    Name this loaded object:Nuclei 

    Retain outlines of loaded objects?:No 

    Name the outline image:LoadedImageOutlines 

    Channel number:1 

    Rescale intensities?:No 

    Text that these images have in common (case-sensitive):C3 

    Position of this image in each group:2 

    Extract metadata from where?:None 

    Regular expression that finds metadata in the file name:^(?P<Plate>.*)_(?P<Well>\x5BA-

P\x5D\x5B0-9\x5D{2})_s(?P<Site>\x5B0-9\x5D) 

    Type the regular expression that finds metadata in the subfolder 

path:.*\x5B\\\\/\x5D(?P<Date>.*)\x5B\\\\/\x5D(?P<Run>.*)$ 

    Channel count:1 

    Group the movie frames?:No 

    Grouping method:Interleaved 

    Number of channels per group:3 

    Load the input as images or objects?:Images 

    Name this loaded image:PSD-95 

    Name this loaded object:Nuclei 

    Retain outlines of loaded objects?:No 

    Name the outline image:LoadedImageOutlines 

    Channel number:1 

    Rescale intensities?:No 

    Text that these images have in common (case-sensitive):dendrit 

    Position of this image in each group:4 

    Extract metadata from where?:None 

    Regular expression that finds metadata in the file name:^(?P<Plate>.*)_(?P<Well>\x5BA-

P\x5D\x5B0-9\x5D{2})_s(?P<Site>\x5B0-9\x5D) 

    Type the regular expression that finds metadata in the subfolder 

path:.*\x5B\\\\/\x5D(?P<Date>.*)\x5B\\\\/\x5D(?P<Run>.*)$ 

    Channel count:1 

    Group the movie frames?:No 
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    Grouping method:Interleaved 

    Number of channels per group:3 

    Load the input as images or objects?:Images 

    Name this loaded image:GABA_cell 

    Name this loaded object:Nuclei 

    Retain outlines of loaded objects?:No 

    Name the outline image:LoadedImageOutlines 

    Channel number:1 

    Rescale intensities?:Yes 

    Text that these images have in common (case-sensitive):C1 

    Position of this image in each group:4 

    Extract metadata from where?:None 

    Regular expression that finds metadata in the file name:^(?P<Plate>.*)_(?P<Well>\x5BA-

P\x5D\x5B0-9\x5D{2})_s(?P<Site>\x5B0-9\x5D) 

    Type the regular expression that finds metadata in the subfolder 

path:.*\x5B\\\\/\x5D(?P<Date>.*)\x5B\\\\/\x5D(?P<Run>.*)$ 

    Channel count:1 

    Group the movie frames?:No 

    Grouping method:Interleaved 

    Number of channels per group:3 

    Load the input as images or objects?:Images 

    Name this loaded image:ErbB4 

    Name this loaded object:Nuclei 

    Retain outlines of loaded objects?:No 

    Name the outline image:LoadedImageOutlines 

    Channel number:1 

    Rescale intensities?:Yes 

 

ApplyThreshold:[module_num:2|svn_version:\'6746\'|variable_revision_number:5|show_

window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:GABA_cell 

    Name the output image:GABA_bin 

    Select the output image type:Binary (black and white) 

    Set pixels below or above the threshold to zero?:Below threshold 

    Subtract the threshold value from the remaining pixel intensities?:No 

    Number of pixels by which to expand the thresholding around those excluded bright 

pixels:0.0 

    Select the thresholding method:Manual 

    Manual threshold:0.4 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Threshold correction factor:1 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Select the input objects:None 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 

background?:Foreground 
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    Select the measurement to threshold with:None 

 

ApplyThreshold:[module_num:3|svn_version:\'6746\'|variable_revision_number:5|show_

window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:vGlut1 

    Name the output image:vGLut1_thr 

    Select the output image type:Binary (black and white) 

    Set pixels below or above the threshold to zero?:Below threshold 

    Subtract the threshold value from the remaining pixel intensities?:No 

    Number of pixels by which to expand the thresholding around those excluded bright 

pixels:0.0 

    Select the thresholding method:Manual 

    Manual threshold:0.25 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Threshold correction factor:1 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Select the input objects:None 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 

background?:Foreground 

    Select the measurement to threshold with:None 

 

ApplyThreshold:[module_num:4|svn_version:\'6746\'|variable_revision_number:5|show_

window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:PSD-95 

    Name the output image:PSD-95_thr 

    Select the output image type:Binary (black and white) 

    Set pixels below or above the threshold to zero?:Below threshold 

    Subtract the threshold value from the remaining pixel intensities?:No 

    Number of pixels by which to expand the thresholding around those excluded bright 

pixels:0.0 

    Select the thresholding method:Manual 

    Manual threshold:0.25 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Threshold correction factor:1 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Select the input objects:None 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 

background?:Foreground 

    Select the measurement to threshold with:None 

 

ApplyThreshold:[module_num:5|svn_version:\'6746\'|variable_revision_number:5|show_

window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:ErbB4 
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    Name the output image:ErbB4-Thresh 

    Select the output image type:Grayscale 

    Set pixels below or above the threshold to zero?:Below threshold 

    Subtract the threshold value from the remaining pixel intensities?:No 

    Number of pixels by which to expand the thresholding around those excluded bright 

pixels:0.0 

    Select the thresholding method:Manual 

    Manual threshold:0.5 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Threshold correction factor:1 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Select the input objects:None 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 

background?:Foreground 

    Select the measurement to threshold with:None 

 

IdentifyPrimaryObjects:[module_num:6|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_numb

er:8|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:ErbB4-Thresh 

    Name the primary objects to be identified:ErbB4_1 

    Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):5,55 

    Discard objects outside the diameter range?:Yes 

    Try to merge too small objects with nearby larger objects?:No 

    Discard objects touching the border of the image?:Yes 

    Select the thresholding method:Otsu Adaptive 

    Threshold correction factor:1 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Method to distinguish clumped objects:Intensity 

    Method to draw dividing lines between clumped objects:Intensity 

    Size of smoothing filter:10 

    Suppress local maxima that are closer than this minimum allowed distance:7 

    Speed up by using lower-resolution image to find local maxima?:No 

    Name the outline image:PrimaryOutlines 

    Fill holes in identified objects?:Yes 

    Automatically calculate size of smoothing filter?:Yes 

    Automatically calculate minimum allowed distance between local maxima?:Yes 

    Manual threshold:0.0 

    Select binary image:None 

    Retain outlines of the identified objects?:No 

    Automatically calculate the threshold using the Otsu method?:Yes 

    Enter Laplacian of Gaussian threshold:0.5 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 



Anhang |  Seite 87  

 

background?:Foreground 

    Automatically calculate the size of objects for the Laplacian of Gaussian filter?:Yes 

    Enter LoG filter diameter:5 

    Handling of objects if excessive number of objects identified:Continue 

    Maximum number of objects:500 

    Select the measurement to threshold with:None 

 

IdentifyPrimaryObjects:[module_num:7|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_numb

er:8|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:PSD-95_thr 

    Name the primary objects to be identified:PSD-p 

    Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):5,55 

    Discard objects outside the diameter range?:Yes 

    Try to merge too small objects with nearby larger objects?:No 

    Discard objects touching the border of the image?:Yes 

    Select the thresholding method:Otsu Adaptive 

    Threshold correction factor:1 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Method to distinguish clumped objects:Shape 

    Method to draw dividing lines between clumped objects:Shape 

    Size of smoothing filter:7 

    Suppress local maxima that are closer than this minimum allowed distance:3 

    Speed up by using lower-resolution image to find local maxima?:No 

    Name the outline image:PrimaryPSD-puncta 

    Fill holes in identified objects?:No 

    Automatically calculate size of smoothing filter?:No 

    Automatically calculate minimum allowed distance between local maxima?:No 

    Manual threshold:0.35 

    Select binary image:None 

    Retain outlines of the identified objects?:No 

    Automatically calculate the threshold using the Otsu method?:Yes 

    Enter Laplacian of Gaussian threshold:0.5 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 

background?:Foreground 

    Automatically calculate the size of objects for the Laplacian of Gaussian filter?:Yes 

    Enter LoG filter diameter:5 

    Handling of objects if excessive number of objects identified:Continue 

    Maximum number of objects:500 

    Select the measurement to threshold with:None 

 

IdentifyPrimaryObjects:[module_num:8|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_numb

er:8|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the input image:vGLut1_thr 

    Name the primary objects to be identified:vGlut1-p 
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    Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):5,55 

    Discard objects outside the diameter range?:Yes 

    Try to merge too small objects with nearby larger objects?:No 

    Discard objects touching the border of the image?:Yes 

    Select the thresholding method:Otsu Adaptive 

    Threshold correction factor:1 

    Lower and upper bounds on threshold:0.000000,1.000000 

    Approximate fraction of image covered by objects?:0.01 

    Method to distinguish clumped objects:Shape 

    Method to draw dividing lines between clumped objects:Shape 

    Size of smoothing filter:7 

    Suppress local maxima that are closer than this minimum allowed distance:3 

    Speed up by using lower-resolution image to find local maxima?:No 

    Name the outline image:PrimaryOutlines 

    Fill holes in identified objects?:No 

    Automatically calculate size of smoothing filter?:No 

    Automatically calculate minimum allowed distance between local maxima?:No 

    Manual threshold:0.35 

    Select binary image:Synapse 

    Retain outlines of the identified objects?:No 

    Automatically calculate the threshold using the Otsu method?:Yes 

    Enter Laplacian of Gaussian threshold:0.5 

    Two-class or three-class thresholding?:Two classes 

    Minimize the weighted variance or the entropy?:Weighted variance 

    Assign pixels in the middle intensity class to the foreground or the 

background?:Foreground 

    Automatically calculate the size of objects for the Laplacian of Gaussian filter?:Yes 

    Enter LoG filter diameter:5 

    Handling of objects if excessive number of objects identified:Continue 

    Maximum number of objects:500 

    Select the measurement to threshold with:None 

 

MaskObjects:[module_num:9|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|show

_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:ErbB4_1 

    Name the masked objects:ErbB4_Masked 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Image 

    Select the masking object(s):None 

    Select the masking image:GABA_bin 

    Handling of objects that are partially masked:Keep overlapping region 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:Yes 

    Name the outline image:Masked_ErbB4 

    Invert the mask?:No 

 

OverlayOutlines:[module_num:10|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|s
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how_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Display outlines on a blank image?:No 

    Select image on which to display outlines:ErbB4 

    Name the output image:ErbB4_Puncta 

    Select outline display mode:Color 

    Select method to determine brightness of outlines:Max of image 

    Width of outlines:1 

    Select outlines to display:Masked_ErbB4 

    Select outline color:Red 

 

MaskObjects:[module_num:11|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\'\'\x5D] 

    Select objects to be masked:PSD-p 

    Name the masked objects:PSD-pu 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Image 

    Select the masking object(s):None 

    Select the masking image:GABA_bin 

    Handling of objects that are partially masked:Keep 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:Yes 

    Name the outline image:PSD-pu-image 

    Invert the mask?:No 

 

MaskObjects:[module_num:12|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:vGlut1-p 

    Name the masked objects:vGlut-1pu 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Image 

    Select the masking object(s):None 

    Select the masking image:GABA_bin 

    Handling of objects that are partially masked:Keep 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:Yes 

    Name the outline image:vGlut1-image 

    Invert the mask?:No 

 

MaskObjects:[module_num:13|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:PSD-pu 

    Name the masked objects:Just-PSD 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Objects 

    Select the masking object(s):vGlut-1pu 

    Select the masking image:vGLut1_thr 

    Handling of objects that are partially masked:Remove 

    Fraction of object that must overlap:0.5 
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    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:Yes 

    Name the outline image:Just_PSD 

    Invert the mask?:Yes 

 

MaskObjects:[module_num:14|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:PSD-pu 

    Name the masked objects:overlap3 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Objects 

    Select the masking object(s):vGlut-1pu 

    Select the masking image:None 

    Handling of objects that are partially masked:Keep 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:Yes 

    Name the outline image:overlap3 

    Invert the mask?:No 

 

MaskObjects:[module_num:15|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:ErbB4_Masked 

    Name the masked objects:ErbB4+PSD 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Objects 

    Select the masking object(s):PSD-pu 

    Select the masking image:None 

    Handling of objects that are partially masked:Keep overlapping region 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:Yes 

    Name the outline image:ErbB4+PSD 

    Invert the mask?:No 

 

MaskObjects:[module_num:16|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:ErbB4+PSD 

    Name the masked objects:ErbB4+overlap 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Objects 

    Select the masking object(s):overlap3 

    Select the masking image:None 

    Handling of objects that are partially masked:Keep 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:No 

    Name the outline image:MaskedOutlines 

    Invert the mask?:No 
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MaskObjects:[module_num:17|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to be masked:ErbB4+PSD 

    Name the masked objects:ErbB4PSD-overlap 

    Mask using a region defined by other objects or by binary image?:Objects 

    Select the masking object(s):overlap3 

    Select the masking image:None 

    Handling of objects that are partially masked:Remove 

    Fraction of object that must overlap:0.5 

    Numbering of resulting objects:Renumber 

    Retain outlines of the resulting objects?:No 

    Name the outline image:MaskedOutlines 

    Invert the mask?:Yes 

 

GrayToColor:[module_num:18|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|sho

w_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select a color scheme:RGB 

    Select the input image to be colored red:PSD-95 

    Select the input image to be colored green:ErbB4+PSD 

    Select the input image to be colored blue:vGlut1 

    Name the output image:color 

    Relative weight for the red image:1 

    Relative weight for the green image:1 

    Relative weight for the blue image:1 

    Select the input image to be colored cyan:Leave this black 

    Select the input image to be colored magenta:Leave this black 

    Select the input image to be colored yellow:Leave this black 

    Select the input image that determines brightness:Leave this black 

    Relative weight for the cyan image:1 

    Relative weight for the magenta image:1 

    Relative weight for the yellow image:1 

    Relative weight for the brightness image:1 

    Select the input image to add to the stacked image:None 

 

SaveImages:[module_num:19|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:7|show

_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the type of image to save:Image 

    Select the image to save:color 

    Select the objects to save:None 

    Select the module display window to save:None 

    Select method for constructing file names:From image filename 

    Select image name for file prefix:PSD-95 

    Enter single file name:OrigBlue 

    Do you want to add a suffix to the image file name?:Yes 

    Text to append to the image name:_PSD_B4-Puncta_vGLut1 

    Select file format to use:tif 

    Output file location:Default Output Folder\x7CNone 
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    Image bit depth:8 

    Overwrite existing files without warning?:No 

    Select how often to save:Every cycle 

    Rescale the images? :No 

    Save as grayscale or color image?:Grayscale 

    Select colormap:gray 

    Store file and path information to the saved image?:No 

    Create subfolders in the output folder?:No 

 

OverlayOutlines:[module_num:20|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:2|s

how_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Display outlines on a blank image?:No 

    Select image on which to display outlines:color 

    Name the output image:Psd-color 

    Select outline display mode:Color 

    Select method to determine brightness of outlines:Max of image 

    Width of outlines:1 

    Select outlines to display:Just_PSD 

    Select outline color:Red 

    Select outlines to display:overlap3 

    Select outline color:Green 

    Select outlines to display:vGlut1-image 

    Select outline color:Blue 

 

SaveImages:[module_num:21|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_number:7|show

_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select the type of image to save:Image 

    Select the image to save:ErbB4_Puncta 

    Select the objects to save:None 

    Select the module display window to save:None 

    Select method for constructing file names:From image filename 

    Select image name for file prefix:ErbB4 

    Enter single file name:OrigBlue 

    Do you want to add a suffix to the image file name?:No 

    Text to append to the image name: 

    Select file format to use:tif 

    Output file location:Default Output Folder\x7CNone 

    Image bit depth:8 

    Overwrite existing files without warning?:No 

    Select how often to save:Every cycle 

    Rescale the images? :No 

    Save as grayscale or color image?:Grayscale 

    Select colormap:gray 

    Store file and path information to the saved image?:No 

    Create subfolders in the output folder?:No 

 

MeasureImageAreaOccupied:[module_num:22|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision
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_number:3|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Hidden:1 

    Measure the area occupied in a binary image, or in objects?:Binary Image 

    Select objects to measure:None 

    Retain a binary image of the object regions?:No 

    Name the output binary image:Stain 

    Select a binary image to measure:GABA_bin 

 

MeasureObjectSizeShape:[module_num:23|svn_version:\'1\'|variable_revision_number:1|

show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select objects to measure:PSD-pu 

    Select objects to measure:vGlut-1pu 

    Select objects to measure:overlap3 

    Select objects to measure:Just-PSD 

    Select objects to measure:ErbB4+overlap 

    Select objects to measure:ErbB4PSD-overlap 

    Calculate the Zernike features?:No 

 

MeasureObjectIntensity:[module_num:24|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_num

ber:3|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Hidden:1 

    Select an image to measure:PSD-95 

    Select objects to measure:PSD-pu 

    Select objects to measure:overlap3 

    Select objects to measure:Just-PSD 

 

MeasureObjectIntensity:[module_num:25|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_num

ber:3|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Hidden:1 

    Select an image to measure:ErbB4 

    Select objects to measure:PSD-pu 

    Select objects to measure:overlap3 

    Select objects to measure:Just-PSD 

 

ExportToSpreadsheet:[module_num:26|svn_version:\'Unknown\'|variable_revision_numbe

r:7|show_window:False|notes:\x5B\x5D] 

    Select or enter the column delimiter:Comma (",") 

    Prepend the output file name to the data file names?:Yes 

    Add image metadata columns to your object data file?:Yes 

    Limit output to a size that is allowed in Excel?:Yes 

    Select the columns of measurements to export?:Yes 

    Calculate the per-image mean values for object measurements?:Yes 

    Calculate the per-image median values for object measurements?:No 

    Calculate the per-image standard deviation values for object measurements?:No 

    Output file location:Default Output Folder\x7CNone 

    Create a GenePattern GCT file?:No 

    Select source of sample row name:Metadata 
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    Select the image to use as the identifier:None 

    Select the metadata to use as the identifier:None 

    Export all measurements, using default file names?:Yes 

    Press button to select measurements to 

export:overlap3\x7CNumber_Object_Number,overlap3\x7CIntensity_MeanIntensity_ErbB4,

overlap3\x7CIntensity_MeanIntensity_PSD-

95,overlap3\x7CIntensity_IntegratedIntensity_ErbB4,overlap3\x7CIntensity_IntegratedInten

sity_PSD-

95,overlap3\x7CAreaShape_Area,ErbB4_Masked\x7CNumber_Object_Number,Image\x7CC

ount_overlap3,Image\x7CCount_vGlut-1pu,Image\x7CCount_Just-

PSD,Image\x7CCount_ErbB4+overlap,Image\x7CCount_PSD-pu,Image\x7CCount_ErbB4PSD-

overlap,Image\x7CAreaOccupied_AreaOccupied_GABA_bin,Image\x7CFileName_GABA_cell

,Just-PSD\x7CNumber_Object_Number,Just-PSD\x7CIntensity_MeanIntensity_ErbB4,Just-

PSD\x7CIntensity_MeanIntensity_PSD-95,Just-

PSD\x7CIntensity_IntegratedIntensity_ErbB4,Just-

PSD\x7CIntensity_IntegratedIntensity_PSD-95,Just-

PSD\x7CAreaShape_Area,ErbB4+overlap\x7CNumber_Object_Number,ErbB4PSD-

overlap\x7CNumber_Object_Number,PSD-pu\x7CNumber_Object_Number,PSD-

pu\x7CIntensity_MeanIntensity_ErbB4,PSD-pu\x7CIntensity_MeanIntensity_PSD-95,PSD-

pu\x7CIntensity_IntegratedIntensity_ErbB4,PSD-pu\x7CIntensity_IntegratedIntensity_PSD-

95,PSD-pu\x7CAreaShape_Area,vGlut-1pu\x7CAreaShape_Area,vGlut-

1pu\x7CNumber_Object_Number,ErbB4+PSD\x7CNumber_Object_Number 

    Data to export:Do not use 

    Combine these object measurements with those of the previous object?:No 

    File name:DATA.csv 

    Use the object name for the file name?:Yes 
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