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ZUSAMMENFASSUNG

Das Cerebellum kontrolliert Bewegungen sowie das Erlernen motorischer Fahigkeiten. Alle
Informationen, die im Cerebellum verarbeitet werden, durchlaufen das sehr gleichférmig
aufgebaute neuronale Netzwerk des cerebelldren Kortex. Hier konvergieren alle Signale auf
Purkinjezellen, den einzigen Neuronen, deren Axone aus dem cerebelldren Kortex heraus
projizieren. Glutamatergen Input erhalten Purkinjezellen von Kletterfasern und Kérnerzellen. Der
Informationsfluss durch den cerebellaren Kortex bis zu Purkinjezellen wird mittels
Vorwartshemmung und negativer Riickkopplung durch Interneuronen moduliert. Allerdings ist
die Relevanz dieser inhibitorischen neuronalen Schaltkreise fiir motorisches Lernen und dessen
Konsolidierung nicht aufgeklart.

Die schnelle Komponente der GABAergen Inhibition wird durch GABAa-Rezeptoren
vermittelt. Da GABAx-Rezeptoren ligandenaktivierte Anionenkanéle sind, hangt der von ihnen
vermittelte Strom von der Verteilung der leitbaren Anionen, vor allem Chlorid, Gber die Membran
ab. Um die schnelle Inhibition zu vermitteln, ist daher eine niedrige intraneuronale CI-
Konzentration essentiell. Es besteht Konsens, dass der neuronenspezifische Kalium-Chlorid-
Kotransporter Kcc2 die intrazellulare Chloridkonzentration unter das elektrochemische
Chloridgleichgewichtspotential absenkt, und so fiir eine hyperpolarisierende GABA-Antwort sorgt.
Aufgrund der Interaktion des C-Terminus von Kcc2 mit einem Zytoskelett-assoziierten Protein,
wurde Kcc2 ausserdem eine Schliisselrolle in der Maturation dendritischer Spines zugeschrieben.
Diese Interaktion beeinflusst ausserdem die Aggregation von AMPA-Rezeptoren in dendritischen
Spines von adulten Neuronen, und dadurch die Effizienz glutamaterger Neurotransmission.

Um die physiologische Funktion spezifischer inhibitorischer Signalwege im cerebelldren
Netzwerk zu untersuchen, wurde Kcc2 spezifisch in cerebellaren Purkinjezellen und Kdrnerzellen
deletiert. In diesen Mausmodellen ware weder die Morphologie der dendritischen Spines, noch
die Dichte der Synapsen oder die glutamaterge Transmission messbar verandert. Die Deletion von
Kcc2 fihrte in beiden Zelltypen zu einer Erhdhung der intrazelluldaren Chloridkonzentration um
den Faktor zwei. In Purkinjezellen wurde hierdurch die GABAerge Inhibition zwar nicht vollstandig
unterbunden, aber immerhin drastisch reduziert. In Kérnerzellen war zwar die elektrische Antwort
auf GABA unverdndert, doch die Verdopplung der intrazelluldren Chloridkonzentration fiihrte zu
einer konstanten Depolarisation des Membranpotentials.

Die Reduktion der GABAergen Inhibition von Purkinjezellen fiihrte zu einer
beeintrachtigeten Feinabstimmung der Motorik an verdnderte Bedingungen. Die reduzierten
Anpassungen, die in diesen Mausen noch stattfanden, wurden zudem nicht konsolidert. Dies
wurde am Beispiel der kompensatorischen Augenbewegungen beim vestibulo-okuldren Reflex

untersucht. Sowohl das die Amplitude von kompensatorischen Augenbewegungen, als auch die



Xi

zeitliche Feinabstimmung war reduziert. Dies legt eine fundamentale Rolle der Vorwartshemmung
von Purkinjezellen bei der Induktion von neuronaler Plastizitat nahe.

Die Deletion von Kcc2 in Kornerzellen hatte keinen Effekt auf die Adaption von
kompensatorischen Augenbewegungen. Einzig die Ubernacht-Konsolidierung von zeitlichen
Abstimmungen des vestibulo-okuldren Reflexes war drastisch eingeschrankt. Die GABAerge
Inhibition war durch Deletion von Kcc2 nicht verandert. Daher liegt nahe, dass die Erregbarkeit
von Kornerzellen eine sehr spezifische Rolle in der Konsolidierung von zeitlicher Feinabstimmung,

nicht jedoch der Amplitude der kompensatorischen Augenbewegungen spielt.
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ABSTRACT

The cerebellum controls movement and learning of motor skills through a uniformly
patterned neuronal circuitry, where all information converges onto a single type of neuron, the
Purkinje cell. Purkinje cells receive glutamatergic input from climbing fibers and granule cells.
Interneurons modulate information flow through the cerebellar cortex by feedforward and
feedback inhibition. Their contribution to motor learning and consolidation is not fully
understood.

For fast inhibitory action of GABA, mediated by the GABAx receptor anion channels, low
intracellular CI' concentration is required. The neuron-specific KCl cotransporter Kcc2 is thought to
lower the intracellular CI" concentration below its electrochemical equilibrium potential and
thereby rendering GABA hyperpolarizing. Additionally, Kcc2 was described as a key factor in the
maturation of dendritic spines owed to interaction of its C-terminus with a cytoskeleton-
associated protein. Furthermore it was reported that Kcc2 affects AMPA receptor aggregation in
dendritic spines of adult neurons and thereby influences glutamatergic transmission.

To investigate the functional roles of specific inhibitory pathways in cerebellar circuits, we
specifically disrupted Kcc2 in cerebellar Purkinje cells and granule cells. We neither found
abnormalities in dendritic spine morphology, nor in synapse density or glutamatergic
transmission in these mouse models. The disruption of Kcc2 increased the intracellular CI
concentration roughly twofold in both cell types. This drastically reduced, but not abolished,
GABAergic inhibition on Purkinje cells. In granule cells it led to a constitutive depolarized
membrane potential.

Decreasing GABAergic inhibition on Purkinje cells in mice affected their ability to adjust
their eye movements during vestibulo-ocular mismatch training. Furthermore, the consolidation
of learned gain and phase adaptations was strongly compromised. This sugessts a fundamental
role of feedforward inhibition onto Purkinje cells in the induction of plasticity.

In contrast to this, Kcc2 ablation in granule cells specifically impaired overnight
consolidation of phase learning of the vestibulo-ocular reflex, while gain modulation and short
term adaptation of gain and phase remained intact. As GABAergic inhibition on Granule cells was
unchanged in these mice, this suggests that Granule cell excitability plays a specific role in the

consolidation of phase learning.



EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Biologische Membranen bestehen aus einer Phospholipiddoppelschicht, in die
verschiedene Membranproteine eingebettet sind. Biomembranen sind aufgrund ihrer
amphipatischen Eigenschaften fiir lonen und groBe, geladene Molekiile impermeabel,
wohingegen kleine, unpolare Molekiile bedingt passieren kdnnen. Membranen stellen somit eine
Trennschicht zwischen dem Zytosol und verschiedenen Zellkompartimenten (Organellen), sowie
vom Extrazellularraum dar. So umschlielst zum Beispiel die Plasmamembran die Zelle, und
ermdglicht auf diese Weise, Konzentrationen von I6slichen Substanzen im Zytosol
aufrechtzuerhalten, die von denen der Extrazellularfliissigkeit abweichen.

Um trotzdem Informations- und Nahrstoffaustausch  zwischen Zellen und
Zellkompartimenten zu ermdglichen, sind in die Membran eingelagerte Proteine nétig, die
selektiven Durchfluss oder Transport verschiedener Molekiile gewdhren. Die Aufgaben dieser
Transmembranproteine reichen von Stoffaustausch und Signalweiterleitung bis hin zur
Aufrechterhaltung von Konzentrations- und Spannungsgradienten tUber die Membran. Jede Zelle
besitzt eine an ihre spezifische Funktion angepasste Ausstattung solcher Membranproteine.

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen aktivem und passivem Transport von Molekiilen
Uber Membranen. Bei passiven Transport flieBen Molekiile ohne Zufiihrung von Energie entlang
ihres Konzentrations- oder Potentialgefédlles durch lonenkandle oder Carrier. Beim aktiven
Transport kdnnen Molekiile entgegen ihres elektrochemischen Gradienten transportiert und
somit auf einer Seite der Membran angereichert werden. Beim primar aktiven Transport nutzen
sogenannte Pumpen, wie z.B. Na*/K*-ATPasen, Energie in Form von ATP, um lonen oder Molekiile
gegen ihren elektrochemischen Gradienten zu transportieren. Die in diesem elektrochemischen
Gradienten gespeicherte Energie kann wiederum die Triebkraft sekundar aktiver

Transportmechanismen mittels Kotransprotern oder Antiportern sein.

1.1.  Kationen-Chlorid-Kotransporter

Eine Klasse der Transportproteinen stellen die SLC-Gene dar (Solute carrier), die fir
Uniporter, Antiporter und Kotransporter kodieren. Bisher wurden im humanen Genom 51 SLC-
Familien mit insgesamt 378 Genen identifiziert (Hediger et al, 2004). Eine davon (SCL-12) umfasst
alle bekannten Gene, die fiir elektroneutrale Kationen-Chlorid-Kotransporter kodieren (Gamba,

2005). Die humane SLC12 Familie besteht aus 9 Genen (Tabelle 1).
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Abbildung 1 | Die Familie der Kationen-Chlorid-Kotransporter (SLC12).

Phylogenetischer Baum der humanen SLC12 Familie, kalkuliert mit dem ClustalW-Algorithmus. Die
Proteinsequenzidentitdt ist an den Gabelungen angegeben.

Der phylogenetische Baum dieser Genfamilie gliedert sich in zwei prominente
Untergruppen (Abb. 1). Eine davon umfasst Kotransporter, die K* und CI" transportieren (Kalium-
Chlorid-Kotransporter). Die andere Gruppe reprasentiert Kotransporter, die Na*, mit oder ohne K*,
zusammen mit CI transportieren (Natrium-(Kalium)-Chlorid-Kotransporter). Die physiologische
Bedeutung der Ubrigen beiden SLC12s ist unbekannt, wobei fiir SLC12A8 eine Funktion im

Polyamin- und Aminosaurentransport beschrieben wurde (Daigle et al, 2009).

Tabelle 1 | CCCs, lonentransport und Expressionsmuster

SLC12 - Familie der Elektroneutralen Kationen - Chlorid - Kotransporter

Protein Gen (human) Vorwiegend transportierte lonen Expressionsmuster
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1.1.1. Struktur und molekulare Diversitat der Kationen-Chlorid-Kotransporter

Die bisher beschriebenen Kationen-Chlorid-Kotransporter (CCCs, cation chloride
cotransporters) sind transmembrane Glykoproteine mit Molekulargewichten zwischen 120-200
kDa. Basierend auf Hydrophibizitatsprofilen der Proteinsequenzen haben alle Kationen-Chlorid-
Kotransporter einen dhnlichen Aufbau, der bisher jedoch nur fiir Nkccl bestatigt wurde
(Gerelsaikhan & Turner, 2000; Warmuth et al, 2009). Demnach haben die CCCs eine zentrale
Domane mit 12 hydrophoben Transmembrandomanen sowie einem intrazelluldren N- und C-
Terminus (Abb. 2). Es gibt einen strukturellen Unterschied zwischen den zwei Untergruppen:
wahrend die Kalium-Chlorid-Kotransporter und CIP1 einen langen extrazelluldren Bereich mit
mehreren N-Glykosylierungsstellen zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandomane
besitzen, haben Natrium-gekoppelte Kotransporter eine dhnliche Schleife zwischen der siebten
und achten Transmembrandomane (Mercado et al, 2004). In der Sequenz von SLC12A8 wurde
zwar keine extrazelluldre Schleife, jedoch eine extrazelluldre, glykosilierbare Stelle vorhergesagt
(Mercado et al, 2004).

Kcc Nkcc

N-Glykosylierungsstellen

LN e s

W2 |3 |45 67 8 9 10 1112
0 e ¢ i v i ) ik

NH, HoOC

N-Glykosylierungsstellen
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Abbildung 2 | Membrantopologie der Kccs und Nkccs.

CCCs haben 12 Transmembrandoméanen und einen intrazelluldaren N- und C-Terminus. Wahrend Kccs eine
lange extrazellulare Schleife zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandomane besitzen findet sich
bei den Nkccs ein ahnlicher Bereich zwischen der siebten und achten Transmembrandomane.

Die primare Funktion von Kationen-Chlorid-Kotransportern ist der Transport von
Chloridionen (gekoppelt an den Transport von Kationen) tGiber Membranen. Da die Stéchiometrie
dieses Transports 1K™ 1CI, TNa*: 1CI" oder 1Na*: 1K*: 2CI ist, findet keine Nettobewegung von
Ladungen (iber die Membran statt, somit ist der Prozess elektroneutral. CCCs sind sekundar aktive
Transporter, d.h. die Energie, die fiir den Transport von CI gegen den Gradienten nétig ist, stammt
vom Kotransport der entsprechenden Kationen entlang deren Gradienten. Die
Kationengradienten (iber die Plasmamembran determinieren auch die Transportrichtung der

jeweiligen CCCs. Prinzipiell sind die CCCs bidirektionale Transporter, die abhdngig von der



EINLEITUNG

lonenverteilung Einwarts- oder Auswartstransport vermitteln. Ncc und die Nkccs verwenden den
Gradienten von Na*, somit ist der Transport der lonen einwarts gerichtet. Kccs hingegen nutzen
den auswartsgerichteten elektrochemischen Gradienten von K*, um ClI" aus der Zelle heraus zu
transportieren (Abb. 3). Da die physiologischen Konzentrationen von Na* und K* (iber die Na*/K*-
ATPase schnell wieder eingestellt werden, ist der Nettoeffekt der CCCs Cl-Transport in die Zelle

hinein (Ncc und Nkcc), oder CI-Transport aus der Zelle hinaus (Kcc).

Na* K* 2CI

2K*

Na/K
ATPase

Hyperpolarisation

neonatal

Abbildung 3 | lonentransportmechanismus der neuronalen CCCs.

Nkcc1 vermittelt in jungen Neuronen die Aufnahme von Chlorid (links), wéahrend Kcc2 in adulten Neuronen
Chlorid exportiert (rechts). Die Na/K-ATPase generiert starke Kationengradienten Uber die Membran, die
wiederum den Transport der CCCs antreiben. Da der lonentransport liber die CCCs elektroneutral verlauft
kann die veranderte Chloridkonzentration z.B. (iber GABAsRezeptoren gemessen werden. (Adaptiert von
(Blaesse et al, 2009)).

Der elektroneutrale lonentransport der CCCs erschwert die direkte elektrophysiologische
Untersuchung ihrer Transportkapazitdt. Neben der Verwendung von markiertem Rubidium (¥Rb,
anstelle von K*) und Cl-sensitiven Farbstoffen zum Darstellen des lonentransports, wird
elektrophysiologisch zumeist die intrazellulare Cloridkonzentration gemessen (Berglund & Kuner,
2009; Payne, 1997). Dabei werden Anionenkanale, wie GABAx-Rezeptoren oder Glycinrezeptoren

als ,Ausleser” verwendet, um z.B. das Umkehrpotential fiir CI" zu bestimmen.

1.1.2. Expressionsmuster der neuronalen Kationen-Chlorid-Kotransporter

1.1.2.1. Kalium-Chlorid-Kotransporter 2 (Kcc2)

Die Expression von Kcc2 ist strikt auf zentrale Neuronen beschrankt. In fast allen Neuronen
des adulten ZNS findet man Kcc2 mRNA. In nicht-neuronalen Zellen, neuronalen Vorlauferzellen
sowie Neuronen der peripheren Nervensystems sind Kcc2-Transkripte jedoch nicht nachweisbar

(Payne et al, 1996; Rivera et al, 1999). Durch alternatives SpleiBen wird die Komplexitat des
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Proteoms immens erhoht. In Sdugern sind zwei Isoformen als Produkt des Slc12a5 Gens, welches
fur Kcc2 kodiert, bekannt. Sie unterscheiden sich nur in ihrem ersten Exon (intrazelluldrer N-
Terminus) (Uvarov et al, 2007). Im neonatalen Mausgehirn sind die mRNAs beider Isoformen etwa
gleich stark vertreten. Wahrend die Expression der langeren Isoform Kcc2a in etwa konstant bleibt,
steigt die Expression von Kcc2b wahrend der postnatalen Entwicklung stark an (Uvarov et al,
2007). Im embryonalen ZNS wird Kcc2 zuerst in den ,alteren” Bereichen (Rickenmark und
Hirnstamm) exprimiert. Im Neokortex hingegen ist das adulte Expressionsniveau erst ca. nach der
zweiten postnatalen Woche erreicht (Hibner et al, 2001b; Stein et al, 2004; Rivera et al, 1999).

Parallel zum Anstieg der Kcc2b-Expression sinkt die ClI-Konzentration in zentralen
Neuronen, was auf eine zentrale Rolle dieser Isoform bei der Regulation des intraneuronalen
Chlorids hindeutet (Zhu et al, 2005). Zusatzlich zur transkriptionellen Regulation wird auch die
Aktivitat von Kcc2 posttranslational durch Phosphorylierung und Oligomerisierung reguliert
(Rinehart et al, 2009; Blaesse et al, 2006; Khirug et al, 2005).

Kcc2 lokalisiert in der Plasmamembran von Soma und Dendriten, jedoch nicht im Axon
(Szabadics et al, 2006). Ein besonders starkes Kcc2-Signal wurde in dendritischen Spines, vor allem
in den Spine-Képfen, von Pyramidal- und Interneuronen beschrieben (Gulyas et al, 2001). Wahrend
GABAerge Synapsen hauptsachlich auf dem Soma und der Oberfliche des Dendritenbaums
lokalisieren, sind glutamaterge Synapsen hauptsachlich auf den Kopfen der dendritischen Spines
zu finden. Es wurde beschrieben, dass Kcc2 durch Interaktion mit dem Zytoskelett die
Morphologie der Spines sowie die Dichte von AMPA-Rezeptoren beeinflusst (Gauvain et al, 2011;
Li et al, 2007).

Bisher wurde kein selektiver Antagonist von Kcc2 beschrieben. Das Diuretikum Furosemid
blockiert zwar Kcc2, doch auch die Transportaktivitdt von Nkcc1 wird bei gleicher Konzentration
inhibiert (Payne et al, 1996). Ausserdem wurde eine inhibitorische Wirkung von Furosemid auf
bestimmte GABAa-Rezeptoren beschrieben (Korpi & Liiddens, 1997). Die physiologische Funktion
von Kcc2 wurde daher erstmals in Knockoutmausen beschrieben. Kcc2-defiziente Mause zeigen
einen erhohten Muskeltonus und sind nicht in der Lage zu atmen. Daher sterben sie kurz nach der
Geburt (Hibner et al, 2001b). Hypomorphe Mause, die nur noch ~5 % Kcc2 exprimieren, haben ab
dem ersten postnatalen Tag Krampfanfdlle und sterben innerhalb der ersten zwei postnatalen

Wochen (Woo et al, 2002).

1.1.2.2. Kalium-Chlorid-Kotransporter 3 (Kcc3)

Kcc3 ist ein schwellungsaktivierter Kalium-Chlorid-Kotransporter, der in vielen Geweben,

wie z.B. Niere, Herz, Lunge, aber auch im Gehirn von Sdugern exprimiert wird (Boettger et al, 2003;
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Hiki et al, 1999). Durch alternatives SpleiBen entstehen drei verschiedene Isoformen mit
spezifischen Expressionsmustern. Wahrend Kcc3b nur in Pankreas und Niere exprimiert wird,
wurden Kcc3a und Kcc3c auch im Gehirn detektiert (Le Rouzic et al, 2006). Die kiirzeste Isoform
Kcc3c scheint Neuronen-spezifisch exprimiert zu werden. Astrozyten und Glia hingegen
exprimieren Kcc3a (Le Rouzic et al, 2006). Eine hohe Expression von Kcc3 wurde in der weil3en
Substanz von Gehirn und dorsalem Riickenmark, zeitlich korreliert mit der Bildung des Myelins,
beschrieben (Pearson et al, 2001).

Mutationen in dem Gen Slc12a6, das fur Kcc3 kodiert, fihren beim Menschen zu einer
peripheren Neuropathie assoziiert mit einer vollstandigen oder partiellen Agenesie des Corpus
callosum, dem Anderman-Syndrom (Howard et al, 2002). Kcc3-Knockoutmduse zeigten dhnliche
Symptome, wie unter anderem Veranderungen des Myelins sowie progressive Neurodegeneration

(Boettger et al, 2003).

1.1.2.3. Natrium-Kalium-Chlorid-Kotransporter 1 (Nkcc1)

Das Gen Slc12a2 kodiert fiir den Na*-gekoppelten CI-Transporter Nkcc1 (auch BSC2, fir
Bumetanide-Sensitive Cotransporter 2). In Sdugern wurden zwei funktionelle Splei8varianten des
Proteins beschrieben, Nkcc1a und Nkcc1b (Randall et al, 1997; Vibat et al, 2001). Diese Isoformen
unterscheiden sich durch 16 Aminosduren mit einer putativen PKA-Phosphorylierungsstelle im C-
Terminus von Nkccla, die von Exon 21 kodiert werden. Beide Isoformen werden ubiquitar
exprimiert, doch im adulten Gehirn ist die relative Expression von Nkcc1b hoher (Vibat et al, 2001).
In Epithelzellen lokalisiert Nkcc1 in der basolateralen Membran und spielt eine entscheidende
Rolle in der Aufnahme von CI;, das Uber die apikale Membran sezerniert wird (Evans et al, 2000;
Bachmann et al, 2003). Im Nervensystem hingegen ist der Nkcc1-vermittelte Cl-Influx ein wichtiger
Faktor in Regulation und Kontrolle neuronaler Erregbarkeit(Sung et al, 2000; Yamada et al, 2004;
Dzhala et al, 2005; Pfeffer et al, 2009). Nkcc1 mRNA wurde sowohl in neuronalen, als auch in nicht-
neuronalen Zellen detektiert (Kanaka et al, 2001). Die neuronale Expression von Nkcc1 wahrend
der Entwicklung ist recht kontrovers diskutiert. Neben einigen Studien, die postnatal eine
Abnahme der Nkcc1-Expression beschrieben (Hlbner et al, 2001a; Yamada et al, 2004; Plotkin et al,
1997), berichten andere Publikationen von einer Zunahme der Expression im Gehirn von Nagern
wahrend der postnatalen Entwicklung (Clayton et al, 1998; Mikawa et al, 2002; Wang et al, 2002;
Yan et al, 2001). Im Gegensatz zu Kcc2 lokalisiert Nkcc1 auch in der Membran des Axons von
adulten Neuronen (Jang et al, 2001; Khirug et al, 2008).

Bisher wurde noch keine humane Krankheit mit Mutationen in Sic12a2 korreliert. Nkcci-

Knockoutmduse haben jedoch, konsistent mit der beinahe ubiquitdren Expression,
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Beeintrachtigungen in verschiedenen Geweben (Delpire et al, 1999; Flagella et al, 1999; Pace et al,
2000; Dixon et al, 1999). Neben vollsténdiger Taubheit, Gleichgewichtsstérungen, reduziertem
Blutdruck und beeintrachtigtem Wachstum wurden unter anderem auch Defekte in der

Speichelproduktion und Spermatogenese beschrieben.

1.1.3. Der Einfluss von Kcc2 auf die Morphologie von Neuronen

Neben der beschriebenen lonentransportfunktion wurde auch eine strukturelle Rolle von
Kcc2 beschrieben (Li et al, 2007). Uberexpression von Kcc2 fiihrt in jungen hippocampalen
Schnittkulturen zu mehr GABAergen Synapsen, wohingegen deren Anzahl in hypomorphen Kcc2-
Mausen reduziert ist (Chudotvorova et al, 2005; Riekki et al, 2008). Im Gegensatz dazu beschrieben
Khalilov et al. eine hohere Dichte GABAerger und glutamaterger Synapsen in embryonischen
Hippocampi von Kcc2-defizienten Mausen, also zu einem Zeitpunkt, an dem Kcc2 noch nicht
funktionell ist (Khalilov et al, 2011). Eine Studie von Li et al. zeigte hingegen, dass ausschlie3lich
glutamaterge Synapsen durch den Knockout von Kcc2 beeinflusst werden (Li et al, 2007). In
kultivierten kortikalen Neuronen von Kcc2-defizienten Mdusen, sowie akuten Gehirnschnitten von
hypomorphen Kcc2-Mausen war die Anzahl funktioneller glutamaterger Synapsen drastisch
reduziert, wahrend GABAerge Synapsen nicht betroffen waren (Li et al, 2007). Des Weiteren war
die Morphologie der dendritischen Spines von Kcc2-defizienten Neuronen drastisch verandert. Li
et al. (2007) berichteten, dass dendritischen Protrusionen in Kcc2 Knockoutneuronen im
Durchschnitt 2,5x léanger sind als bei Kontrollneuronen, wahrend die Anzahl der Protrusionen
unverandert ist. Kortikale dendritische Spines tragen hauptsachlich glutamaterge Synapsen, und
auch Kcc2 ist dort hoch exprimiert (Gulyas et al, 2001). Die beschriebenen Effekte waren
unabhdngig von der lonentransportfunktion von Kcc2. Sowohl Anzahl der glutamatergen
Synapsen, als auch Morphologie der dendritischen Spines konnte durch Expression mit einem
Kcc2-Konstrukt ohne lonentransportfunktion wiederhergestellt werden. Die morphogene Rolle
von Kcc2 wurde auf die Interaktion des C-Terminus mit dem Zytoskelett-assoziierten Protein 4.1N
zurtickgefihrt (Abb. 4). Eine weitere Studie an adulten hippocampalen Neuronen zeigte hingegen,
dass der Knockdown von Kcc2 in vitro die Morphologie von dendritischen Spines nicht verandert.
Statt dessen war die Dichte von AMPA-Rezeptoren am Kopf der Spines, und somit die Effizienz der
glutamatergen Synapsen, reduziert (Gauvain et al, 2011). Auch dieser Effekt wurde auf die
Interaktion zwischen Kcc2 und dem Zytoskelett, und nicht auf den lonentransport, zurlickgefiihrt.
Interessanterweise filhrt Neuron-spezifische Uberexpression von Kcc2 in Mausembryonen zu
Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts, was wiederum neuronale Differenzierung und Migration

beeintrachtigt (Horn et al, 2010).
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Abbildung 4 | Kcc2 lokalisiert auf dendritischen Spines.

Uber die Interaktion mit dem zytoskelett-assoziierten Protein 4.IN reguliert Kcc2 die Effizienz von
exzitatorische Synapsen. Es wurde postuliert, dass die Anwesenheit von Kcc2 AMPA-Rezeptoren auf die
Spitze der Spines beschrankt (Gauvain et al, 2011). GABAerge Synapsen lokalisieren nicht auf Spines,
sondern auf dem Dendriten. Hier ist die lonentransportfunktion fiir die Polaritdt der GABAergen Strome
essentiell. (Adaptiert von (Chamma et al, 2012))

Somit ist Kcc2 nicht nur fir die Einstellung der niedrigen intrazelluldren
Chloridkonzentration ([CI;), und somit der qualitativen neuronalen Antwort auf GABA und Glycin,

essentiell, sondern hat auch eine strukturelle Rolle in Neuronen.

1.1.4. CCCs und die Polaritat der GABAx-Rezeptorstrome

Neben Bikarbonat (HCOs) ist Chlorid das haufigste freie Anion in tierischen Zellen. Da
Chlorid bei vielen physiologischen Prozessen eine wichtige Rolle spielt, ist die ClI-Konzentration
des Zytosols streng reguliert. Die intrazelluldre Cl*-Konzentration von Neuronen weicht oft von der
des Extrazellularraums ab, so dass ein elektrochemischer Gradient Uber die Plasmamembran
existiert. Dem Abbau dieses Cl-Gradienten durch passiven ClI-Flux tber ClI-Kanale wirken, neben
Anionenaustauschern,  Chloridtransporter wie die CCCs entgegen. Unter den
Anionenaustauschern vermitteln Natrium-unabhangige CI/HCO;-Austauscher (AE, fiir anion
exchanger) die Aufnahme von CI, wahrend Natrium-abhdngige Anionenaustauscher (NDAE, fiir
Na*-dependent anion exchanger) die intraneuronale Cl-Konzentration absenken (Payne, 2003;
Gonzalez-Islas et al, 2009; Bellemer et al, 2011; Gulacsi et al, 2003). In Neuronen des ZNS spielen
unter denn CCCs vor allem Kcc2, als Cl-Exporter, und Nkcc1, als Cl-Importer, die entscheidende

Rolle in der Regulation von [CI].
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1.1.4.1. Die Polaritat der GABA-Antwort

Die intraneuronale Chloridkonzentration ist bei der schnellen Komponente der Antwort auf
den Neurotransmitter GABA von zentraler Bedeutung. Diese wird durch Aktivierung von GABAx-
Rezeptoren vermittelt, die ligandengesteuerte, relativ unselektive Anionenkandle sind. Die
Polaritdit von GABAs-Rezeptor-vermittelten Stromen hdngt von den elektrochemischen
Gradienten der permeierenden Anionen ab. Physiologisch relevat sind CI'und HCOs', wobei die CI-
Leitfahigkeit von GABAa-Rezeptoren um etwa 5-mal hoher ist als die fiir HCO5 (Kaila & Voipio,
1987). Das Umkehrpotential GABAa-Rezeptor-vermittelter Strome (Egaga) ist also eine Mischung aus
den Gleichgewichtspotentialen von CI" (E¢;) und HCO;™ (Encos), wobei der Anteil von Eq zumeist
dominiert. In den meisten pranatalen Neuronen fiihrt die Aktivierung von GABAx-Rezeptoren zu
einer Depolarisation des Membranpotentials, wahrend dies bei der Mehrheit adulter Neuronen zur
Hyperpolarisation fiihrt (Ben-ari et al, 2007). Daher ist GABA in frilhem Entwicklungsstadium ein
exzitatorischer Transmitter, der durch die Depolarisation sogar Aktionspotentiale ausldsen kann
(Tyzio et al, 2007). Die Depolarisation von unreifen Neuronen ist zum Teil auch auf HCO;-Efflux
zurtick zu fahren (Kulik et al, 2000). Neuronales Encos™ liegt in etwa bei -10 mV, und ist somit
deutlich positiver als das Ruhemembranpotential (Kaila, 1994). Ein wichtiger Faktor bei der
GABAergen Depolarisation ist aber auch die hohe [Cl]; von unreifen Neuronen, die bedingt, dass
auch Eq Uber dem Ruhemembranpotential liegt (Abb.3). Die Aufnahme von CI" wird vor allem
durch Nkcc1 vermittelt (Delpire, 2000; Dzhala et al, 2005; Pfeffer et al, 2009; Yamada et al, 2004).
Gerade in unreifen Neuronen wurde eine hohe Expression dieses CCCs beschrieben (Li et al, 2002;
Mikawa et al, 2002; Wang et al, 2002; Plotkin et al, 1997). Nkcc1 koppelt den Transport von Cl" und
K* and den Na*-Transport, und da der chemische Gradient flir Na* stark einwartsgerichtet ist, flhrt
dies zur Akkumulation von CI" im Zytosol. Im ZNS liegt die [CITi von unreifen Neuronen
typischerweise zwischen 25 - 40 mM (Yamada et al, 2004; Balakrishnan et al, 2003).

Die Expression von Kcc2 korreliert zeitlich und rdumlich mit der Abnahme von [Cl]; in
adulten Neuronen (Rivera et al, 1999; Wang et al, 2002; Khirug et al, 2005; Luhmann & Prince, 1991).
Kcc2 transportiert CI' zuammen mit K* aus Neuronen heraus, da der auswartsgerichtete
elektrochemische Gradient von K* die Triebkraft dieses Transportprozesses ist. In den meisten
Neuronen des adulten ZNS ist Eq daher negativer als das Ruhemembranpotential. Das Offnen von
Cl-Kanélen, wie z.B. GABAx-Rezeptoren, flihrt daher zur Hyperpolarisation des Membranpotentials,
und somit zu einer Inhibition des Neurons.

Es besteht Konsensus, dass Kcc2 der wichtigste ClI-Exporter von Neuronen des adulten ZNS
ist. Allerdings wurde ebenfalls fiir Kcc3 eine dhnliche, wenn auch weniger ausgepragte Funktion
beschrieben (Boettger et al, 2003). Prinzipiell ist, wie bereits erwdhnt, eine Cl-Extrusion aber auch

Uber andere Cl-Transporter, wie z.B. Anionenaustauscher, moglich.
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1.1.4.2. Intraneuronale ClI-Gradienten

In einigen adulten Neuronen wurde gezeigt, dass Kcc2 und Nkcc1 koexprimiert werden.
(Szabadics et al, 2006; Duebel et al, 2006; Gavrikov et al, 2003; Khirug et al, 2008; Martina et al, 2001;
Marty & Llano, 2005). Dabei ist jedoch die unterschiedliche subzelluldre Lokalisation der beiden
CCCs zu bedenken. Nkcc1 lokalisiert in Axon und Axoninitialsegment von adulten Neuronen. Kcc2
ist dagegen in der Membran von Soma und Dendriten vorzufinden, im Axon jedoch nicht
nachzuweisen. Durch die rdumlich verschiedene Expression der beiden CCCs kann ein stabiler CI-
Gradient innerhalb eines Neurons geschaffen werden (Abb.5). Diese Cl-Gradienten kdnnen zu
Ecaea-Unterschieden von ~ 20 mV zwischen Axon und Dendritenbaum fiihren (Szabadics et al,
2006). So kann z.B. in dendritischen Spines ein anderes Egasa als im Axon eingestellt werden,
wodurch GABAx-Rezeptor-vermittelte Strome innerhalb eines Neurons verschiedene Polaritdaten

und Effekte haben kénnen (Duebel et al, 2006; Price & Trussell, 2006; Szabadics et al, 2006).

Soma
Axon Dendrit
D
a ©
NkCC1 _ 1 GABAAR Kecc2 \ ﬁ GABAAR
@, , )]
K . cr* L
Depolarisation Hyperpolarisation

Abbildung 5 | Chloridgradienten in einem Neuron.

Die subzelluldre Lokalisation von Kcc2 und Nkcc1 in deinem Neuron kann zu Chloridgradienten zwischen
Axon und Dendrit fihren. Die Aktivierung von GABAx-Rezeptoren kann so, je nach [CI]; zu Depolarisation
oder Hyperpolarisation fihren.

Dies ist vor allem deshalb von Interesse, da Populationen von Interneuronen in vielen
Bereichen des Gehirns nur definierte Kompartimente ihrer postsynaptischen Neuronen
kontaktieren. Im Cerebellum zum Beispiel bilden Sternzellen GABAerge Synapsen mit dem
distalen Dendritenbaum einer Purkinjezelle, wahrend die GABAergen Synapsen von Korbzellen

vor allem an Soma und Axoninitialsegment der Purkinjezellen lokalisiert sind.
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1.2. GABAerge und glycinerge Neurotransmission

1.2.1. Glycin- und GABA-Rezeptoren

Die einfache Unterteilung synaptischer Transmission in depolarisierende Exzitation sowie
hyperpolarisierende Inhibition durch GABA ist eine starke Vereinfachung. y-Aminobuttersaure
(GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im zentralen Nervensystem. Die
physiologischen Effekte von GABA werden durch die Aktivierung von GABA-Rezeptoren
vermittelt, die in jedem Neuron des Gehirns exprimiert werden. Es gibt metabotrope GABAg-
Rezeptoren, die Uber eine G-Protein-vermittelte Signalkaskade agieren. Die andere Familie von
GABA-Rezeptoren (GABAa-Rezeptoren) besitzen einen intrinsischen Anionenkanal. Die GABAx
Rezeptor-vermittelten Effekte hdangen von der Verteilung der von ihnen geleiteten Anionen ab,
und kdnnen sowohl inibitorischer, als auch exzitatorischer Natur sein.

lonotrope GABAA- und Glycinrezeptoren gehodren zur Superfamilie der Cys-Loop-
Rezeptoren (Lester et al, 2004). Die Mitglieder dieser Familie haben sind Pentamere, die bei
Bindung von spezifischen Liganden ihren intrinsischer lonenkanal 6ffnen. Jede Untereinheit ist
aus vier Transmembrandomanen (TM1-TM4) aufgebaut. Die zentrale Porenregion mit dem
lonenselektivitatsfilter wird von den TM2-Segmenten der fliinf Untereinheiten gebildet. Wahrend
nikotinische  Acetylcholinrezeptoren und Serotoninrezeptoren Kationen leiten, sind
Glyzinrezeptoren und GABAx-Rezeptoren permeabel fiir Anionen (Bowery & Smart, 2006; Moss &
Smart, 2001; Sine & Engel, 2006; Lester et al, 2004). Allerdings gibt es in Invertebraten auch einen
GABAx-Rezeptor, der statt Anionen Kationen leitet und exzitatorische Neurotransmission
vermittelt (Beg & Jorgensen, 2003).

Der am besten charakterisierte Cys-Loop-Rezeptor ist der nikotinische Acetylcholinrezeptor
(nAChR). Die veroffentlichten Kristallstrukturen vom Acetylcholin-bindenden Protein aus
Mollusken (homolog zur Ligandenbindestelle im Aminoterminus des nAChRs), sowie dem
prokaryotischen nAChR haben zum Verstandnis der lonenpermeation und des SchlieBverhaltens

der ganzen Cys-Loop-Rezeptorenfamilie beigetragen (Brejc et al, 2001; Hilf & Dutzler, 2008).

1.2.1.1. GABA.-Rezeptoren

GABAx-Rezeptoren (GABA4Rs) sind heteropentamere Transmembranproteine. Die
Untereinheiten besitzen einen langen extrazelluldaren Aminotermius, von dem angenommen wird,
dass er die Interaktion zwischen dem Ligand und dem intrinsischen Kanal vermittelt. Ausserdem
hat jede Untereinheit vier Transmembrandoméanen mit einer langen intrazelluldren Domédne

zwischen der dritten und vierten Transmembrandomane (Smith & Olsen, 1995). Die Familie der
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GABAx-Rezeptoruntereinheiten von Saugern besteht aus 19 Genen. Diese Familie umfasst sowohl
die 16 Untereinheiten, aus denen GABAxRs aufgebaut sind (a1-6, $1-3, y1-3, §, €, 6, und m), als
auch drei p-Untereinheiten (p1-3) (Simon et al, 2004). Diese p-Untereinheiten assemblieren nicht
mit den 16 anderen Untereinheiten, sondern bilden homopentamerische ionotrope GABA-
Rezeptoren, die insensitiv gegentiber den typischen GABAsR-Antagonisten sind (Olsen & Sieghart,
2008).

Die meisten GABA4Rs im ZNS sind aus zwei a-, zwei - und einer anderen Untereinheit (y,5,
g, 0, oder m) aufgebaut. Die Zusammensetzung der Untereinheiten bestimmt das
pharmakologische Profil des Rezeptors, die Einzelkanalkinetik sowie die Lokalisation des Rezeptors

innheralb eines Neurons (Fisher, 2004; Fritschy et al, 2006).

1.2.1.2. Glycinrezeptoren

Wie bei GABA4Rs hdngen die physiologischen Effekte der Aktivierung von Glycinrezeptoren
(GlyRs) von der Verteilung der von ihnen geleiteten Anionen ab. GlyRs sind ebenfalls
ligandenaktivierte Anionenkandle, die aus fiinf Untereinheiten aufgebaut sind (Lynch, 2004). In
Saugern gibt es vier Gene, die fir a-Untereinheiten kodieren (a1-4), aber nur ein Gen, welches fiir
die B-Untereinheit kodiert. Es wird vermutet, dass die Mehrzahl der Rezeptoren in adulten
Neuronen in der 2(a1)/3B Stochiometrie vorliegen (Yevenes & Zeilhofer, 2011). In der Abwesenheit
von B-Untereinheiten kdnnen a- Untereinheiten jedoch auch funktionelle Homopentamere
bilden. Auch bei GlyRs warden die Eigenschaften des Rezeptors durch die Zusammensetzung aus

den Untereinheiten bestimmt (Hernandes & Troncone, 2009).

1.2.2. GABAerge Inhibition

1.2.2.1. Klassische Hyperpolarisations-Inhibition

Im adulten zentralen Nervensystem konnen die Neurotransmitter GABA und Glycin eine
Hyperpolarisation des Neurons verursachen, indem sie durch Offnen von ClI-Kanélen Cl-Influx aus
dem Extrazelluldrraum ermdglichen. Dies stellt die Grundlage der schnellen Inhibition dar, da die
Wahrscheinlichkeit der Auslésung von Aktionspotentialen durch die Hyperpolarisation verringert
wird. Diese Art der Inhibition ist strikt an die elektrochemischen Gradienten von vor allem CI', aber
auch von HCO; gekoppelt. Voraussetzung fiir die Hyperpolarisation der Membran ist, dass das
Gleichgewichtspotential der GABAx-Rezeptor-vermittelten Strome, also Ecasa (bedingt durch Eq,

und eingeschrankt auch durch Encos), negativer ist als das Ruhemembranpotential des Neurons.

12



EINLEITUNG

GABA bindet aber auch an metabotrope GABAg-Rezeptoren, die keinen intrinsischen
Anionenkanal besitzen. Die inhibitorische Wirkung von GABAg-Rezeptoren wird durch die
Freisetzung von GPy-Untereinheiten vermittelt, die wiederum K*-Kandle aktivieren. Dies flihrt zum
Ausstrom von K*, und daher ebenfalls zu einer Hyperpolarisation der Membran. GABAg-
Rezeptoren lokalisieren aber auch in der prasynaptischen Membran. Hier fiihrt ihre Aktivierung zur
Inaktivierung von Ca**-Kandlen durch die GBy-Untereinheiten, was wiederum eine Reduktion der

Transmitterfreisetzung zur Folge hat (Chalifoux & Carter, 2011).

1.2.2.2. Shunting Inhibition

Neben der ,klassischen” Inhibition durch Hyperpolarisation vermittelt GABA in manchen
Neuronen auch eine Inhibition durch ,Shunting”. Werden GABAx-Rezeptoren aktiviert, steigt die
Leitfahigkeit der Membran rapide an. Diese Leitfahigkeit fihrt dazu, dass glutamaterge
(depolarisierende) Eingdange das Membranpotential nicht bis zur Aktionspotentialschwelle
depolarisieren kdnnen. Somit spricht man hier von Inhibition durch Kurzschluss (Shunting)
(Mitchell & Silver, 2003). Shunting Inhibition kann die Wahrscheinlichkeit von Aktionspotentialen
unabhdngig von der Polaritdit des GABAa-Rezeptorstroms herabsetzen, daher kann leicht
depolarisierendes GABA funktionell inhibierend sein (Staley & Mody, 1992).

Andererseits kann die Depolarisation des Membranpotentials auch langer anhalten als die
effiziente Shunting Inhibition. Am Héhepunkt des GABAergen Stroms ist der Membranwiderstand
so gering, dass exzitatorische Strome inhibiert werden. Doch wdhrend der Abklingphase des
GABAergen Stroms ist die Zelle noch depolarisiert, wahrend der Membranwiderstand zunimmt.
Das Auslosen eines Aktionspotentials durch in dieser Phase erfolgende glutamaterge Transmission
wird hierdurch erleichtert. In diesem Fall spricht man von ,dualer Wirkung” von GABA, also

zundchst Inhibition, gefolgt von Faszilitation (Gao et al, 1998).

1.2.2.3. Tonische Inhibition

Tonische Inhibition wurde erstmals in Kérnerzellen des Cerebellums beschrieben (Kaneda et
al, 1995). Inzwischen wurde dies aber auch fur andere Neuronen, wie unter anderem
Interneuronen oder Kornerzellen des Gyrus dentatus, berichtet (Stell & Mody, 2002; Glykys et al,
2008). Die Identitdt von GABAa-Rezeptoren, welche die tonische Inhibition vermitteln, wurde fiir
verschiedene neuronale Populationen gut beschrieben. Die -Untereinheit scheint von zentraler
Bedeutung zu sein, denn sie lokalisiert ausschlieslich peri- und extrasynaptisch (Farrant & Nusser,

2005). Diese extrasynaptischen GABAa-Rezeptoren mit 6, a5 oder a6 Untereinheiten sind
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besonders affin gegenliber GABA. Des Weiteren desensitisieren sie kaum, und werden daher
tonisch durch geringe Konzentrationen von ambientem GABA aktiviert (Brickley et al, 1996; Glykys
& Mody, 2007; Farrant & Kaila, 2007). Die dauerhaft erhdhte Leitfahigkeit der Membran dampft
Spannungsanderungen durch synaptische Eingdnge, und limitiert so rdumliche und zeitliche
Signalintegration. Es ist also mehr Exzitation notig, um das Membranpotential bis zur
Aktionspotentialschwelle zu depolarisieren.

Die Herkunft von ambientem GABA im extrazelluldren Raum wird kontrovers diskutiert. Eine
Studie zeigte, dass Bergmannglia im Cerebellum GABA durch den Anionenkanal Bestrophin-1
freisetzen (Lee et al, 2010b). Dies konnte von einer weiteren Gruppe jedoch nicht reproduziert
werden, so dass diese Art der GABA-Freisetzung womaoglich nur unter bestimmten Bedingungen
auftritt (Diaz et al, 2011). Andere Publikationen beschreiben ein ,Uberschwappen” von GABA aus
dem synaptischen Spalt nach Vesikelfreisetzung (Mapelli et al, 2009; Glykys & Mody, 2007). Durch
variierende Freisetzung oder Wiederaufnahme von GABA kann es zu Fluktuationen in der
ambienten GABA-Konzentration, und damit auch der tonischen Inhibition kommen (Scimemi et al,

2005).

1.2.3. GABAerge Exzitation

1.2.3.1. Exzitatorisches GABA

In unreifen Neuronen wirkt depolarisierendes GABA oft exzitatorisch, dass heisst durch
Aktivierung von GABAx-Rezeptoren werden Aktionspotentiale ausgeldst (Ben-ari et al, 2007). Dies
geschieht, wenn die GABAerge Depolarisation selbst die Aktionspotentialschwelle erreicht, oder
indirekt Uber die Aktivierung spannungsgesteuerter Kationenkandle. In fast allen unreifen
Neuronen fiihrt die GABAerge Depolarisation zu einer Erhdhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration ([Ca**]) (Obrietan & Van Den Pol, 1995; Leinekugel et al, 1997). Zum einen
werden spannungsgesteuerte Calciumkanale direkt durch die Depolarisation der Membran
aktiviert. Des Weiteren wird der spannungsabhangige Mg?*-Block von NMDA-Rezeptoren durch
die GABAerge Depolarisation stark reduziert (Abb. 6). Somit werden diese leichter aktivierbar, und
Ca* kann auch durch NMDA-Rezeptoren einstromen (Ben-ari et al, 1997; Durand et al, 1996; Liao &
Malinow, 1996). Die Bedeutung GABAerger Exzitation in unreifen neuronalen Netzwerken wird
durch die Tatsache bekraftigt, dass GABAerge Synapsen schon vor der Entstehung glutamaterger
Synapsen vorhanden sind (Ben-ari et al, 1997; Durand et al, 1996). Funktionelle GABAx-Rezeptoren
werden schon wahrend der embryonalen Enwicklung in Neuronen exprimiert, wahrend friihe
glutamaterge Synapsen zunachst keine funktionellen AMPA-Rezeptoren besitzen (Laurie &

Wisden, 1992; Laurie et al, 1992; Liu et al, 1997; Isaac et al, 1997).
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Abbildung 6 | Synergistische Wirkung von GABAx-Rezeptoren und NMDA-Rezeptoren in unreifen
Neuronen.

In Abwesenheit von AMPA-Rezeptoren kann Depolarisation Uber GABAsRs ausreichen, um den
spannungsabhangigen Mg?*-Block von NMDA-Rezeptoren zu reduzieren, und diese somit aktivierbar zu
machen. Desweiteren werden spannungsaktivierte Ca?*-Kandle (Cay) durch die GABAR-vermittelte
Depolarisation aktiviert. (Adaptiert von (Ben-ari et al, 2007)).

Zwar sind NMDA-Rezeptoren in unreifen Neuronen schon vorhanden, sie werden jedoch
durch Mg** blockiert. Daher sind diese frihen glutamaterge Synapsen beim
Ruhemembranpotential ,still* (Durand et al, 1996; Ben-ari et al, 1997; Isaac et al, 1997). Bevor
glutamaterge Synapsen entstehen, bzw. funktionelle AMPA-Rezeptoren besitzen, ist GABAerge
Depolarisation also ein moglicher Mechanismus der neuronalen Exzitation und fiir NMDA-

Rezeptor-vermittelte Ca?*-Einstréme.

1.2.3.2. Neuronale Maturation durch depolarisierendes GABA

Eine besondere Eigenschaft von unreifen neuronalen Netzwerken des ZNS ist die spontane
und rhythmische Aktivitat der Neuronen. Im Hippocampus nennt man diese Ereignisse, die z.B. bei
Ratten in den ersten zwei postnatalen Wochen vorkommen, ,gro8e depolarisierende Potentiale”
(oder GDPs, fiir giant depolarizing potentials) (Cherubini et al, 2011; Ben-ari et al, 2007; Leinekugel
et al, 1997). Der Generierung von GDPs liegen verschiedene Mechanismen, wie beispielsweise
elektronische Kopplung durch Gap junctions, oder Neurotransmission, zugrunde (Ben-Ari et al,
1989; Strata et al, 1997). Depolarisierendes GABA scheint dabei eine zentrale Rolle zu spielen,
obwohl auch glutamaterge Synapsen beteiligt sind. GDPs kommen jedoch nur dann vor, wenn
GABA auf die beteiligten Neuronen depolarisierend wirkt. Die pharmakologische Blockade von
GABAx-Rezeptoren unterbindet GDPs (Ben-Ari et al, 1989; Ben-Ari, 2002).

GDPs und GABAerge Depolarisation in unreifen neuronalen Netzwerken beeinflussen unter
anderem Proliferation, Differenzierung und Migration von Neuronen sowie die Reifung von

Synapsen (Owens & Kriegstein, 2002). Die trophischen Effekte von depolarisierendem GABA auf
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verschiedene Neuronen des ZNS sind seit langem bekannt (Liu et al, 1997; Cherubini et al, 1991;
Cancedda et al, 2007). So stimuliert z.B. ambientes GABA, solange es depolarisierend ist, die
Motilitat von migrierenden Interneuronen. Mit dem Anstieg der Expression von Kcc2, also dem
Ubergang zu GABAerger Hyperpolarisation, inhibiert GABA die Migration der Interneuronen und
wirkt daher als Stop-Signal (Bortone & Polleux, 2009).

1.3. Cerebellum

Das Kleinhirn (lateinisch: Cerebellum) ist der Teil des Gehirns, der eine wichtige Bedeutung
fir die Kontrolle von Motorik hat. Die Bewegungen selbst werden nicht hier, sondern im
Motorkortex initiiert. Doch das Cerebellum beeinflusst ihre Feinabstimmung und zeitliche
Genauigkeit, so dass fliissige Bewegungen ermdglicht werden. Eine weitere Funktion des
Cerebellums ist das implizite Erlernen von motorischen Fahigkeiten. Automatisierte und trainierte
Bewegungsabldufe, wie z.B. die Fingerbewegungen beim Klavierspielen, werden im Kleinhirn
abgespeichert.

Von vielen Teilen des ZNS projizieren Afferenzen zum Cerebellum, wo die verschieden
Informationen im cerebelldren Kortex integriert werden. Die hier verarbeiteten Informationen
verlassen das Cerebellum Uber Efferenzen, die in den tiefen cerebelldren Kernen verschaltet
werden und zum Motorkortex und Hirnstamm projizieren. Im Cerebellum treffen also
Informationen zusammen, die einerseits eine geplante Bewegung (z.B. das Anheben des Arms)
widerspiegeln, andererseits aber sensorische Informationen (z.B. visuell, sowie Propriozeption aus
dem anzuhebenden Arm) involvieren. So kann abgeglichen werden, ob die ausgefiihrte

Bewegung dem Vorhaben entspricht, oder ob weitere Feinabstimmung notig ist.

1.3.1. Neuronales Netzwerk des Cerebellums

Das folgende Kapitel basiert, wenn nicht anders angegeben, auf den Arbeiten von James S.
Albus und Masao Ito (Albus, 1971; Ito, 2002).

Die neuronale Architektur und Verschaltung der verschiedenen Neuronen des Cerebellums
ist relativ gut beschrieben (Voogd & Glickstein, 1998). Die Rinde des Cerebellums ist aus drei
Schichten aufgebaut: der Molekularschicht (lateinisch: Stratum moleculare), der Purkinjezellschicht
(Stratum purkinjense) und der Kornerzellschicht (Stratum granulosum) (Abb.7). Innen liegt die
Kornerzellschicht, in der die Somata der Kornerzellen dicht gepackt vorliegen. Kérnerzellen sind
die einzigen glutamatergen Neurone der Kleinhirnrinde. Sie haben im Durchschnitt vier kurze

Dendriten, die alle in verschiedenen Glomeruli enden. Ein Glomerulus ist eine gliaumhiillte
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Struktur, in deren Zentrum die Dendriten von Kdrnerzellen mit Axonen von Golgizellen Synapsen
bilden. Das Axon einer Kornerzelle verlduft in die Molekularschicht, wo es sich in zwei lange
Kollateralen (Parallelfasern) aufspaltet. Diese Axone stellen das Parallelfasersystem der

Kleinhirnrinde dar, welches glutamaterge Synapsen mit Purkinjezellen und Interneuronen bildet.

Parallelfaser

Molekularschicht

. - Purkinjezellschicht

- Koérnerzellschicht

Sternzelle Golgizelle
Korbzelle
Kletterfaser

Abbildung 7 | Aufbau des cerebelldren Kortex.

Zwei glutamaterge Afferenzen erreichen den cerebelldren Kortex: Moosfasern terminieren in der
Kornerzellschicht und bilden dort exzitatorische Synapsen mit Kdrnerzellen und Golgizellen, wéhrend
Kletterfasern Purkinjezellen direkt innervieren. Die Axone von Kornerzellen verlaufen bis in die
Molekularschicht, wo sie sich T-formig aufspalten und das Parallelfasersystem bilden. Parallelfasern bilden
exzitatorische Synapsen mit Purkinjezellen und Interneuronen (Sternzellen, Korbzellen und Golgizellen).
Kornerzellen sind die einzigen exzitatorischen Neuronen des cerebelldren Kortex. (Adaptiert von (Apps &
Garwicz, 2005)).

Der zweite Neuronentyp in der Kérnerzellschicht sind GABAerge Golgizellen. Ihre Anzahl ist
um ein Vielfaches kleiner als die der Koérnerzellen. Die Axone von Golgizellen sind sehr stark
verzweigt und terminieren ebenfalls in den Glomeruli. Eine Golgizelle kann ca. 100.000
Kornerzellen in ihrer Umgebung kontaktieren. Die groen und weitverzweigten Dendritenbdume
der Golgizellen erstrecken sich in sowohl die Molekular-, als auch die Koérnerzellschicht. Apikal zur
Kornerzellschicht befindet sich die Purkinjezellschicht. Sie besteht aus einer Monoschicht von
Purkinjezellsomata. GABAerge Purkinjezellen haben einen besonders groflen, stark verzweigten
apikalen Dendritenbaum, der sich facherformig in die Molekularschicht erstreckt. Die
Dendritenbdaume der Purkinjezellen tberlappen sich nicht gegenseitig, und sie sind perpendikular

zu den Parallelfasern ausgerichtet. Ca. 200.000 Parallelfasern laufen durch den Dendritenbaum
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einer einzigen Purkinjezelle, und bilden dabei auf ihr glutamaterge Synapsen. Purkinjezellen sind
die einzigen Neuronen, die aus der Kleinhirnrinde herausprojizieren. lhre basalen Axone verlaufen
bis zu den cerebelldren Nuklei, wo sie GABAerge Synapsen mit Neuronen der tiefen cerebelldren
Kerne bilden.

In der Molekularschicht befinden sich die Zellkérper von Sternzellen und Korbzellen. Beide
Neuronentypen sind GABAerge Interneuronen, die sowohl Purkinjezellen, als auch andere
Interneurone inhibieren. Doch wahrend Sternzellen im apikalen Bereich liegen und hauptsachlich
den Dendritenbaum von in der Nahe liegenden Purkinjezellen kontaktieren, sind die Somata von
Korbzellen basaler angeordnet. GABAerge Synapsen von Korbzellen befinden sich eher am Soma
und dem Axoninitialsegment von Purkinjezellen.

Es gibt zwei glutamaterge Fasersysteme, die in den cerebelldren Kortex projizieren.
Moosfasern gehen vom Rickenmark und den Kernen des Hirnstamms aus, und vermitteln
Informationen von verschiedenen Regionen, wie z.B. dem vestibuldren System oder sensorischen
Rezeptoren der Haut, an das Cerebellum. Moosfasern verzweigen sich vielfach und terminieren
schlief8lich in der Koérnerzellschicht. Hier bilden sie mit ihren fein verzweigten Endigungen
Synapsen mit Kérnerzellen und Golgizellen in den Glomeruli.

Den zweiten Informationsweg in das Kleinhirn stellen Kletterfasern dar, die aus dem
Olivenkomplex entstammen und mit Purkinjezellen glutamaterge Synapsen bilden. Jede
Purkinjezelle wird von genau einer Kletterfaser innerviert, die sich um den Dendritenbaum wickelt

und bis zu 26.000 Synapsen auf den dendritischen Spines bildet.

1.3.2. Vorwidrtshemmung und negative Riickkopplung

Die Hauptmechanismen der neuronalen synaptischen Inhibition sind Vorwartshemmung
(feedforward inhibition) und negative Riickkopplung (feedback inhibition). Auch wenn beide
grundsatzlich auf dem selben Mechanismus beruhen, sind die Funktionen, die sie in neuronalen
Netzwerken erfillen, grundverschieden. Bei der Vorwartshemmung wird neben dem
Hauptneuron auch ein inhibitorisches Neuron erregt, welches durch Freisetzung des
Neurotransmitters (zumeist GABA) wiederum das Hauptneuron zeitlich verzogert inhibiert. Die
Aktivitat des postsynaptischen Neurons wird dadurch so lange reduziert, wie inhibitorische
Transmitter vom Interneuron abgegeben werden, oder die Rezeptoren des postsynaptischen
Neurons desensitisieren und dadurch inaktivieren (Pouille & Scanziani, 2001). Dies kann die
zeitliche Prazision der Aktivitdit eines Neurons immens erhéhen, denn die durch einen

exzitatorischen Input verursachte Depolarisation wird schnell durch die folgende Inhibition
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reduziert. Somit wird das Zeitfenster, in dem depolarisierende Potentiale aufsummiert werden
kdnnen, stark verkirzt (Mittmann et al, 2005).

Bei der negativen Riickkopplung ist das Hauptneuron selbst der exzitatorische Input des
Interneurons. Wenn das Hauptneuron also aktiviert wird erregt es ein Interneuron, welches
wiederum das Hauptneuron inhibiert und dessen Aktivierbarkeit einschrankt. Diese Art der
Inhibition dient dazu, die Dauer und Ausbreitung der Aktivitat einer stimulierten Bahn zu

begrenzen (Watanabe et al, 1998).

Abbildung 8 | Vorwdrtshemmung und
< > negative Riickkopplung im cerebelldren
Kortex.

—> Moosfasern bilden exzitatorische Synapsen mit

Kornerzellen, aber auch mit Golgizellen. Diese
‘\@ Golgizellen Uben eine Vorwarsthemmung auf
Kornerzellen aus (1). Kornerzellen hingegen
bilden exzitatorische Synapsen mit Purkinjezellen
3 und Interneuronen. Hier kommt es zu
4 Vorwadrtshemmung auf Purkinjezellen (2) und

negativer Riickkopplung auf Kérnerzellen (3). Die
\/@ inhibitorischen Synapsen des cerebellaren Kortex

sind rosafarben hinterlegt. Abkirzungen: KF
P7 (Kletterfasern), MF (Moosfasern), Pz

(Purkinjezelle), BZ (Korbzelle), SZ (Sternzelle), GoZ

(Golgizelle), KZ (Kornerzelle).
KF MF

vom von
unteren Hirnstammkernen
Olivenkern und Ruckenmark

Korbzellen und Sternzellen des Cerebellums werden durch Kérnerzellen aktiviert, und tiben somit
eine Vorwartshemmung auf Purkinjezellen aus (Abb.8) (Mittmann et al, 2005). Golgizellen werden
zum einen von Moosfasern, zum anderen aber auch von Parallelfasern der Kérnerzellen aktiviert.
Somit kommt es zu einer Vorwartshemmung der Kornerzellen {iber den Moosfasereingang, aber
auch zu negativer Riickkopplung Uber das Parallelfasersystem (Gabbiani et al, 1994). Die
physiologische Bedeutung der verschiedenen inhibitorischen Bahnen ist bisher nur teilweise

aufgeklart (Wulff et al, 2009).
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1.3.3. Kompensatorische Augenbewegungen

Kompensatorische Augenbewegungen dienen dazu, das Verrutschen von Bildern auf der
Retina, und damit ein unscharfes Bild, zu verhindern. Um eine hohe Auflésung in der Fovea zu
erreichen muss die Geschwindigkeit der retinalen Bewegung (retinal slip) minimiert werden. In
Mausen gibt es zwei wichtige Reflexe, die die Bewegungen des Kopfes kompensieren: den
Vestibulo-okularen Reflex (VOR) und den optokinetischen Reflex (OKR). Der OKR basiert allein auf
der retinalen Bewegung und ist daher ein negatives Riickkopplungssystem. Beim VOR hingegen
wird die Bewegung des Kopfes durch das Vestibularorgan wahrgenommen.

Beide Reflexe sorgen zusammen dafiir, dass die retinale Bewegung durch Augenbewegung
minimiert wird, und scharfes Sehen auch wahrend Bewegungen moglich ist (Van Alphen et al,

2001).

1.3.3.1. Vestibulo-okuldrer Reflex

Die drei Bogengdnge des Vestibularorgans detektieren die Drehbeschleunigung des Kopfes

im Raum (Abb.9).

Abbildung 9 | Intra- und extracerebellédre Verschaltung des VOR.

Purkinjezellen (schwarz) des Flocculus konvergieren auf Neuronen der vestibuldren Nuklei, die dieses Signal
wiederum Uber okulomotorische Neuronen and die Augenmuskulatur weitergeben. Purkinjezellen erhalten
Informationen Uber zwei Signalwege: Moosfasern leiten Informationen (ber Bewegung des Kopfes
(Vestibularorgan, gelb) und der Augenmuskeln (Signalwege hier in griin und grau dargestellt). Kletterfasern
stammen aus dem unteren Olivenkern und leiten Informationen Uber Verschiebung des visuellen Bildes auf
der Retina (blau). Abkiltzungen: VG (vestibuldre Ganglionzellen), AOS (akzessorisches optisches System), PA
(Pontine Bereiche), VN (vestibulare Nuklei), OM (okulomotorische Neuronen), 10 (unterer Olivenkern).
Adaptiert aus (Wulff et al, 2009).
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Die Bogengdnge sind mit Endolymphe gefiillt, die sich aufgrund ihrer Tragheit bei
Kopfbewegungen relativ zu den Bogengdngen verschiebt. Dadurch werden die Zilien der
Haarsinneshaarzellen gebogen, die die Bewegung in ein elektrisches Signal umwandeln. Dieses
Signal wird Uber den vestibuldren Nerv zum Hirnstamm, und von dort zu verschiedenen
vestibuldren Nuklei weiter gegeben. Die kompensatorische Augenbewegung resultiert schlieflich
aus der Aktivitat von extraokularen Augenmuskeln, die von Neuronen der vestibularen Nuklei
innerviert werden. Diese Neuronen Ubermitteln sowohl vestibuldare, als auch visuelle
Informationen. Zusatzlich wird ihre Aktivitat vom cerebelldren Flocculus reguliert, dem Bereich des
Cerebellums, der OKR, VOR und die Adaption des VORs kontrolliert.

Die Efferenzen des Flocculus sind auf cerebelldare und vestibuldre Nuklei beschrankt.
Afferenzen hingegen kommen unter anderem aus dem Olivenkomplex sowie vestibuldren und
pontinen Nuklei. Die Neuronen des unteren Olivenkerns (Nucleus olivaris inferior) bilden das
Kletterfasernetzwerk, welches Purkinjezellen direkt innerviert. Alle anderen Afferenzen laufen Giber
Moosfasern zu Kornerzellen. Diese vermitteln die Signale an Purkinjezellen weiter. Der
Informationsfluss durch dieses neuronale Netzwerk wird mittels Vorwartshemmung und negativer
Rickkopplung durch cerebelldre Interneuronen moduliert. Schlie8lich werden alle Informationen
in Purkinjezellen integriert. Die Axone von Purkinjezellen sind der einzige Ausgang des
cerebelldren Kortex. Sie projezieren zu einigen cerebelldaren und vestibuldaren Nuklei, von denen

das Signal an okulomotorische Neuronen weitergegeben wird (Sato et al, 1988).

1.3.3.2. Adaption des vestibulo-okuldren Reflexes

Das sensorische Signal, welches den vestibulo-okuldaren Reflex induziert, stammt
ausschlieBlich aus dem vestibuldren Organ. Dadurch kann die Bewegung der Augen sehr schnell
an die Geschwindigkeit und Beschleunigung der Kopfbewegung angepasst werden. Doch dieses
System alleine liefert keine Riickmeldung dariiber, ob die Augenbewegung akkurat angepasst ist.
Die sensorischen und motorischen Eigenschaften kdnnen sich standig d@ndern. Daher es ist nétig,
den Reflex den aktuellen Bedingungen anpassen zu kdnnen. So kann zum Beispiel die Amplitude
der Augenbewegung relativ zur Bewegung des Kopfes (Gain) erh6ht oder reduziert werden. Eine
weitere Anpassung ist die zeitliche Abstimmung der Augenbewegung mit der Kopfbewegung
(Phase). Diese Rekalibirerung des Reflexes ist eine einfache Form des motorischen Lernens, die
schon seit Jahrzenten studiert wird (Kawato & Gomi, 1992; Broussard etal, 2011).

Zur Anpassung des vestibulo-okuldren Reflexes muss neben dem vestibuldaren auch ein
visuelles Signal vorliegen. Wenn der VOR nicht perfekt an die Bedingungen angepasst ist kommt

es zu Verschiebungen des Bildes auf der Retina. Diese Information wird an den vestibuldren
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Nukleus und dem Flocculus (iber Moos- und Kletterfasern weiter gegeben. Uber das
Moosfasersystem kommen Informationen Uber die Geschwindigkeit des Kopfes und der Augen,
sowie die retinale Bewegung, indirekt zu den Purkinjezellen des Flocculus. Die Geschwindigkeit
der retinalen Bewegung wird Uber das Kletterfasersystem direkt an Purkinjezellen vermittelt. Sie
ist das Fehlersignal, welches fir die Adaption von VOR und OKR essentiell ist (Kawato & Gomi,
1992).

Um die Adaption des VOR zu induzieren, muss also die Bewegung des Kopfes mit einem
visuellen Fehlersignal gepaart vorliegen. Da der vestibulo-okuldre Reflex selbst nicht auf einem

visuellen Signal beruht, besteht die Adaption der Augenbewegungen auch bei Dunkelheit fort.
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2. FRAGESTELLUNG

Ziel der Arbeit war es, GABAerge Inhibition im cerebelldaren Kortex zu untersuchen. Die
physiologische Relevanz von Vorwartshemmung und negativer Riickkopplung im Cerebellum ist
bisher nicht zufriedenstellend aufgeklart. Um GABAerge Inhibiton auf Purkinjezellen und
Kornerzellen selektiv zu unterbinden, sollte Kcc2 spezifisch in diesen Neuronen deletiert werden.
Dies sollte zu einer Erhdhung der intraneuronalen Chloridkonzentration, und damit einer
Reduktion der elektrochemischen Triebkraft GABAerger Strome flihren. Da der konstitutive
Knockout von Kcc2 letal ist, konnte in adulten Mausen bisher nicht Gberprift werden, ob in allen
zentralen Neuronen Kcc2 der Chloridexporter ist, der fir die niedrige intrazelluldre
Chloridkonzentration, die die Hyperpolarisations-vermittelte Inhibition bedingt, verantwortlich ist.
Des Weiteren wurde mit in vitro Versuchen gezeigt, dass Kcc2 die Morphologie von exzitatorischen
Synapsen beeinflusst. Ob diese Effekte auch in vivo und in allen zentralen Neuronen auftreten ist,
aufgrund der Letalitat der Knockoutmaus, bislang ungeklart. Neben Kcc2 wurde auch Kcc3 eine
Rolle in der Chloridextrusion von Neuronen zugeschrieben.

In unserem Labor wurden Mduse generiert, die je zwei loxP-Sequenzen in Slc12a5 und
Slc12a6, den Genen, die fir Kcc2 und Kcc3 kodieren, besitzen. Diese ,gefloxten” Mdausen wurden
mit Purkinje- bzw. Kornerzellspezifischen Cre-Rekombinase-Mauslinien verpaart, um die
zellspezifische Deletion von Kcc2 und Kcc3 zu induzieren. Mit diesen konditionalen
Knockoutmausen sollte zunachst Giberprift werden, ob die Deletion von Kcc2 einen Einfluss auf
die Morphologie von Synapsen hat. Ausserdem sollte die intrazelluldre Chloridkonzentration der
Neuronen mit elektrophysiologischen Methoden bestimmt werden. Wenn Kcc2 und Kcc3
entscheidend in der Chloridextrusion von Purkinje- und Kornerzellen sind, so sollte [Cl7; in den
Knockoutmdusen deutlich erhoht sein. Im Anschluss wurde untersucht, welche Effekte die
zellspezifische Deletion von Kcc2 auf das neuronale Netzwerk des Cerebellums hat. Hier sollte
zundachst die Signaltransduktion auf Zellebene in akuten Gehirnschnitten elektrophysiologisch
untersucht werden. Um jedoch Riickschliisse auf die Relevanz von Vorwartshemmung und
negativer Rickkopplung im Cerebellum im lebenden Tier zu ziehen, miissen Verhaltensversuche
durchgefiihrt werden. Im Rahmen einer Kollaboration mit dem Labor von Chris I. De Zeeuw sollte

die Adaption von kompensatorischen Augenbewegungen untersucht werden.
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In dieser Arbeit wurde durch Verpaarung der gefloxten Kcc2 Mause mit L7-Cre- bzw. a6-Cre-
Mausen die Deletion von Kcc2 in cerebelldren Purkinjezellen, bzw. Kdrnerzellen herbeigefiihrt
(Aller et al, 2003; Barski et al, 2000). Dieser zellspezifische Kcc2-Knockout wurde zunachst durch
immunohistochemische Methoden verifiziert. Anschliessend wurden dessen Auswirkungen auf
histologischer und elektrophysiologischer Basis analysiert. Die Verhaltensanalyse und
Elektronenmikroskopie wurde von im Rahmen einer Kollaboration im Labor von Chris |. De Zeeuw

in Rotterdam ausgefihrt.

3.1.  Kalium-Chlorid-Kotransporter 2

3.1.1. Konditionaler Knockout von Kcc2 in Kérnerzellen und Purkinjezellen

Unter den Kalium-Chlorid-Kotransportern wurde fiir Kcc2 eine strikt neuronale Expression
beschrieben (Payne et al, 1996). Mause, bei denen konstitutiv das Gen fiir Kcc2 unterbrochen ist,
sterben innerhalb von 15 Minuten nach der Geburt aufgrund schwerer motorischer Defizite, die
auch das Atmen verhindern (Hibner et al, 2001b). Aus diesem Grund wurden in unserem Labor
.gefloxte” Kcc2-Mduse generiert, bei denen die Exone 2-5 von loxP-Sequenzen flankiert sind
(chzlox//ox)_

Die Konstruktion des Zielvektors, sowie die Generierung der gefloxten Kcc2 Maus wurde

von Dr. Christian A. Hiibner und lIse Klein durchgefiihrt.

3.1.1.1. Verwendete Cre-Linien

Die in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien, die Cre-Rekombinase in selektierten
Zellpopulationen exprimieren, wurden zundchst mit Mausen der Z/AP-Reportermauslinie (Lobe et
al, 1999) gekreuzt. Diese Z/AP-Mause exprimieren ein modifiziertes 3-Galactosidasegen (lacZ),
welches von loxP-Sequenzen flankiert ist, gefolgt von dem Gen fiir humane alkalische
Phosphatase (hPALP). In Abwesenheit von Cre-Rekombinase wird das lacZ-Gen exprimiert, was
sich im LacZ-Nachweis durch eine blaue Farbung der Zelle zeigt. In Anwesenheit von Cre-
Rekombinase wird das lacZ-Gen deletiert und statt dessen das Gen fiir hPALP exprimiert.

Bei der Nachweisreaktion fir alkalische Phosphatase (AP) sind alle Zellen gefarbt, die Cre-
Rekombinase exprimieren. Ein positives Signal in der lacZ-Farbung hingegen zeigt, dass in diesen

Zellen keine Cre-Rekombinase vorhanden war.
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3.1.1.1.1. Analyse der L7/pcp-2:Cre-Maus

L7/Pcp-2 (Purkinje cell protein 2) ist ein Purkinjezell-spezifisches Protein, welches die
Bindung von GDP an die a-Untereinheiten von G-Proteinen moduliert (Zhang et al, 2002). Die
L7/pcp-2:Cre-Maus (kurz: L7-Cre-Maus) (Barski et al, 2000) wurde ebenfalls mit Mausen der Z/AP-
Reportermauslinie gekreuzt, und die Cre-Expression der Nachkommen mittels hPALP-Nachweis
und X-Gal-Farbung Uberprift (Abb. 10). Cre-vermittelte Rekombination wurde ausschlief3lich in
den cerebelldren Purkinjezellen detektiert. Allerdings fiel auf, dass es am 6. und 10. Lobus der
cerebelldren Vermis Bereiche gab, in denen keine Rekombination stattfand. Dies lief3 sich sowohl
im positiven (hPALP-Nachweis), wie auch im negativen Nachweis (lacZ-Farbung) beobachten. In
den (brigen Bereichen der cerebelldaren Vermis schien die Rekombination in Purkinjezellen

vollstandig.

AP Farbung AP Farbung X-Gal Farbung

Z/AP*

L7Cre s /AP

a6re/ /APt

Abbildung 10 | Cre-vermittelte Rekombination im Cerebellum.

In der L7-Cre-Maus ist die Cre-Expression im Gehirn auf Purkinjezellen des Cerebellums beschrankt. In
begrenzten Bereichen in den 6. und 10. Loben des cerebelldren Vermis war jedoch keine Cre-vermittelte
Rekombination zu beobachten (Pfeile). Verpaarung mit der a6-Cre-Linie fiihrt zur Deletion von ,gefloxten”
Zielgenen in den Kornerzellen des Cerebellums. In beiden Cre-Linien wurde keine Cre-Expression in
Gehirnbereichen ausserhalb des Cerebellums detektiert.

3.1.1.1.2. Analyse der Aa6Cre-Maus

Bei der Aa6Cre -Mauslinie wird Cre-Rekombinase unter dem Promotor des Gens fur die a6-

Untereinheit des GABAx-Rezeptors exprimiert (Aller et al, 2003).
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Die Aa6Cre -Mauslinie (Aller et al, 2003) wurde zunachst hinsichtlich der Cre-Expression im
Gehirn untersucht. Dazu wurden Gehirnschnitte von Z/AP*;Aa6Cre*-Mdusen mit denen von
Kontroll-Geschwistertieren (Z/AP*;Aa6Cre-Mausen) mittels hPALP-Nachweis und X-Gal-Farbung
verglichen (Abb. 10). Die Cre-Rekombinase-vermittelte Deletion in Z/AP*;Aa6Cre*-Mausen fand
hochspezifisch in den Koérnerzellen des Cerebellums statt, wie anhand der dunklen Farbung der
Kornerzellschicht im hPALP-Nachweis zu erkennen ist. Die Farbung der Molekularschicht stammt
von hPALP-positiven Kornerzellaxonen, und nicht von Cre-positiven Purkinjezellen. Dies wird in
der lacZ-Nachweisreaktion deutlich, bei der am positiven Farbsignal zu sehen ist, dass in den
Purkinjezellen keine Deletion stattgefunden hat, wahrend in der Kornerzellschicht nur noch
vereinzelte, blau angefarbte Zellen zu finden waren. Bei diesen Zellen handelte es sich aufgrund

ihrer GroRe, Lokalisation und Anzahl sehr wahrscheinlich um Golgizellen.

3.1.1.2. Verifizierung des zellspezifischen Knockouts von Kcc2

Cre-Rekombinase flihrt zu einer Rekombination zwischen den in loxP-Stellen, was im Fall

des gefloxten Kcc2-Allels wiederum zur Exzision der Exone 2-5 fiihrt (Abb. 11).

A
p 1 2 34 56 7 8
Kcc2'o : ———t —
Cre-Rekombinase
1 % 5 8 ) loxP
1kb
B C
x ’
x\x 0“3\0 X\ X\ . K0
N sig
kD _ 250
Kce2 “ -130
Kee2 - NI _ 5, 100
kb

B-Actin - = s —35

Abbildung 11 | Die inserierten loxP-Sequenzen beeintrachtigen die Expression von Kcc2 nicht.

(A) Genstruktur des ,gefloxten” Kcc2-Allels Kcc2™. Cre-Rekombinase-vermittelte Rekombination zwischen
den loxP-Sequenzen fiihrt zur Exzision der Exone 2-5. Exone sind als schwarze Boxen dargestellt. (B) Die
Western Blot Analyse von einer Membranpraparation (adultes Cerebellum) zeigt, dass Kcc2”**-Mause
Wildtyp-Level von Kcc2 exprimieren. (C) Western Blot auf einer Membranpraparation (E 14.5, Hirnstamm)
von Wildtyp- und Kcc2”-Mdusen zeigt die Spezifitat des verwendeten Kcc2-Antikorpers (J21). Ladekontrolle:
B-Actin.
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Da jedoch kein Stopkodon in der rekombinierten Sequenz entsteht, kann es zu einem
trunkierten Protein kommen, in dem nur diese Exone fehlen. Um zu verifizieren, dass der
zellspezifische Knockout von Kcc2 erfolgreich war wurde ein polyklonaler Antikérper gegen den C-
Terminus verwendet. Dieser Antikorper aus Kaninchen (J21) wurde affinitatschromatographisch

aufgereinigt und mittels Western Blot auf seine Spezifitat hin tGberprift.

3.1.1.2.1. Verpaarung der konditionalen Kcc2'""°*- und L7-Cre- Méiusen

Kcc2-Mause wurden mit L7-Cre-Mausen verpaart, um schlieBlich Mause mit dem
Genotyp Kcc2'*:L 7Cre* zu erhalten. Kcc2'**:L7Cre* Mause wurden im Bl6-Hintergrund gehalten,
und waren lebensfahig und fertil. Genotypisierung der jungen Mause ergab eine Mendelsche
Verteilung der Genotypen Kcc2''1 7Cre* und Kcc2'™*%L 7Cre'.

Ausserlich unterschieden sich die konditionalen Knockout-Mause nicht von ihren Wildtyp-
Geschwistern. Es waren keine offensichtlichen Unterschiede in Verhalten und Motorik zu
erkennen.

Mit dem Antikorper gegen den C-Terminus von Kcc2 wurde die Expression von Kcc2 in
Mausen untersucht, die sowohl homozygot fiir das gefloxte Kcc2 Allel sind, als auch Cre-
Rekombinase  unter dem  L7/pcp-2-Promotor  exprimieren  (Abb. 12).  Mittels
Immunfluoreszenzfarbung wurde gezeigt, dass bei Kcc2'"L7-Cre* Mausen kein Kcc2 Signal in
Plasmamembran und Dendriten von Purkinjezellen detektierbar war, wahrend das Signal in
Kornerzellen und Interneuronen nicht verdndert war. Der Einfachheit halber werden die

Kcc2™%| 7-Cre*-Mause im Folgenden PC-AKcc2 genannt.
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Kcc2lox/lox PC-AKcc2

Kcc2 Kcc2 Kcc2 Kcc2
Calb / Parv Calb / Parv

Bi7

P 21

P25

Abbildung 12 | Zellspezifische Deletion von Kcc2 in Purkinjezellen.

Immunofluoreszensfarbungen mit einem Antikérper gegen Kcc2 (griin) zeigen, dass bei Kcc2'/o:L7-Cre*-
Mé&usen im Alter von 17 Tagen nur vereinzelte Purkinjezellen Kcc2-positiv sind. In Sagittalschnitten von P 25
PC-AKcc2-Mausen (Kcc2™/%L 7-Cre*) hingegen war Kcc2 in der Plasmamembran von Purkinjezellen nicht
mehr nachweisbar, wahrend Purkinjezellen aus ,gefloxten” Kontrollgeschwistertieren ein robustes Kcc2-
Signal in Plasmamembran und Dendritenbaum auswiesen. Gegenfarbung: TOPRO (DNA, blau), und
Parvalbumin (Parv) oder Calbindin (Calb) in rot. Ma3stab: 50 pum.

3.1.1.2.2. Zeitverlauf von Kcc2 Expression und Deletion in PC-AKcc2-Mdusen

Die Prasenz von Kcc2 in Purkinjezellen der Vermis wurde schon prenatal (E 15.5)
beschrieben, jedoch variiert die Expression zwischen den verschiedenen Windungen des
Cerebellums (Stein et al, 2004; Takayama & Inoue, 2007). Mit der vollstdndigen Entwicklung von
Dendritenbdaumen nimmt auch die Expression von Kcc2 zu.

Mause der L7Cre-Linie exprimieren etwa ab P 6 Cre-Rekombinase in Purkinjezellen, und 2-3
Wochen nach der Geburt ist die Cre-Expression in praktisch allen Purkinjezellen etabliert (Barski et

al, 2000). Auch von Mausen der PC-AKcc2 Linie wurde daher mittels Immunohistochemie

28



ERGEBNISSE

Uberpriift, zu welchem Zeitpunkt die Deletion von Kcc2 in der cerebelldren Vermis vollstandig ist

(Abb. 13).

o 1004 F ] Abbildung 13 | Zeitverlauf der Expression von Kcc2

3 s B0 - in Purkinjezellen.

8 S 60- ¥ » Kcc2lox/lox Die Expression von Kcc2 in der cerebelldren Vermis war

t'?l- N « PC-AKcC2 ab P25 in nahezu allen Purkinjezellen von Kcc2™/ox-

9 Q- 404 * TARCC M&usen etabliert. In PC-AKcc2-Mausen war ab dem
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Zwischen P 17 und P 30 nahm die Anzahl der Kcc2-positiven Purkinjezellen in der Vermis von
Kontrolltieren zu, wahrend sie in PC-AKcc2 Mausen stetig abnahm. Ab P 25 war Kcc2 fast in allen

Purkinjezellen der Vermis deletiert.

3.1.1.2.3. Verpaarung der konditionalen Kcc2'""°*- und Aa6Cre- Méiusen

Kcc2'-Mause wurden mit Aa6Cre -Mausen verpaart, um schlieflich Mause mit dem
Genotyp Kcc2°’*;a6Cre* zu erhalten. Die Mduse wurden im Bl6-Hintergrund gehalten, und waren
lebensfahig und fertil. Genotypisierung der jungen Mause ergab eine Mendelsche Verteilung der
Genotypen Kcc2™a6Cre* und Kcc2®/*;a6Cre”. Ausserlich war kein Unterschied zwischen
konditionalen Knockout-Mduse und ihren Wildtyp-Geschwistern zu erkennen. Es gab auch keine
offensichtlichen Unterschiede in Verhalten und Motorik.

Auf Gefrierschnitten von a6-Cre-Kcc2°”**-Mausen (P 25) war mittels Immunofluoreszenz-
farbungen kein Kcc2-Signal in der Plasmamembran der Kornerzellen detektierbar, wahrend die
Lokalisation und Intensitat des Signals in Interneuronen und Purkinjezellen nicht beeintrachtigt
war (Abb. 14).

Im Folgenden werden die Kcc2®”*a6Cre*-Mause GC-AKcc2 genannt.
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Kcc2lox/lox GC-AKcc2

Kcc2 Kcc2 Kcc2 Kcc2
TOPRO TOPRO

P21

P25

Abbildung 14 | Zellspezifische Deletion von Kcc2 in Kérnerzellen.

Mit einem Antikorper gegen Kcc2 (griin) wurde in Immunohistochemische Fluoreszenzfarbungen auf
Sagittalschnitten von Kcc2™”°*-Mausen (P 21) ein robustes Signal in der Plasmamembran und den Glomeruli
detektiert. In 21 Tage alten GC-AKcc2-Mausen (Kcc2”a6Cre*) wurde ein reduziertes Kcc2-Signal in den
Glomeruli detektiert. Die Plasmamembran um das Soma war nur bei vereinzelten Kérnerzellen Kcc2-positiv.
Bei Schnitten aus 25 Tage alten GC-AKcc2-Mdusen wurde kein Kcc2-Protein in Kornerzellen und Dendriten
(Glomeruli) entdeckt. Kofarbung TOPRO (DNA, blau). MaB3stab: 40 um.

3.1.1.2.4. Zeitverlauf von Kcc2 Expression und Deletion in GC-AKcc2-Mdusen

Kcc2 wird in cerebelldaren Kornerzellen etwa ab P 5 in Dendriten detektiert (Takayama &
Inoue, 2006). Mit der entwicklungsbedingten Migration der Kérnerzellen von der dusseren zur
inneren Kornerschicht hin nimmt die Zahl der Kcc2-positiven Kornerzellen zu. Mit P 21 exprimieren
schlief3lich alle Kérnerzellen Kcc2 (Takayama & Inoue, 2006).

Die Cre-Expression in der Aa6-Cre-Line findet ebenfalls in postmigrativen Kérnerzellen, also
ab dem Ende der ersten postnatalen Woche, statt (Aller et al, 2003). Um zu bestimmen, ab
welchem Alter alle Kérnerzellen in Kontrolltieren Kcc2 exprimieren, wahrend in Kérnerzellen von
GC-AKcc2 Mausen kein Kcc2-Protein mehr detektierbar ist, wurden immunohistochemische
Farbungen auf Gefrierschnitten von Tieren ab P 21 durchgefiihrt. Dabei war zu erkennen, dass in
Kornerzellen von GC-AKcc2 Mausen schon im Alter von 21 Tagen weniger Kcc2 detektiert wird als
bei Kontrolltieren des selben Alters. Allerdings sind besonders die synaptischen Strukturen
(Glomeruli), jedoch auch Plasmamembranen von einzelnen Kérnerzellen noch Kcc2-positiv. Ab

P 25 scheint die Deletion in GC-AKcc2 Tieren vollstandig zu sein (Abb. 14).
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3.1.1.2.5. Verpaarung der konditionalen Kcc2'*°*-Mduse mit L7-Cre/Aa6Cre- Mdusen

Die Kombination beider Cre-Linien mit den gefloxten Kcc2-Mausen fiihrte zu einem Kcc2-
Knockout in Purkinje- und Koérnerzellen. Das intensive Kcc2-Signal in der Membran von Korbzellen,

Sternzellen und Golgizellen war in Schnitten aus diesen Tieren jedoch nicht reduziert (Abb. 15).

Kec2lox/lox PC;GC-AKcc2 Abbildung 15 | Zellspezifische Deletion von Kcc2 in
Korner- und Purkinjezellen.
In Sagittalschnitten von adulten PC,GC-AKcc2-Mausen

(Kcc2™:a6Cre*;L 7Cre*) ist mit einem Antikorper gegen
Kcc2 (grin) weder in Kornerzellen, noch in

N Purkinjezellen =~ Kcc2  ein  Signal  detektierbar.
& Interneuronen hingegen weisen ein robustes Kcc2-
Signal in der Plasmamembran und Dendriten auf.
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Auch Kcc2™/*:a6Cre*;L7Cre*-Mause waren nicht von ihren Wildtyp-Geschwistertieren zu
unterscheiden. Nach Genotypisierung der jungen Mause ergab sich eine Mendelsche Verteilung
aller méglichen Genotypen, was wiederum auf normale Vitalitat hindeutet. Kcc2*/*;a6Cre*;L7Cre*-

Mause werden im Folgenden PC;GC-AKcc2 genannt.

3.1.1.2.6. Muster der Deletion von Kcc2 in PC-AKcc2- und GC-AKcc2- Mdusen

Eine Beobachtung in beiden verwendeten Cre-Linien war die unterschiedliche Deletion von
Kcc2 in den verschiedenen Windungen des Cerebellums. Wie schon bei der Charakterisierung der
Cre-Mauslinien mit Hilfe von Z/AP-Reportermdusen, gab es auch bei der Deletion von Kcc2
Bereiche der cerebelldren Vermis, in denen selbst im adulten Tier keine Rekombination stattfand.
Um dies zu Uberpriifen, wurden Gefrierschnitte von adulten (24 Wochen alten) Tieren
immunohistochemisch auf Kcc2-Expression untersucht (Abb. 16). Die Resultate bestatigten, dass
die Cre-vermittelte Deletion in PC-AKcc2 Tieren nicht alle Purkinjezellen der cerebelldren Vermis
umfasste, sondern Purkinjezellen in Teilen des 6. und im 10. Lobus weiterhin Kcc2 exprimierten.

Bei GC-AKcc2 Tieren wurde lediglich eine residuale Kcc2-Expression im 10. Lobus gefunden.
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Abbildung 16 | Muster der Cre-vermittelten Deletion von Kcc2.

(A) Mittels Immunofluoreszenzfarbung auf sagittalen Gehirnschnitten der cerebelldren Vermis von PC-
AKcc2-Mausen wurde residuale Kcc2-Expression (griin) in Purkinjezellen der Loben 6. und 10. detektiert. Bei
GC-AKcc2-Mausen wurde Kcc2 in Glomeruli und kleinen, Parvalbumin-negativen Neuronen des 2. Lobus
detektiert. Aufgrund von GroBe und Lage konnte es sich dabei um Koérnerzellen handeln. (B)
VergroBBerungen der markierten Ausschnitte aus (A). Kofarbung: Parvalbumin (rot), TOPRO (blau). MaRstab:
1 mm (A), 40 um (B).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden sdamtliche elektrophysiologischen Versuche an
Sagittalschnitten der cerebelldren Vermis in den 3.-5. Loben durchgefiihrt, da die Deletion in

diesen Bereichen ab dem Alter P 25 vollstandig ist.
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3.1.2. Der Einfluss von Kcc2 auf die Ausbildung von Synapsen

3.1.2.1. Histologische Untersuchung des Cerebellums

Vor der Bildung von glutamatergen Synapsen ist GABA der exzitatorische Neurotransmitter
in noch nicht voll entwickelten Gehirnen von neonatalen Mausen (Cherubini et al, 1991). Es wird
angenommen, dass diese exzitatorische Wirkung von GABA ein wichtiger Faktor in der frilhen
Enwicklung von neuronalen Netzwerken ist (Ben-Ari, 2002). So wurde beschrieben, dass GABAerge
Depolarisation neuronale Migration, Wachstum und die Ausbildung von Synapsen foérdert
(Bortone & Polleux, 2009; Li et al, 2007).

In den hier verwendeten konditionalen Knockoutmauslinien beginnt die Deletion von Kcc2
erst in den ersten zwei postnatalen Wochen, so dass eine verdnderte Morphologie des
Cerebellums nicht zu erwarten ist. Nichtsdestotrotz wurde die Morphologie von Sagittalschnitten

adulter Mause mittels Himatoxylin-Eosin-Farbung untersucht (Abb. 17).

Kcc2lox/lox GC-AKcc2 PC-AKcc2

.

PC,GC-AKcc2

Abbildung 17 | Normale Morphologie des Cerebellums nach zellspezifischer Kcc2-Deletion.

Der Vergleich von HE-gefdrbten Sagittalschnitten zeigt, dass die Deletion den Aufbau und die Breite der
Zellschichten im Cerebellum nicht beeinflusst. In allen untersuchten konditionalen Kcc2-Knockoutlinien war
hier kein Unterschied im Vergleich zu Kcc2°°-Mausen feststellbar. Abkirzungen: MS (Molekularschicht),
PZS (Purkinjezellschicht), KZS (Kérnerzellschicht). Alter der Mause: 24 Wochen. Mal3stab: 200 um (oben),
50 um (unten).

Die zellspezifische Deletion von Kcc2 hatte keine verdnderte Morphologie des adulten
Cerebellums zur Folge. Der grobe Aufbau der cerebelldaren Windungen (Folia cerebelli) war in PC-
AKce2, GC-AKce2 und PC,GC-AKcc2 Mausen, verglichen mit Kontrolltieren (Kcc2°7°%), normal. Auch
Breite, Aufbau und Zelldichte der einzelnen kortikalen Schichten (Molekularschicht,

Purkinjezellschicht und Kérnerzellschicht) des Cerebellums entsprachen denen von Kontrolltieren.
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3.1.2.2. Untersuchung dendritischer Spines von Purkinjezellen

Ziel dieser Arbeit war es, einen Zusammenhang zwischen intraneuronaler
Chloridkonzentration, der daraus resultierenden beeintrachtigten GABAergen Inhibition, und
eventuellen Verhaltensphanotypen der konditionalen Kcc2 Knockoutmdause zu untersuchen. Wie
in der Einleitung beschrieben, erfillt Kcc2 neben der Regulation von [Cl]; auch eine strukturelle
Funktion bei der Entwicklung glutamaterger Synapsen und dendritischen Spines. Zundchst
mussten also die Morphologie von dendritischen Spines untersucht werden. In den hier
verwendeten konditionalen Kcc2 Knockoutmausen findet die Deletion erst nach dem Einsetzen
der Kcc2-Expression statt. In den verwendeten Mausmodellen ist Kcc2 in einer begrenzten
Neuronenpopulation deletiert, wahrend z.B. die Interneuronen der untersuchten Region vom
Knockout nicht betroffen sind.

Es wurden PC,GC-AKcc2 Mause mit gefloxten Geschwistertieren (Alter: 12-13 Wochen)
verglichen. Der mogliche Effekt auf die Morphologie sollte hier am deutlichsten sein, da sowohl

Kornerzellen, als auch Purkinjezellen kein Kcc2 exprimieren.
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Mausen.

Spinelange [pm]

Um die dendritischen Spines von Purkinjezellen in Gewebeschnitten sichtbar zu machen
wurden einzelne Purkinjezellen mit Biocytin befillt, so dass Bilder von einzelnen Dendriten
mitsamt Spines am konfokalen Mikroskop aufgenommen werden konnten (Abb. 18). Mit dem
Program Neuron) wurde die Ldnge individueller Spines von Purkinjezellen gemessen. Die
durchschnittliche Spinelange von PC;GC-AKcc2 Mausen lag bei 1.2 £ 0.01 um (2 Tiere, 908 Spines)
und unterschied sich somit nicht vom Kontrolltier mit 1.19 £ 0.01 um (1 Tier, 520 Spines) (p = 0.8,
T-Test).
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3.1.2.3. Immunohistochemische Quantifizierung exzitatorischer und inhibitorischer

Synapsen im cerebelldren Kortex

Um die Anzahl exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen in den konditionalen Kcc2
Knockout Mausmodellen dieser Arbeit zu tberpriifen wurden immunohistochemische Farbungen
gegen VGAT, VGLUT1 und VGLUT2 auf Gehirnschnitten von adulten Tieren durchgefiihrt (Abb. 19).
VGAT (vesikuldarer GABA Transporter) ist fir die Beladung synaptischer Vesikel des zentralen
Nervensystems mit GABA verantwortlich und ist ein Marker fiir GABAerge Nervenendigungen und
GABAerge Synapsen. VGLUT 1 und 2 (vesikuldrer Glutamat Transporter 1 und 2) sind
verantwortlich fiir die Glutamataufnahme in synaptische Vesikel und konnen zur Markierung
glutamaterger Synapsen und Nervenendigungen verwendet werden.

A Kcc2lox/lox GC-AKce2 PC-AKcc2

0 4
e 43 1 ' 2
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Abbildung 19 | Die Anzahl GABAerger und glutamaterger Synapsen im cerebelldren Kortex ist
unverdndert.
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(A) Immunofluoreszenzfarbungen gegen VGAT (als Marker fiir GABAerge Synapsen) und VGLUT 1 und 2 (als
Marker fiir glutamaterge Synapsen) ergaben keinen Unterschied in der Anzahl inhibitorischer und
exzitatorischer Synapsen im cerebelldren Kortex der verschiedenen Mauslinien. Koférbung: Parvalbumin
(rot). (B) Quantifizierung VGLUT 2-positiver Synapsen (Kletterfaser-Purkinjezellsynapsen) in der Molekular-
schicht. Fur jeden Genotyp: n = 4. Fehlerbalken zeigen SEM.

Wahrend VGLUT1 die Synapsen von Moosfasern, sowie die Boutons der Parallelfasern
markiert, befindet sich VGLUT2 in den Synapsen von Moosfasern und Kletterfasern. Bei allen
untersuchten Genotypen (Kontrolle, PC-AKcc2, GC-AKcc2 und PC,GC-AKcc2) wurde nach Farbung
gegen VGAT ein intensives Signal in den Glomeruli der Kornerzellschicht, den Termini der

Korbzellen, sowie eine punktuelle Farbung auf Soma und Dendritenbaum der Purkinjezellen
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gefunden. Dabei waren keine offensichtlichen Unterschiede zwischen Kontrolle und Kcc2
Knockout zu erkennen.

Bei der Farbung gegen VGLUT1 wurden die Glomeruli markiert. Ausserdem war eine fein
punktuierte Farbung der Molekularschicht zu erkennen, die den Boutons der Parallelfasern
zuzuordnen ist. Auch hier gab es keinen Unterschied zwischen den Genotypen.

VGLUT2 wurde in den Glomeruli, sowie in separierten Synapsen entlang des
Dendritenbaums von Purkinjezellen detektiert. Die VGLUT2-positiven Punkte in der
Molekularschicht entsprechen den Termini der Kletterfasern, die den Dendritenbaum einer
Purkinjezelle umwickeln und dabei viele glutamaterge Synapsen bilden. Um die Zahl der
exzitatorischen Synapsen zu quantifizieren, wurde die Anzahl der Kletterfaser-
Purkinjezellsynapsen zwischen den Genotypen verglichen. Die Auswertung ergab, dass die Anzahl
der VGLUT2 positiven Synapsen in den konditionellen Kcc2 Knockoutmausen, im Vergleich zu

Kontrolltieren, nicht reduziert war.

3.1.2.4. Ultrastrukturelle Untersuchung der Synapsen im cerebelldren Kortex

Um die Dichte von verschiedenen Synapsen im cerebelldren Kortex, sowie die Breite der
dendritischen Spines von Purkinjezellen zu untersuchen, wurden im Labor von Chris De Zeeuw
elektronenmikroskopische Aufnahmen aus Koérnerzellschicht und Molekularschicht hergestellt
(Abb. 20). Die Anzahl von inhibitorischen Synapsen war in PC-AKcc2, GC-AKcc2, PC;GC-AKcc2 und
Kontrolltieren (Kcc2™”) vergleichbar. Auch die Dichte von glutamatergen Parallelfaser-Synapsen
war in keiner der untersuchten Mauslinien signifikant verandert. Nachdem die Ladnge dendritischer
Spines durch das Fehlen von Kcc2 nicht beeintrachtigt war, wurde in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen nun die Breite der Spinehélse ausgemessen. Auch hier unterschieden sich PC-AKcc2,
GC-AKcc2, PC;GC-AKcc2 nicht signifikant von Kontrolltieren (alle p > 0.09).

Somit kdnnen morphologische Verdnderungen in den hier untersuchten konditionalen

Kcc2-Knockoutlinien ausgeschlossen werden.
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Abbildung 20 | Elektronenmikroskopische Aufnahmen des cerebelldren Kortex.

Die Ultrastruktur von Synapsen und dendritischen Spines ist durch die Deletion von Kcc2 nicht
beeintrachtigt. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen aus der Kornerzellschicht (oben) und
Molekularschicht (unten) von den konditionellen Kcc2-Knockoutlinien. Symmetrische Synapsen sind durch
Pfeile gekennzeichnet, Sterne markieren Synapsen in Glomeruli (Kérnerzellschicht) und asymmetrische
Synapsen (Molekularschicht). MaBstab: 500 nm. (B) Die Dichte inhibitorischer Synapsen in Kornerzellschicht
und Molekularschicht war zwischen den Genotypen ahnlich hoch. (C) Auch die Anzahl von Parallelfaser-
Purkinjezellsynapsen (bezogen auf die Flache) von den konditionellen Kcc2-Knockoutm&usen war von den
Kontrolltieren nicht zu unterscheiden. (D) Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Breite der
dendritischen Spines (gemessen an der Basis) zwischen Kontrolltieren und GC-AKcc2, PC-AKcc2 oder PC,GC-
AKcc2- Mdusen. Abkirzungen: KZ (Kornerzelle), PZ (Purkinjezelle), KZS (Kornerzellschicht), MS
(Molekularschicht), PF (Parallelfaser). (B-D) n = 4 fiir alle Genotypen. Fehlerbalken zeigen SEM.

3.1.2.5. Elektrophysiologische Untersuchung inhibitorischer und exzitatorischer

Postsynapsen von Purkinjezellen

Postsynaptische Miniaturstrome (,Minis”) sind Strome, die durch die Freisetzung der
Neurotransmitter von nur einem synaptischen Vesikel im postsynaptischen Neuron evoziert
werden. Man unterscheidet, je nach Neurotransmitter und postsynaptischer Antwort, zwischen
inhibitorischen Miniaturstromen (mIPSCs, miniature inhibitory postsynaptic currents) und
exzitatorischen Miniaturstromen (mEPSCs, miniature excitatory postsynaptic currents). Die
Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung steigt mit einem Aktionspotential enorm, doch
Miniaturstrome kodnnen selbst dann beobachtet werden, wenn im prdsynaptischen Neuron kein

Aktionspotential ausgeldst wurde, denn gelegentlich fusionieren Transmittervesikel spontan mit
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der prasynaptischen Membran. Die Haufigkeit dieser zufélligen Ereignisse kann als grober Hinweis
auf die Anzahl von Postsynapsen eines Neurons dienen.

Um die Ergebnisse der immunohistochemischen Farbungen gegen VGAT und VGLUT1/2
auf elektrophysiologischer Ebene zu bestatigen wurden mIPSCs und mEPSCs in Purkinjezellen von
PC-AKcc2 Mdusen mit denen von Kontrollgeschwistern verglichen (Abb. 21). Um bei Messungen
von Miniaturstromen Ereignisse auszuschliessen, die durch spontane Aktivitat prasynaptischer
Neuronen ausgeldst wurden, werden Aktionspotentiale durch Tetrodotoxin blockiert. Es wurden
junge Tiere (Alter: 4 Wochen) verwendet, da die Haufigkeit von spontanen mEPSCs und mIPSCs

mit steigendem Alter stark abnimmt.
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Abbildung 21 | Postsynaptische Miniaturstrome von Purkinjezellen.

mIPSCs und mEPSCs, gemessen an Purkinjezellen, unterschieden sich weder in Frequenz, noch in
Amplitude zwischen Kcc2°** und PC-AKcc2-Mausen. Reprasentative Aufnahmen (links) von (A) mIPSCs bzw.
(B) mEPSCs, und ein Diagramm mit den zusammengefassten Frequenzen der gemessenen Ereignisse
(rechts). Dargestellt sind die gemittelte Frequenz jeder einzelnen Zelle (Symbole), sowie Mittelwert aller
Messungen (schwarzer Balken) und SEM (Box).

Im Einklang mit den Farbungen gegen VGAT unterschied sich die Frequenz der mIPSCs
zwischen Kontrollméausen (0.34 + 0.1 Hz, n=19) und PC-AKcc2 M&usen (0.28 + 0.1 Hz, n=15) nicht
signifikant (t-Test, p=0.4). Auch die Frequenz der mEPSCs war zwischen Kontrollmdusen
(0.49 £ 0.1 Hz, n=11) und PC-AKcc2 Mausen (0.5 + 0.1 Hz, n=14) nicht signifikant unterschiedlich
(T-Test, p=0.9).

Die Amplituden von mEPSCs und mIPSCs waren in PC-AKcc2 Mausen, im Vergleich zu
Kontrolltieren, nicht verandert (p = 0.7 und p = 0.2).

Es gab also, wie auch in den Farbungen gegen VGLUT1/2 und VGAT, keinen Hinweis auf

eine Reduktion der exzitatorischen oder inhibitorischen Synapsen als Folge des Kcc2 Knockouts.
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3.1.3. Elektrophysiologische Untersuchung von PC-AKcc2-Mausen

3.1.3.1. Ruhemembranpotential im Purkinjezellen und GABAerge Strome

In adulten Neuronen des zentralen Nervensystems liegt die Chloridkonzentration ([CIT];) mit
ca. 2-7 mM teilweise deutlich unter der von embryonalen und frilh postnatalen (unreifen)
Neuronen (mit ~20 mM) (Ben-Ari, 2002). Nimmt man eine extrazellulare Chloridkonzentration
([CI7.) von 126.5 mM, sowie ein Ruhemembranpotential von -65 mV an, so resultiert daraus eine
passive Gleichgewichtskonzentration von ~11 mM Chlorid im Neuron. Die davon abweichenden
intrazelluldren Chloridkonzentrationen in adulten, sowie unreifen Neuronen weisen also auf
Mechanismen zur Chloridextrusion bzw. Akkumulation hin. Wenn Kcc2 also der wichtigste Cl-
Exporter von adulten Neuronen ist, sollte die Deletion von Kcc2 in Purkinjezellen zu einer
erhohten intrazelluldren Cl-Konzentration fiihren.

Eine Methode, mit der die intrazellulare Chloridkonzentration von Neuronen bestimmt
werden kann, besteht in der Messung des Umkehrpotentials GABAerger Strome. GABAa-
Rezeptoren sind hauptsachlich fiir Chlorid permeabel, und das Potential, bei dem ihre Strome die
Polaritat andern ist, unter Vernachldssigung der HCO;™ Leitfahigkeit von GABAa-Rezeptoren, eine
gute Anndherung an das Chloridumkehrpotential (Ec). Aus Eq und der extrazelluldren
Chloridkonzentration lasst sich mit der Nernst-Gleichung [CI]; berechnen.

Um die intrazellulare Chloridkonzentration von Purkinjezellen zu untersuchen, wurden
Gramicidin  Perforated-Patch Messungen in akuten Gehirnschnitten durchgefihrt. Im
Stromklemmen-Modus (current clamp, 1=0) wurde das Membranpotential Vi der gepatchten Zelle
direkt ausgelesen. Mit dieser Methode wurde auch die GABA-Antwort von Purkinjezellen in
Gegenwart von TTX bei Mausen ab einem Alter von P 25 gemessen (Abb. 22).

Das Ruhemembranpotential von PC-AKcc2 Mdusen lag bei -65.9 + 0.9 mV (n=30), wahrend
bei Kontrollgeschwistertieren -66.2 + 0.6 mV (n=23) gemessen wurde. In Gegenwart von 50 uM
Muscimol (oder 100 uM GABA) hyperpolarisierten Purkinjezellen aus Kontrolltieren signifikant
starker als dies bei PC-AKcc2 Tieren der Fall war (AV =-20.1 = T mV (n= 23) und -84 £ 1.3 mV
(n=30)). Die Druckapplikation von ACSF (mit 0.05% DMSO) alleine, oder Applikation von Muscimol
oder GABA in Anwesenheit von GABAx-Rezeptorantagonisten (100 uM Bicucullin oder 50 pM
Gabazin) fiihrte zu keiner Anderung des Membranpotentials. Die Hyperpolarisation der
Purkinjezellen ist also auf das Offnen von GABAa-Rezeptoren, bzw. die daraus resultierenden
Strome zurlick zu fiihren.

Auch wenn die Antwort auf GABA, im Vergleich zu Kontrolltieren, deutlich reduziert war,
wurden Purkinjezellen aus PC-AKcc2 Tieren durch GABA hyperpolarisiert. Dies bedeutet, dass das

elektrochemische  Gleichgewichtspotential von  Chlorid  negativer war als das
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Ruhemembranpotential. Dieser Zustand ist nicht durch passive Diffusion von Chlorid aus der Zelle
zu erklaren. Auch HCO5-Strome kdnnen die Hyperpolarisation nicht erkldren, denn Eycos liegt bei
ca. -10 mV. Es muss also in Purkinjezellen neben Kcc2 einen weiteren Mechanismus geben, der
Chlorid gegen seinen elektrochemischen Gradienten exportiert.

Weder Chloridkonzentration, noch Eq (oder auch Umkehrpotential GABAerger Stréome
(Ecasa)) kOnnen allerdings mit dieser Methode bestimmt werden, da die GABAergen Strdme von
der Anzahl aktivierter GABAs-Rezeptoren abhdngt dies zwischen den gemessenen Zellen variiert.
Vor allem aber fliesst zu keiner Zeit der Messung Strom ausschliesslich Strom durch GABAa-
Rezeptoren. Dies bedeutet, dass auch wahrend des Spitzenwertes der Hyperpolarisation andere
lonenkandle beteiligt sind, und man also nicht das Umkehrpotential GABAerger Strome misst,

auch wenn dieser Anteil vielleicht dominiert.

3.1.3.2. Determination von Ecasa in Purkinjezellen

Um das Umkehrpotential GABAerger Strome (Ecasa) zU bestimmen, muss man die
GABAergen Strome isoliert betrachten. Ausserdem sollte die Messmethode moglichst unabhdngig
von der Anzahl der aktivierten GABAA-Rezeptoren sein.

Auch diese Experimente wurden in der Gramicidin Perforated-Patch Konfiguration
durchgefiihrt, allerdings im Voltage clamp Modus. Purkinjezellen (aus Mausen > P 25) wurde fir je
10 Sekunden auf verschiedene Potentiale zwischen -130 mV und 0 mV geklemmt. Dabei fliessen
bereits Strome Uber die Membran, die jedoch wahrend des Spannungspulses konstant bleiben.

Wahrend diesen Spannungsschritten wurde 100 uM GABA (oder 50 uM Muscimol) mithilfe
einer Applikationspipette direkt auf das Soma der gepatchten Zelle gegeben, um GABA,-
Rezeptoren zu aktivieren. Je nach Potential sieht man einen Einwarts- oder Auswartsstrom, den
GABAergen Strom, der nach der Applikation schnell wieder inaktiviert. Die verschiedenen
Spannungswerte wurden entsprechen des Zugangswiderstandes nachtraglich korrigiert.

Das Potential, bei dem der GABAerge Strom die Polaritat andert, nennt man Egasa, UNd es
entspricht in guter Anndherung Eq-. Flr Kontrollpurkinjezellen wurde so ein Egasa vOn
-97.3 £+ 1 mV (n=16) ermittelt (Abb. 22). Dieser Wert ist ca. 31 mV negativer als das zuvor
bestimmte Ruhemembranpotential. In Purkinjezellen von PC-AKcc2 Mausen wurde ein Egaga VON
-77.9 £ 3 mV (n=13) gemessen. Dieser Wert war nur um ca. 10 mV negativer als das Ruhepotential

der Zellen. Die Chloridkonzentration in den Purkinjezellen wurde nach der Nernst-Gleichung
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aus Ecaea und der Chloridkonzentration der Extrazelluldrlosung ([CI'1,=126.5 mM, 22°C) in
Anndherung berechnet. In Purkinjezellen von PC-AKcc2 Mdusen war [CIT; mit ~ 6 mM ungefahr
doppelt so hoch wie bei ihren Kontrollgeschwistertieren (~3 mM). Dies zeigt, dass die
Chloridextrusion in Purkinjezellen adulter Mduse hauptsachlich durch Kcc2 vermittelt wird.
Allerdings gibt es auch noch einen weiteren Mechanismus zur Chloridextrusion, da auch in Kcc2”

Purkinjezellen [CI]; unter der passiven Gleichgewichtskonzentration von ~11 mM liegt.
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Abbildung 22 | Der Einfluss von Kcc2 auf [CI']; von Purkinjezellen.

(A) Die Applikation von Muscimol hyperpolarisiert sowohl in Kcc2™/*- als auch in PC-AKcc2 Purkinjezellen.
Die Amplidude der Hyperpolarisation ist in PC-AKcc2-Purkinjezellen aber deutlich reduziert. (B) GABAx-
Rezeptor-vermittelte Strome von Kcc2” - und PC-AKcc2-Purkinjezellen bei verschiedenen
Haltepotentialen (links neben den Stromspuren angegeben, in mV). (C) Ermittlung von Egaga durch auftragen
der GABAergen Stromen aus (B) gegen das Haltepotential. Der Schnittpunkt mit der X-Achse ergibt Egaga. (D)
Zusammenfassung von Vi und Egaga.
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3.1.3.3. Chloridextrusion nach akuter Erhohung von [CI'];

Die vorausgegangene Messung von Egasa spiegelt den Ruhezustand von [Cl]; wider, da die
neuronale Aktivitat aller Neuronen im Gehirnschnitt durch Tetrodotoxin in der Badl6sung
blockiert wurde. Durch intensive, repetitive GABAa-Rezeptor-Aktivierung, also bei intensiver
neuronaler Aktivitat, kann es allerdings zu einer Beladung eines Neurons mit Chlorid kommen (Jin
et al, 2005). Um diese akut erhohte [Cl]; schnell wieder auf das Ruheniveau zu senken, ist aktiver
Chloridexport aus dem Neuron nétig. Diese Funktion wurde in anderen Gehirnregionen bereits
Kcc2, Kee3, und zum Teil auch CIC-2, zugeschrieben (Zhu et al, 2005; Rinke et al, 2010; Jin et al,
2005; Boettger et al, 2003). Im Purkinjezellspezifischen Knockout von Kcc2 war Ecaga negativer als
das Ruhemembranpotential. Allerdings war die Differenz zwischen Egspa und dem
Ruhemembranpotential im Vergleich zu Kontrolltieren im Ruhezustand drastisch reduziert.

Um den Chloridexport bei akut erhdhter [CIT; zu untersuchen, wurden Purkinjezellen mit
Chlorid beladen, und die Riickkehr zum Ruhezustand beobachtet (Abb. 23). Auch diese
Messungen fanden in der Gramicidin Perforated-Patch Konfiguration in der Voltage clamp

Konfiguration statt. Aus Ecasa wurde nach der Nernst-Gleichung [Cl]; ermittelt.

A B Cl~-Ladephase Erholungsphase C Cl--Ladephase Erholungsphase
s Muscimol i i [ R R R A
' / | PC-AKec2 0] +PC-AKce2
0.5 Potential [m\«"/ ‘}i;iinp * ; - e Hondlox = *ﬁii!i"! u e 2ox/lox
— 6050 < 751 b = 5
£ z " R L1777 H i
S5 3 51 S s t.
-1.01 m Kontrolle i ] "
== vor Ladephase _gc | » L] "aEgs =
asY  SEndeladephase 95 Yo bbb * . o
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Abbildung 23 | Chloridextrusion nach akuter Erhhung von [CI']..

(A) Durch Spannungsrampen hervorgerufene Stréme wahrend des Extrusionsexperimentes. Aus dem
Schnittpunkt der Strome mit der Kontrollstromspur (schwarz) wurde Egaga determiniert. (B) Darstellung der
ermittelten Egasa-Werte zu verschiedenen Zeitpunkten von Purkinjezellen aus Kcc2/** (n=5) und PC-AKcc2
(n=7). (C) Aus (B) estimierte [CI']; wahrend des Experiments. Fehlerbalken zeigen SEM.

In Purkinjezellen aus Kontrolltieren stieg [Cll; wahrend der ersten zwei Ladepulse um
ca. 3 mM an. Wahrend den folgenden 10 Ladepulsen war keine weitere Beladung festzustellen,
stattdessen sank die [Cl]; sogar wieder leicht ab (~0.5 mM). Nach der 1-minltigen Waschphase
hatten Kontrollpurkinjezellen ihre initiale [Cl]; bereits wieder hergestellt. Der Anstieg von [Cl];

wadhrend der Ladephase war in Purkinjezellen aus PC-AKcc2 Tieren vergleichbar mit der Situation
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in Kontrolltieren (~3 mM). Allerdings fiel auf, dass [CI7; Gber die gesamte Ladephase anstieg, ohne
ein Plateau zu erreichen. In der Erholungsphase wurde der Unterschied noch deutlicher.
Purkinjezellen, denen Kcc2 fehlte, hatten die initiale [CI]; erst nach 5 Minuten erreicht. Somit
waren Kcc2-Knockoutzellen beziiglich des Chloridexports stark beeintrachtigt. Trotzdem ist zu
bemerken, dass auch diese Zellen prinzipiell in der Lage waren, Chlorid gegen den

elektrochemischen Gradienten zu exportieren.

3.14. Elektrophysiologische Untersuchung von GC-AKcc2 Mdusen

Um die Rolle von Kcc2 in Kornerzellen des Cerebellums zu bestimmen, wurden ebenfalls
akute, sagittale Gehirnschnitte mittels Patch clamp untersucht. Um in der Gramicidin Perforated-
Patch Konfiguration einen guten Zugangswiderstand (<30 MQ) zu erreichen, bendétigt man
entweder einen leicht perforierten, dafiir aber groen Membranfleck (den Patch), oder einen
kleineren Membranfleck, der wiederum stark perforiert ist. Kérnerzellen sind jedoch, im Vergleich
zu Purkinjezellen, sehr klein. Ihr durchschnittlicher Durchmesser liegt etwa bei 7 pm.
Dementsprechend  sollten  verwendete Patchpipetten  ebenfalls  einen kleinen
Offnungsdurchmesser haben. Es dauerte mit diesen kleinen Patchpipetten relativ lange, bis der
Zugangswiderstand abnahm, und mit dieser Methode wurden keine Werte < 50 MQ erreicht
bevor die Zellen starben. Somit war diese Methode nicht geeignet, um fir Kérnerzellen Egaga zu
bestimmen.

Stattdessen wurden verschiedene Protokolle in der Cell attached Konfiguration benutzt, um

[CI]i von Kornerzellen aus GC-AKcc2 Mausen, sowie Kontrolltieren zu ermitteln.

3.1.4.1. Einzelkanalmessungen von GABA.Rs zur Bestimmung von DFcaga

Statt Ecasa direkt zu messen, wie im Fall von Purkinjezellen, wurde fiir Kérnerzellen zunachst
die elektrochemische Triebkraft fir GABAerge Stromen bestimmt. Als elektrochemische Triebkraft
(DF, von driving force) bezeichnet man die Differenz zwischen Membranpotential und
Gleichgewichtspotential einer lonenspezies, also

DF, =V,

Membran

_EX

fur eine lonenart X. Die elektrochemische Triebkraft fir Strome Uber GABAA-Rezeptoren
wird im Folgenden DFcasa genannt. Ein positiver Wert fiir DFcasa bedeutet, das auf Offnen eines

GABAx-Rezeptors zu einem Nettoauswartsstrom von Chlorid filhren wiirde, und die Zelle damit
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depolarisiert. Ein negativer DFgaga —~Wert hingegen wiirde dazu fiihren, dass Chloridionen durch
den GABAx-Rezeptor in die Zelle flieBen und sie hyperpolarisieren.

Um DFgapa in Kornerzellen zu bestimmen wurden Strome liber den GABAx-Rezeptor bei
verschiedenen Potentialen von intakten Zellen gemessen.

In ca. 80% der gemessenen Patches aus sowohl GC-AKcc2 Mausen, als auch
Kontrollgeschwistertieren, wurden Einzelkanalstréme beobachtet wenn sich GABA oder Muscimol
in der Pipettenlosung befanden (Abb. 24). Die durchschnittliche Leitfahigkeit Uber alle
gemessenen Potentiale (-80 bis +90 mV) lag bei beiden Genotypen bei ca. 18 pS. Die Leitfahigkeit
der gemessenen Kandle deutet auf extrasynaptische GABAARs hin, die ausschliesslich aus a- und (3-
Untereinheiten aufgebaut sind. GABAARs, die ausserdem eine y- oder 8-Untereinheit besitzen
weisen normalerweise hohere Leitfahigkeiten (~28 pS) auf (Mortensen & Smart, 2006; Brickley et al,

1999).
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Abbildung 24 | Einzelkanalmessungen von GABARs auf Kérnerzellen.

(A) Einzelkanal6ffnungen bei +80 mV Pipettenpotential mit verschiedenen Gabazin-Konzentrationen in der
Patchpipette. (B) Die Frequenz der Einzelkanaldffnungen nimmt mit steigender Gabazin-Konzentration ab. n
ist in Klammern (iber den Balken angegeben. Fehlerbalken zeigen SEM. (C) Typische Aufnahme einer
Kcc2™x  und  GC-AKcc2 Kornerzelle bei verschiedenen Pipettenpotentialen (Ve). (D) Strom-
Spannungsdiagramm der Einzelkanalstromamplituden gegen Vp. DFgasa wurde als Schnittpunkt der linearen
Regression mit der X-Achse ermittelt.
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Diese Strome bei positiven wie negativen Potentialen waren auch dann zu beobachten,
wenn die Pipettenlésung Natrium-frei war (eigene nicht gezeigte Daten). Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass es sich um Natriumstrome handelt. Wenn zusatzlich zu Agonisten
auch Antagonisten von GABAs-Rezeptoren (Picrotoxin, Bicucullin, Gabazin oder Furosemid) in die
Pipettenldsung integriert wurden, war die Frequenz der gemessenen Einzelkanal6ffnungen stark
reduziert. Zusammengenommen kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den
gemessenen Stromen tatsachlich um Strome tGber GABAa-Rezeptoren handelt.

Bei jeder gepatchten Zelle wurden nun mindestens sechs verschiedene Pipettenpotentiale
zwischen -80 und +90 mV fiir je ~2 Minuten angelegt. Generell wurden fir jede Zelle pro Pipetten-
potential >200 Einzelkanal6ffnungen ausgewertet. Die Amplituden der Einzelkanalstrome bei
einem Potential waren normalverteilt. Fiir jedes Potential wurde die mittlere Stromamplitude
gegen die Pipettenspannung aufgetragen. Das Strom-Spannungsverhaltnis war bei beiden
Genotypen linear. Nach Regression ergab sich fir Kcc2 Knockout-Kérnerzellen ein DFgasa vON
3.4 mV (n=15), was sich nicht von dem Wert aus Kontrolltieren (3.4 mV, n=12) unterschied. Dies
bedeutet, dass die Aktivierung von GABAx-Rezeptoren in beiden Genotypen einen leicht
depolarisierenden Chloridauswartsstrom zur Folge hat. Wichtiger noch ist, dass die Deletion von

Kcc2 in Kérnerzellen keinen Einfluss auf die Magnitude von DFgaga hat.

3.1.4.2. Die Bestimmung des Ruhemembranpotentials von Kérnerzellen

Um das Membranpotential Vi von Kérnerzellen mittels Cell attached Patch clamp zu messen
wurde eine Methode verwendet, die sich auf spannungsgesteuerte Kaliumkanéle (Ky Kanale)
stlitzt (Verheugen et al, 1999). In diesem Experiment liegt in der Patchpipette liegt die gleiche K*-
Konzentration, wie im Zytosol der Zelle vor. Daher liegt das Umkehrpotential fir K* (Ex*) Gber dem
Patch bei 0 mV. Aus diesem Grund flieBt genau dann kein Strom {iber K*-Kandle, wenn das
Pipettenpotential V» dem Membranpotential der Zelle (V) entspricht, also die Potentialdifferenz
Uber den Patch ebenfalls 0 mV ist.

Wahrend bei Kornerzellen aus Kontrolltieren (P 30-62) ein durchschnittliches Vy von
-90.6 + 2.2 mV (n=22) gemessen wurde, war das Ruhemembranpotential von Kornerzellen aus
ihren GC-AKcc2 Geschwistertieren mit -75.6 £ 1.9 mV (n=39) deutlich depolarisierter (p<0.001)
(Abb. 25).

Zusatzlich wurden Patch clamp Messungen in der Gramicidin Perforated-Patch
Konfiguration durchgefiihrt (Abb. 25). Da fiir Kérnerzellen Patchpipetten mit sehr kleiner Offnung
verwendet wurden, konnten Zugangswiderstande zwischen 40 - 100 MQ erreicht werden. Durch

diesen recht hohen Widerstand kann die Zelle im Voltage clamp nicht zuverldssig auf
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verschiedene Potentiale geklemmt werden. Im Current clamp (I=0) Modus ist dies jedoch nicht so
problematisch. Mit dieser Methode wurden die Werte von V\ aus den vorherigen Messungen fiir
beide Genotypen bestdtigt. Auch hier waren Koérnerzellen aus GC-AKcc2 Mausen im Vergleich zur
Kontrolle deutlich depolarisiert. Des Weiteren zeigte sich auch hier, dass die Aktivierung der
GABAA4Rs durch Muscimol zu einer Depolarisation der Kérnerzellen von sowohl GC-AKcc2, als auch
den Kontrollgeschwistertieren fiihrte. Das Ausmal3 der GABAergen Depolarisation war in beiden
Genotypen vergleichbar, so dass auch mit dieser Methode kein Unterschied im DFgapa festgestellt

wurde.
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Abbildung 25 | Die Bestimmung des Ruhemembranpotentials von Kérnerzellen.

(A) Cell attached Messung einer Kcc2/** (schwarz) und GC-AKcc2 (griin) Kérnerzelle. Vy wird aus dem
Schnittpunkt des Kaliumstroms mit dem Leckstrom ermittelt. Unten: Spannungsprotokoll. (B) Current clamp
Messung in der Perforated-Patch Konfiguration von einer Kcc2** (schwarz) und GC-AKcc2 (griin)
Kornerzelle. Die Applikation von Muscimol (50 uM, 30 ms) fiihrt in beiden Fallen zur Depolarisation der
Kornerzelle. (€C) Zusammenfassung von Vy sowie dem Potential wahrend der Muscimolapplikation
(Muscimol) von Kcc2™” (schwarz, n=29) und GC-AKcc2 (griin, n=24). Mittelwert und SEM werden durch
eine Box mit schwarzem Balken dargestellt.

3.1.4.3. Cl-Konzentration und Permeabilitit beeinflussen das Ruhemembranpotential

von Kornerzellen

Die Tatsache, dass in Kornerzellen eine erhéhte [CI; einen starken Einfluss auf Vi hat lasst
darauf schliessen, dass die Zellmembran von Koérnerzellen auch im Ruhezustand eine grof3e
Leitfahigkeit fir Chlorid aufweist. Im Cerebellum sind Kornerzellen einer tonischen Inhibition
durch ambientes GABA ausgesetzt (Brickley et al, 2001). Dieses konnte zum einen von
Bergmanngliazellen kommen, die GABA (ber den Anionenkanal Bestrophin-1 abgegeben (Lee et
al, 2010b), zum anderen durch ,Uberschwappen” aus GABAergen Synapsen von Golgizellen
(Brickley et al, 1996; Diaz et al, 2011) innerhalb eines Glomerulus. Ausserdem exprimieren

Kornerzellen spezielle GABAs-Rezeptoren, die & und a6 Untereinheiten beinhalten und dadurch
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hochaffin gegeniiber GABA sind, und zudem nicht desensitisieren (Tia et al, 1996; Farrant & Nusser,
2005).

Aus diesem Grund wurde die Beteiligung von GABAa-Rezeptoren am
Ruhemembranpotential von Kornerzellen untersucht (Abb. 26). Dazu wurden die GABAa-
Rezeptoren blockiert, wahrend Vy gemessen wurde. Die GABAA-Rezeptorantagonisten Picrotoxin
und Gabazin beeinflussten Vi von Kontrolltieren nicht signifikant (-93.5 + 2.4 mV, n=12, p=0.4),
doch in Koérnerzellen aus GC-AKcc2 Mausen wurde Vy, stark hyperpolarisiert (-87.9 £ 2.7 mV, n=19,
p<0.001).

Neben GABAa-Rezeptoren wurde auch die Anwesenheit von Glycinrezeptoren in
Kornerzellen gezeigt (Kaneda et al, 1995). Wenn zusdtzlich zu GABAa-Rezeptoren auch
Glycinrezeptoren durch Strychnin blockiert wurden, waren Kornerzellen aus Kontrolltieren zu
einem Vy von -99.9 £ 0.7 mV (n=9) hyperpolarisiert, da die tonische Depolarisierung auch tber
diese ionotropen Rezeptoren unterbunden war. Kcc2” Kérnerzellen wurden zu dhnlichen Werten
von Vy = -964 * 1.5 mV hyperpolarisiert (Kontrolle vs. Kcc2”; p>0.06). Dass auch
Kontrollkdrnerzellen deutlich hyperpolarisiert waren, wenn GABAA- und Glycinrezeptoren
gleichzeitig blockiert wurden, bestatigt erstens, dass Eq selbst dann positiver als Vi ist, wenn Kcc2
vorhanden ist. Zweitens wurde gezeigt, dass GABA nicht deshalb depolarisierend auf Kérnerzellen
wirkt weil Kcc2 inaktiv ware. Dass dies nicht der Fall ist, wird auch an dem stark depolarisierten Vy

von Kornerzellen aus GC-AKcc2 Mausen deutlich.

-70 ® ACSF Abbildung 26 | Membranpotential von
Kornerzellen wahrend der Blockade von
] i O Gabazin GABA,- und Glycinrezeptoren.
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3.1.4.4. Nkcc1 in adulten Kornerzellen

Die Tatsache, dass [CI]; Uber der passiven Gleichgewichtskonzentration liegt, bedeutet, dass
Kornerzellen aktiv mit CI" beladen werden. In unreifen Neuronen ist hauptsachlich Nkcc1 fiir den
Import von CI" gegen den Gradienten verantwortlich. In den meisten Neuronen wird die Nkcc1-
Expression jedoch mit fortschreitender Entwicklung und der Expression von Kcc2
herunterreguliert. Es wurde jedoch bereits beschrieben, dass cerebelldre Kérnerzellen auch in
adulten Nagern weiterhin ausgepragte Nkcc1-Expression aufweisen (Mikawa et al, 2002). Um dies
zu verifizieren, wurde in situ Hybridisierung mit einer Sonde gegen Nkcc1 auf sagittalen Schnitten
des Cerebellums von adulten (9 Wochen) Kontrollmdusen durchgefiihrt. Hier zeigte sich ein
robustes Signal in der Kornerzellschicht, wahrend keine Nkccl Transkripte in Purkinjezellen
detektiert wurden (Abb. 27). Als Positivkontrolle diente der Plexus choroideus, in dessen Zellen die

Expression von Nkcc1 bekannt ist (Mikawa et al, 2002; Kanaka et al, 2001).

A Antisense Sense Abbildung 27 | Die Blockade von
Nkcc1 fiihrt zur Hyperpolarisation
von Kornerzellen.

(A) In situ Hybridisierung von Nkcc1
mRNA (Exone 15-19) auf Sagittal-
schnitten des cerebelldren Kortex
(Cb) von adulten Wildtypmdusen. In
Korner-zellen und dem  Plexus
choroideus (Pc) wurde nur mit der
Antisense-Sonde ein robustes Signal
detektiert. MafBstab: 100 pm. (B)
Current clamp Messung in der
Pc & ‘ . Perforated-Patch Konfiguration von

! einer Kcc2” (links) und GC-AKcc2
(rechts) Kornerzelle. Badapplikation
von Bumetanid (10 pM, 2 Minuten,

Cb
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Um den Beitrag von Nkcc1 zur Chloridregulation in Kornerzellen elektrophysiologisch zu
untersuchen, wurde Vy von GC-AKcc2 Mausen und ihren Kontrollgeschwistern in Anwesenheit
von 10 ym Bumetanid in der Badlésung gemessen. Bumetanid ist ein relativ spezifischer
Antagonist der Nkccs, von denen nur Nkccl in Kornerzellen vorhanden ist. In hohen
Konzentrationen kann Bumetanid auch einige Typen von GABAx-Rezeptoren antagonisieren (Sung
et al, 2000). Dies scheint jedoch mit der Zusammensetzung des Rezeptors aus verschiedenen
Untereinheiten zusammen zu hangen, denn GABAa-Rezeptoren cerebelldrer Kérnerzellen sind
gegeniiber Bumetanid insensitiv (Hamann et al, 2002; Korpi et al, 1995; Korpi & Liiddens, 1997).

In GC-AKcc2 Kornerzellen fiihrte die Blockierung von Nkccl zu einer deutlichen
Hyperpolarisierung (auf -91.9 £ 1.4 mV, n=26) von Vy (Abb. 27). Dieser Wert unterschied sich nicht
von Kontrollzellen, deren Vu nur leicht negativer wurde (auf -95.1 £ 1 mV, n=26). Dies deutet
darauf hin, dass [CI]; bei Blockierung von Nkcc1 auch in Abwesenheit von Kcc2 abnimmt. Durch
offene GABAA-Rezeptoren kann es also zu einem ClI-Ausstrom kommen, der dazu fihrt, dass [Cl];
sich der passiven Gleichgewichtskonzentration anndhert. Dies fihrt dazu, dass das
Ruhemembranpotential von K*-Stromen, und daher vom Gleichgewichtspotential von K* (Ex)
dominiert wird.

Auch die Antwort auf Muscimolapplikation war in beiden Genotypen um etwa 50%
reduziert, wenn die Schnitte fiir 2 Minuten Bumetanid ausgesetzt waren (Kontrolle: von 7.2 mV auf

3.8 mV, n=3 und GC-AKcc2 von 6.5 auf 3 mV, n=5).

3.1.4.5. Die Aktivierung von GABA,Rs fiihrt zu Shunting Inhibition

GABAerge Inhibition von Golgizellen auf Kornerzellen ist in der Literatur gut belegt und
beschrieben (Rossi et al, 2003; Hamann et al, 2002; Brickley et al, 1996). Allerdings gab es bereits
Hinweise, dass nicht die Hyperpolarisation der Koérnerzellen, sondern eine Erhdéhung der
Membranleitfahigkeit (Shunting inhibition) zur Inhibiton der Koérnerzellen fihrt (Brickley et al,
1996).

Die leicht depolarisierende Anwort auf Muscimol 16ste weder in Kontroll- noch in GC-AKcc2
Kornerzellen Aktionspotentiale aus. Die Injektion von depolarisierenden Strémen in der
Perforated-Patch Konfiguration fiihrte in beiden Genotypen zu Aktionspotentialen, sobald ein
Membranpotential von ~ -50 mV erreicht wurde (Abb. 28). Im Einklang mit dem depolarisierten Vu
von GC-AKcc2 Kornerzellen war bei ihnen dafiir eine kleinere Stromamplitude nétig als bei
Kontrollzellen (Kontrolle: 33.6 £ 6 pA (n=7) und GC-AKcc2: 16.4 + 2 pA (n=9)). Bei simultaner

Muscimolapplikation mussten bei beiden Genotypen héhere Stromamplituden injiziert werden,
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um die Zelle auf ein Membranpotential von -50 mV zu depolarisieren und ein Aktionspotential

auszuldsen.
Abbildung 28 | Muscimol
A ACSF Muscimol vermittelt eine Shunting Inhibition
auf Kornerzellen.
Strominjektion in der Perforated-
Patch Konfiguration
Kcc2lox/lox (Zugangswiderstand ~70 MQ) flhrt
in (A) Kcc2* und (B) GC-AKcc2
El 50 pA Kornerzellen zu Aktionspotentialen
25 pA & o 25 pA (links). Wurde gleichzeitig Muscimol
e (50 uM) appliziert war bei beiden
Genotypen eine héhere
Stromamplitude noétig, um Aktions-
B ACSF Muscimol potentiale auszulésen (rechts).
=
GC-AKcc2 gl
20 pA 20 pA

Dies zeigt, dass die Aktivierung von GABAa-Rezeptoren tatsdchlich zu einer Shunting
Inhibiton fuhrt. Der Eingangswiderstand der Kornerzelle nimmt ab, was nach dem Ohm'’schen
Gesetz zur Folge hat, dass exzitatorische Stréme (EPSCs) ,kurzgeschlossen” werden, und daher

eine kleinere Potentialanderung hervorrufen.

3.1.5. Auswirkungen des konditionalen Kcc2-Knockouts auf das Netzwerk des
Cerebellums
3.1.5.1. Spontane postsynaptische Strome von Purkinjezellen in GC-AKcc2 Mausen

Purkinjezellen sind der einzige ,neuronale Ausgang” aus der Kleinhirnrinde. Alle
Informationen, die in den cerebelldren Kortex gelangen, laufen durch das neuronale Netzwerk,
und werden schliesslich in den Purkinjezellen integriert. Somit sind gerade diese Zellen von
besonderem Interesse.

Purkinjezellen bekommen glutamatergen Input von Kletterfasern und Kérnerzellen, sowie

GABAerge Signale von verschiedenen Interneuronen. Uber GABAerge Inhibition werden hier
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vorwartshemmende und negative Riickkopplungs-Schleifen gebildet, die wiederum die
exzitatorischen Signale begrenzen.

Das depolarisierte Vi von GC-AKcc2 Kornerzellen legt nahe, dass sie erregbarer sind als
Kontrollkérnerzellen. Dies wiirde in der Maus zu erhohter synaptischer Transmission auf
postsynaptische Neuronen, also Interneuronen und Purkinjezellen fiihren. Kornerzellen
kontaktieren Purkinjezellen Gber glutamaterge Synapsen, d.h. Aktivitdt von Koérnerzellen fihrt zu
exzitatorischen postsynaptischen Stromen in Purkinjezellen, die sich als exzitatorische
postsynaptische Strome (EPSCs) messen lassen. Des Weiteren aktivieren Kornerzellen
Interneurone der Molekularschicht, die wiederum GABAerge Synapsen auf Purkinjezellen bilden.
Die Aktivierung dieser GABAergen Synapsen flhrt zu inhibitorischen postsynaptischen Stromen
(IPSCs) in Purkinjezellen.

Die Frequenz dieser spontanen EPSCs und IPSCs (sEPSCs und sIPSCs) zeigt, wieviel
synaptische Transmission ein postsynaptisches Neuron erhdlt. Wenn nun Kérnerzellen in diesem

Netzwerk erregbarer sind, wird sich das in der Frequenz dieser Ereignisse widerspiegeln.
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Abbildung 29 | Spontane postsynaptische Strome von Purkinjezellen.

(A) Schematische Darstellung der Messkonfiguration (Ganzzellableitung) und des neuronalen Netzwerkes.
(B) Exemplarische Aufnahmen von sIPSCs und (C) sEPSCs von Purkinjezellenaus Kcc2™/* - und GC-AKcc2-
Mausen (links), und ein Diagramm mit den zusammengefassten Frequenzen der gemessenen Ereignisse
(rechts). Dargestellt sind die gemittelte Frequenz jeder einzelnen Zelle (Symbole), sowie Mittelwert aller
Messungen (schwarzer Balken) und SEM (Box).
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Um dies in Gehirnschnitten elektrophysiologisch zu untersuchen wurden
Ganzzellableitungen von Purkinjezellen gemacht (Abb. 29). Da es sich bei spontanen PSCs um
Ereignisse handelt, die durch Aktionspotentiale des prasynaptischen Neurons verursacht werden,
wurden keine Blocker wie z.B. Tetrodotoxin verwendet. Um EPSCs und IPSCs voneinander zu
trennen wurde eine Pipettenlosung verwendet, mit der E¢ bei ~ -74 mV lag. sEPSCs wurden bei
einem Haltepotential von -75 mV gemessen, so dass die Triebkraft fiir CI-Flux Gber die Membran
bei Null lag. sIPSCS wurden bei +20 mV als Auswartsstrome aufgenommen.

Die Frequenz der sIPSCs beider Genotypen unterschied sich nicht voneinander (Kontrolle:
5.0 £ 0.8 Hz (n=12), GC-AKcc2: 5.9 + 1.1 Hz (n = 15); p = 0.5). Dagegen war die Frequenz der sEPSCs
von Purkinjezellen in GC-AKcc2 Mausen, gegeniiber Kontrollgeschwistertieren signifikant erhoht
(Kontrolle: 0.62 + 0.2 Hz (n= 13), GC-AKcc2: 1.4 + 0.3 Hz (n=13); p = 0.03). Dies deutet darauf hin,

dass Kornerzellen in GC-AKcc2 Mausen hohere Aktivitat aufweisen als in Kontrolltieren.

3.1.5.2. Spontanaktivitat von Purkinjezellen

Ein Charakteristikum von Purkinjezellen ist ihre intrinsische Spontanaktivitdt (einfache
Spikes). Die Frequenz variiert ungefdahr zwischen 0-400 Hz (De Schutter & Steuber, 2009), wobei
die durchschnittliche Aktionspotentialfrequenz bei 50 Hz liegt (Shin et al, 2007). Es wurde
beobachtet, dass die Frequenzen innerhalb der Spikeabfolgen einer Purkinjezellen hochst variabel
sind. Allgemein wird angenommen, dass Purkinjezellen Informationen, die den cerebelldren
Kortex verlassen, durch diese Spikeabfolgen kodieren (De Schutter & Steuber, 2009). Verschiedene
Antagonisten von exzitatorischer und inhibitorischer synaptische Transmissionen lassen
Spikeabfolgen regelmdssiger werden, ohne dass die Frequenz stark beeinflusst wird (Kessler et al,
2008).

Zunachst wurde die Spontanaktivitat der Purkinjezellen von adulten (>11 Wochen) PC-
AKcc2 Mausen und ihren Kontrollgeschwistertieren gemessen (Abb. 30). In PC-AKcc2 Mausen ist
die GABAerge Inhibition auf Purkinjezellen durch die verringerte elektrochemische Triebkraft fir
Chlorid beeintrachtigt. Es ergab sich die Frage, ob dies einen Einfluss auf die Regelmassigkeit und
Frequenz der spontanen Spikes hat. Die durchschnittliche Frequenz war bei beiden Genotypen
dhnlich (PC-AKcc2: 20.6 £+ 1.2 Hz (n=33) vs. Kontrolle: 16.1 + 1.2 Hz (n=22), p=0.2; t-Test). Die Spikes
in PC-AKcc2 Mausen waren jedoch signifikant regelmaBiger als die von Kontrollgeschwistertieren,
was sich in einem niedrigeren Variationskoeffizienten der Interspikeintervalle (ISI CV)
widerspiegelte (0.09 = 0.01 (n=33) vs. 0.15 £ 0.02 (n=24), p=0.01; t-Test). Der ISI CV reflektiert die
generelle Varianz von Interspikeintervallen liber den gesamten gemessenen Zeitraum. Einige
besonders lange oder kurze Pausen zwischen den Spikes kénnen diesen Wert jedoch betrachtlich

verfalschen. Deshalb wurde ausserdem der CV,-Wert, bei dem nur die Varianz von unmittelbar
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benachbarten Interspikeintervallen verglichen wird, analysiert. Mit dem CV,-Wert wird die

Regelmassigkeit von Spikes innerhalb kleiner Zeitintervalle erfasst.
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Abbildung 30 | Spontanaktivitit von Purkinjezellen in PC-AKcc2- und GC-AKcc2-Mausen.

(A) Reprdsentative Aufnahmen (links) von Purkinjezellen aus PC-AKcc2-Mausen (oben) und GC-AKcc2-
Mausen (unten) mit jeweiligen Kontrollgeschwistertieren (Kcc2/>). (B) Dazugehérige Histogramme der
Interspikeintevalle. (C) Der Variationskoeffizient der Interspikeintervalle (ISI CV) und die ISI CV,-Werte von
PC-AKcc2-Méusen (n=36, Mitelwert ISI CV = 0.097 + 0.01; ISI CV, = 0.083 £ 0.01), GC-AKcc2 mice (n=55,
0.145 £ 0.01; 0.161 £ 0.01) und ihren jeweiligen Kontrollgeschwistertieren (n=33, 0.159 £ 0.02; 0.14 + 0.02
und n=50, 0.096 + 0.01; 0.089 £ 0.01). Das Diagramm zeigt Mittelwerte (schwarze Linien), SEM (Boxen) und
individuelle Messungen.

Auch auf kleiner Zeitskala betrachtet war die Aktivitdat von PC-AKcc2 Purkinjezellen regelmassiger
(CV»: 0.09 £ 0.01 (n=33) vs. 0.14 £ 0.02 (n=24), p=0.04; t-Test).

Wie bereits in Abschnitt 3.1.5.1 gezeigt, scheint die Aktivitdt von Kornerzellen in GC-AKcc2
Mausen erhoht zu sein. Dies fiihrt dazu, dass Purkinjezellen mehr glutamaterge Signale erhalten,
was wiederum die Regelmassigkeit ihrer spontanen Aktivitat modulieren konnte. In der Tat waren
sowohl ISI CV, als auch ISI CV, von Purkinjezellen in GC-AKcc2 Mausen signifikant erhoht (jeweils p
<0.0001). Die durchschnittlichen Frequenzen unterschieden sich jedoch nicht voneinander (GC-
AKcc2: 14.4 + 1.2 Hz (n=57) vs. Kontrolle: 12.7 + 1.2 Hz (n=50); p=0.4)

Die Unterschiede der ISI CV Werte von den Kontrollgruppen kdnnte am genetischen
Hintergrund der Mdause liegen. Aus diesem Grund wurden ausschliellich Geschwistertiere

miteinander verglichen.

53



ERGEBNISSE

3.1.5.3. Vestibulo-okularer Reflex

Adulte GC-AKcc2 (n=8), PC-AKcc2 (n=8) und PC,GC-AKcc2 (n=10) Mause zeigten keine
offensichtlichen Anzeichen fiir motorische Defizite. Um ihre motorische Leistungsfahigkeit
genauer zu untersuchen, wurden kompensatorische Augenbewegungen wahrend Rotationen
untersucht, und mit denen von Kontrollgeschwistertieren (n=8) verglichen. Es wurden

ausschlieBllich mannliche Tiere im Alter von 12-30 Wochen verwendet.

3.1.5.3.1. Funktionspriifung der okuldren Reflexe

Zunachst wurde der optokinetische Reflex (OKR) bei verschiedenen Frequenzen getestet
(Abb. 31). Die Augenbewegungen von GC-AKcc2 Mause unterschieden sich lber alle Frequenzen
weder in Amplitude (p=1) noch in Phase (p=0.85) von denen der Kontrollgeschwister. Dagegen
war die Amplitude der Augenbewegung von PC-AKcc2 und PC,GC-AKcc2 Mdusen ab 0.4 Hz leicht
reduziert (p=0.015 und p=0.035).
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Abbildung 31 | Kompensatorische Augenbewegungen von Mausen.

Adulte Kontrolltiere (n=8), GC-AKcc2-Mause (n=8), PC-AKcc2-Mause (n=8), und PC;GC-AKcc2-Méause (n=10)
erhielten (A) visuelle oder (B) vestibuldre Stimuli (Rotation) mit verschiedenen Frequenzen, bzw. (C) eine
Kombination von Beidem. Dabei wurden die kompensatorischen Augenbewegungen aufgenommen. Gain
(Verhéltnis von Geschwindigkeit der Augen zur Stimulisgeschwindigkeit) und Phase (Abweichung in °)
wurde gegen die Frequenz aufgetragen.
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Beim vestibulo-okularen Reflex im Dunklen (VOR) sowie bei Licht (VWVOR) unterschieden sich
PC-AKcc2 und GC-AKcc2 Mduse nicht von der Kontrollgruppe. In PG;GC-AKcc2 Mausen war jedoch
bei OKR, VOR und VVOR eine signifikante Phasenverschiebung zu beobachten (p=0.002, 0.006 und
0.001).

3.1.5.3.2. Kurzfristige Adaption des vestibulo-okuléren Reflexes

Nachdem der vestibulo-okulare Reflex bei allen Mauslinien prinzipiell funktionierte, wurde
untersucht, ob die Anpassung an veranderte Bedingungen gelernt und konsolidiert werden kann.
Hierzu wurden das vestibulare Signal (induziert durch Rotation der Maus) mit einem gleichzeitigen
visuellen Fehlsignal (Rotation des visuellen Feldes) prasentiert (Abb. 32). Um scharf sehen zu
konnen muss die reflexhafte Augenbewegung bei Rotation also dem neuen visuellen Signal
angepasst (d.h. gelernt) werden. Dieses kurzfristige Lernen wurde im Anschluss and das Training
Uberprift, indem die Maus im Dunklen rotiert und gleichzeitig die Augenbewegung

aufgenommen wurde.
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Abbildung 32 | Kurzfristige Anpassung des VOR durch ,,Gain down“-Training.

(A) Piktogramm der Messdurchfiihrung. Die Rotaion der Maus wurde mit einer parallelen Rotation des
visuellen Feldes gepaart. Die Aufnahme des VOR erfolgte bei Dunkelheit ohne visuellen Stimulus.
(B) Normalisierter Gain am ersten Tag des Trainings und am Anfang des nachsten Tages. (C) Darstellung der
konsolidierten Gain-Anpassung von Tag 1 nach Tag 2 (von b bis c in (B)). Sowohl| PC-AKcc2-Mause, als auch
PC,GC-AKcc2-Mause konnten nur ca. 10% der Adaption Giber Nacht konsolidieren. Fehlerbalken: SEM.

Am ersten Tag wurden die Maus und das visuelle Feld ,in Phase” mit einer Frequenz von
0.6 Hz um 5° rotiert. Dieses ,Gain-down” Training bewirkt, dass die Augen bei Rotation keine
Gegenbewegung mehr machen sollten, um das Bild stabil fixieren zu konnen. GC-AKcc2 Mause
waren im gleichen Ausmal3 wie Kontrolltiere in der Lage, die Amplitude ihrer Augenbewegungen
wahrend des Trainings zu modifizieren. PC-AKcc2 und PCGC-AKcc2 Mause konnten die

Augenbewegung zwar auch den neuen Bedingungen anpassen, doch sie taten dies deutlich
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weniger gut als Kontrolltiere. Und auch die Konsolidierung Gber Nacht war bei ihnen stark

beeintrachtigt, wahrend GC-AKcc2 Mause wie Kontrolltiere abschnitten.

3.1.5.3.3. Langzeitadaption des vestibulo-okuldren Reflexes

Um die zeitliche Koordination der Augenbewegungen (Phase) auf langfristige Adaption zu
untersuchen wurde Phasen-Umkehr-Training des VOR Uber 5 Tage durchgefiihrt (Abb. 33). Am
ersten Tag dieses Experiments wird das oben beschriebene ,Gain down” Training mit Rotationen
um 5° bei 0.6 Hz durchgefiihrt. Am néchsten Tag wird die Maus wieder um 5° rotiert, wahrend das
visuelle Feld sich gleichzeitig um 7.5°, bzw. an den Tagen 3-5 um 10°, dreht. Durch dieses Training
lernt die Maus, die Augen bei Rotation nicht mehr in die Gegenrichtung, sondern gleichgerichtet
zu bewegen. Zundchst muss also die Amplitude der Augenbewegung adaptiert, und schlief3lich

die Phase langfristig angepasst werden.
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Abbildung 33 | Phasenumkehr des VOR.

(A) Schema des Lernstimulus. (B) Gain wahrend der fiinf Tage der Phasenumkehr-Adaption. (C) Phase
(Abweichung der Augenbewegung vom Stimulus in °), im Anschluss an die Trainingseinheiten gemessen.
Wahrend PC-AKcc2- und PC,GC-AKcc2-Mause die Phase der Augenbewegung nicht umkehren konnten,
waren GC-AKcc2-Méause dazu durchaus, vergleichbar mit Kontrolltieren, in der Lage. Doch diese Adaption
wurde nicht Gber Nacht konsolidiert. (D) Quantifizierung der Konsolidierung der Phasenumkehr von GC-
AKcc2-Mausen und Kontrollgeschwistern (Kcc2°7%), gemittelt Giber Tag 2-5.

Wie schon im vorhergegangenen Experiment konnten PC-AKcc2 und PC,GC-AKcc2 Mduse

zwar an jedem Tag die Amplitude der Augenbewegungen modulieren, doch diese Anpassung
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wurde kaum Uber Nacht konsolidiert. Entsprechend konnten sie auch die zeitliche Abstimmung
der Augenbewegungen nicht den neuen Bedingungen anpassen.

GC-AKcc2 Maduse konnten die Amplitude der Augenbewegungen, genau wie
Kontrollmause, an jedem Tag anpassen. Diese Adaption wurde auch Uber Nacht, im gleichen
Ausmal wie bei Kontrolltieren, konsolidiert. Was jedoch ab dem 3. Tag auffiel, war, dass die
Phasenumkehr in GC-AKcc2 Mausen stark beeintrachtigt war. GC-AKcc2 Mause konnten ihre VOR
Phase zwar wahrend des Trainings an jedem Tag signifikant modifizieren, doch das Erlernte wurde
Uber Nacht kaum (z.B. von Tag 3 auf Tag 4 : 6%) konsolidiert, so dass sie am nachsten Tag wieder
vorne beginnen mussten. Kontrolltiere konnten die erlernte Phasenumkehr (ber Nacht
konsolidieren (z.B. von Tag 3 auf Tag 4 : 94%), und im Training am nachsten Tag auf dem bereits

Gelernten aufbauen.

3.2. Kalium-Chlorid-Kotransporter 3

3.2.1. Konditionaler Knockout von Kcc3 in Purkinjezellen

Auch fir Kcc3 wurde eine Beteiligung an neuronaler Chloridhomeostase beschrieben
(Boettger et al, 2003). Es stellte sich die Frage, ob die leicht hyperpolarisierende GABA-Antwort von
Purkinjezellen in PC-AKcc2 Mausen auf Kcc3-vermittelte Chloridextrusion zurilickzufiihren ist.
Immunhistochemische Farbungen des Cerebellums zeigten Kcc3 Expression in der weil3en
Substanz sowie in Purkinjezellen (Pearson et al, 2001). Da konstitutive Kcc3 Knockoutmaduse
progressive Neurodegeneration des zentralen und peripheren Nervensystems aufwiesen, wurden
in unserem Labor ,gefloxte” Kcc3-Mause generiert, bei denen die Exone 5-6 von loxP Sequenzen
flankiert sind (Kcc3"") (Abb. 34A).

Die Generierung der Kcc3' Maus wurde von Dr. York Rudhard durchgefiihrt.

In dieser Arbeit wurde durch Verpaarung der Kcc3™/> Mause mit L7-Cre- bzw. a6-Cre-
Mausen, sowie Kcc2™ Mausen die Deletion von Kcc3/Kcc2 in cerebelldren Purkinjezellen
(PC-AKcc3, bzw. PC-A(Kcc2;Kee3), bzw. Kornerzellen (GC-AKcc3) herbeigefiihrt (Aller et al, 2003;
Barski et al, 2000). Dieser zellspezifische Kcc3-Knockout wurde zundchst durch in situ
Hybridisierung  verifiziert.  Anschliessend  wurden dessen  Auswirkungen auf [CI];
elektrophysiologisch analysiert. Die Mauslinien wurden in gemischtem genetischen Hintergrund

gehalten.
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3.2.2. Verifizierung des zellspezifischen Knockouts von Kcc3

Die Einflihrung von loxP Sequenzen hatte keine Veranderung der Kcc3 Proteinexpression
zur Folge (Abb. 34B). Durch Cre-vermittelte Rekombination der loxP Sequenzen kommt es zu einer
Leserasterverschiebung und einem Stop-Kodon in Exon 7, was wiederum zum Abbruch der
Proteintranslation noch vor der ersten Transmembrandomane fiihrt. Wie im Western Blot zu sehen
ist, fihrte die Verpaarung mit Cre-Deleter-Mdusen zu einer vollstandigen Deletion von Kcc3

Protein in der Membranfraktion.

A B =
N
s i S Sl L
Kee3'ox i Sl Bammamn kD
Cre-Rekombinase 4 b i Kee3- SRS AR B » 30
34 i7 8 9 10 e
Kcc3” —+— +—# —t prag——
Swp PB-Actin- e D - -
: -35
C _ .
Antisense ense

Kcc3lox/lox PC-AKcc3 GC-AKcc3 Kcc3lox/lox
ST . - IR ;
S ot "*:s‘-"*,-f‘.-‘% b R ey e e R

YA

o oL B
e e BN e
.3 ¥ .yl.f..:_, _J.j&;sj

Abbildung 34 | Konditioneller Knockout von Kcc3 in Purkinjezellen des Cerebellums.

(A) Genstruktur des ,gefloxten” Kcc3-Allels Kcc3*. Cre-Rekombinase-vermittelte Rekombination zwischen
den loxP-Sequenzen fiihrt zur Exzision des fiinften und sechsten Exons. Zusdtzlich entsteht durch eine
Verschiebung des Leserasters ein Stopkodon. (B) Die Western Blot Analyse von einer Membranpraparation
(adultes Gehirn) zeigt, dass Kcc3**-Mause Wildtyp-Level von Kcc3 exprimieren (links). Die Verpaarung der
Kce3™*-Mause mit Cre-Deleter-Mausen fiihrt zu einem konstitutiven Knockout von Kcc3 (rechts) (C) In situ
Hybridisierung von Kcc3 mRNA auf Sagittalschnitten des Cerebellums von adulten Kcc3x-, PC-AKcc2- und
GC-AKcc2-Mausen. Mit der Antisense-Sonde wurde ein deutliches Signal in Purkinjezellen detektiert. In
Kornerzellen wurde keine Kcc3 mRNA nachgewiesen. Maf3stab: 100 pm.

Um die zellspezifische Deletion von Kcc3 zu untersuchen wurden Kcc3-Transkripte mittels in
situ Hybridisierung detektiert (Abb. 34C). Hierzu wurde eine Digoxigenin-UTP-markierte Riboprobe
gegen die Nukleotide 146-1056 muriner Kcc3 cDNA verwendet. In sagittalen Cerebellum-
Schnitten von Kontrolltieren (Kcc3™™) zeigten nur Purkinjezellen ein robustes Signal fir Kcc3
Transkripte. In Purkinjezellen von adulten PC-AKcc3 Mdusen wurde hingegen keine Kcc3 mRNA

detektiert. In Kdrnerzellen wurde keine Kcc3 Expression auf mRNA Ebene festgestellt.
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3.2.3. Ruhemembranpotential im Purkinjezellen und GABAerge Strome

Analog zu den Messungen von Purkinjezellen aus PC-AKcc2 Mausen wurden Vy und Egaga in
PC-AKcc3 Mausen in der Gramicidin Perforated-Patch Konfiguration bestimmt. Die Deletion von
Kcc3 hatte keinen Einfluss auf Vi von Purkinjezellen (PC-AKcc3:-61.3 = 1.3 mV (n=11) vs. Kontrolle:
-61.0+ 1.7 mV (n=15); p=0.9).

Boettger et al beschrieben eine leicht erhohte [ClT; in Purkinjezellen von 12-14 Tage alten
Kcc3 Knockoutmausen (Boettger et al, 2003). In Purkinjezellen aus alteren Mausen (P 28-43) konnte
ich keine Beteiligung von Kcc3 an der Regulation der intrazelluldaren Chloridkonzentration
feststellen. Egaga von Purkinjezellen aus PC-AKcc3 Mausen unterschied sich mit -90.0 + 2.2 mV
(n=11) nicht von Kontrolltieren (-91.1 £ 1.6 mV (n=11); p=0.9) (Abb. 35A).

Die Beteiligung von Kcc3 war auch nicht durch Kcc2 ,maskiert”, wie Messungen an
Purkinjezellen von PC-A(Kcc2;Kcec3) Mausen zeigten (Abb. 35A). Wahrend sich Vw von PC-
A(Kcc2;Kee3) (Vm =-58.1 £ 1 mV, n = 14) nicht von Kontrolltieren (Vu=-60.5+2mV,n=7; p=0.3)
unterschied, war ihr Ecasa deutlich depolarisierter (-77.9 £ 2.6 mV (n =20) vs.-90.4 £ 1.3 mV (n=7);
p <0.001). Dieser Wert unterschied sich nicht vom ermittelten Egasa von PC-AKcc2 Mausen
(-77.9 £ 3 mV, n = 13). Allerdings war das Ruhemembranpotential von Purkinjezellen aus Tieren
der PC-A(Kcc2;Kce3) Linie, im Vergleich mit Mausen der PC-AKcc2 Linie, leicht depolarisiert. Da dies
auch bei Kontrollmdusen der Fall war, liegt es wahrscheinlich an den unterschiedlichen

genetischen Hintergriinden der Linien.

A B Cl--Lade- Erholungs- C Cl-Lade- Erholungs-
phase phase phase phase
-100 - MEcaga  Muscimol «rvrrrrrrrers ©h i s Muscimol «vevrevervais AL
O Vi 1 « Kcc2:3lox/lox -65 - o Kcc3loxilox
g 70 epesesdibd = PC-A(Kco2Kee3) * PC-AKce3
£ ' e > [
£ a0, . gy £ | A
R [= Ifun = 75 4 sle, ;
£ 3 e 4 g7 i
e = ! z B!
5 ER I ST o 0
a U] .
0] 3 1 1111
-90 4 4 ' L] T L |
-50 -851 | l JiekSs
\014 \0*\0* *(P'b + tipst l
Do 3 \LL& 100 L—————f s =
‘i\b\'{‘ 0 20 40 60 120 300 480 0 20 40 60120 300
C Zeit [s) Zeit[s)

Abbildung 35 | Kcc3 ist nicht an der Regulation von [CI'];von adulten Purkinjezellen beteiligt.

(A) Zusammenstellung von Egasa und Vi von Purkinjezellen aus PC-A(Kcc2;Kcc3)- und PC-AKcc3-Méausen,
gemessen in der Perforated-Patch Konfiguration. Fehlerbalken: SEM. (B) Egasa wadhrend des
Chloridextrusionsexperimentes von PC-A(Kcc2;Kcc3)-Mausen und (C) PC-AKcc3-Mausen.
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3.24. Die Beteiligung von Kcc3 an Chloridextrusion nach akuter Erh6hung von [CI'];

In den vorhergehenden Messungen von Egasa Wurde nur der der Ruhezustand des Neurons
gemessen. Wahrend intensiver synaptischer Transmision kann es jedoch zu transienter und lokaler
Erhéhung von [CI]; kommen. In Purkinjezellen aus PC-AKcc2 Mausen war der CI" Export stark
beeintrachtigt, jedoch nicht vollkommen unterbunden. Um herauszufinden, ob Kcc3 wahrend
akut erhéhtem [CIT; an der CI Extrusion beteiligt ist wurden Purkinjezellen aus PC-AKcc3 und PC-
A(Kcc2;Kee3) Mausen in der Perforated-Patch Konfiguration mit Cl-beladen und die Riickkehr zum
initialen Ecasa gemessen (Abb. 35B-C).

Purkinjezellen aus PC-AKcc3 Mausen unterschieden sich weder im initialen Egasa, Nnoch
wadhrend Lade- und Erhohlungs-Phase von ihren Kontrollgeschwistern (an jedem Messpunkt
p > 0.4, n=8und 5).

Ein moglicher Einfluss von Kcc3 auf Egaga Wahrend und nach akuter CI" -Beladung wurde
auch in Abwesenheit von Kcc2 nicht festgestellt. Purkinjezellen aus PC-A(Kcc2;Kcc3) Mausen
unterschieden sich lber die ganze Messung nicht von PC-AKcc2 Purkinjezellen.

Somit wurde gezeigt, dass Kcc3 keinen Einfluss auf Egaga von Purkinjezellen aus tber 25

Tage alten Mausen hat.
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4, DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit war, die Funktion GABAerger Inhibition auf ausgesuchte Populationen
von cerebelldren Neuronen zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollte die elektrochemische
Triebkraft von Chlorid, dem Hauption GABAerger Strome, in diesen Neuronen gezielt reduziert
werden. Dies verhindert die Hyperpolarisations-vermittelte Inhibition Giber GABAx-Rezeptoren und
Glycinrezeptoren.

Um die intraneuronale Chloridkonzentration zu erhéhen wurde der neuronale Kalium-
Chlorid-Kotransporter Kcc2 in Purkinje- und Kornerzellen deletiert. In dieser Arbeit wurden die
Folgen dieser Manipulation auf zelluldarer Ebene, sowie auf bestimmte Aspekte des motorischen

Lernens untersucht.

4.1. Kcc2 und Synapsenmaturation im Cerebellum

Kcc2 lokalisiert in der Plasmamembran des Somas, doch ein besonders starkes
Immunofluoreszenzsignal wurde auch im Dendritenbaum, sowie in dendritischen Spines
detektiert. Auf diesen Spines befinden sich jedoch hauptsachlich glutamaterge Synapsen, fir
deren Funktion der Chloridgradient keine besondere Rolle spielt. Neben der gut dokumentierten
lonentransportfunktion wurde beschrieben, dass Kcc2 auch eine strukturelle Rolle in Neuronen
ausubt (Li et al, 2007). Der C-Terminus von Kcc2 interagiert direkt mit dem neuron-spezifischen
Protein 4.1 N. Dieses Protein besitzt eine Spektrin/Aktin-Interaktionsdomédne, und vermittelt so
vermutlich eine indirekte Interaktion zwischen Kcc2 und dem Zytoskelett. Fiir eine solche
Interaktion sind verschiedene Funktionen denkbar. Zum Beispiel kann die Lokalisation und
Stabilitat von Kcc2 auf diese Art reguliert werden (Chamma et al, 2012). Andererseits kann Kcc2
aber auch an der korrekten Architektur des Aktin-Zytoskeletts, sowie die Verteilung anderer
Membranproteine beteiligt sein (Gauvain et al, 2011; Li et al, 2007). Verfriihte Expression von Kcc2
fuhrt, unabhangig von der lonentransportfunktion, zu Defekten in neuronaler Differenzierung und
Migration (Horn et al, 2010). Des Weiteren wurde beschrieben, dass die Dichte der dendritischen
Spines stark zunimmt, wenn Kcc2 in embyonalen Neuronen uberexprimiert wird (Fiumelli et al,
2012). Wird hingegen die Expression von Kcc2 in Neuronen unterdriickt, fihrt dies zu abnormal
langen dendritischen Spines (Li et al, 2007), bzw. zu einer veranderten Lokalisation von AMPA-
Rezeptoren an glutamatergen Synapsen (Gauvain et al, 2011). All diese Effekte scheinen aus der
Interaktion mit dem Zytoskelett zu resultieren.

Auch im Fall der in dieser Arbeit untersuchten Purkinjezellen und Koérnerzellen war das in

den immunohistochemischen Untersuchungen detektierte Kcc2-Signal in den Dendriten
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besonders ausgepragt. Grobe strukturelle Veranderungen durch beeintrachtigte Migration und
Proliferation waren in den hier untersuchten Mausmodellen nicht zu erwarten. Die Deletion von
Kcc2 fand postnatal, und auch nach Einsetzen der endogenen Kcc2-Expression und
Synaptogenese statt. Erwartungsgemall war der makroskopische Aufbau des Cerebellums in den
hier beschriebenen, konditionalen Kcc2-Knockoutméausen unauffallig.

Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Studien wurden hier jedoch auch keine
Abnormalitaten in den glutamatergen Synapsen gefunden. Alle immunohistochemischen
Farbungen, sowie die elektronenmikroskopischen Aufnahmen gaben keine Hinweise auf
morphologische Veranderungen. Die postnatale Deletion von Kcc2 in Kérner- und Purkinjezellen
hatte keine Auswirkung auf die Anzahl von GABAergen und glutamatergen Synapsen, oder die
Morphologie der dendritischen Spines. Auch in den elektrophysiologischen Messungen gab es
keine Hinweise auf eine reduzierte oder erhéhte Anzahl von funktionellen Synapsen. Gauvain et al
beschrieben, dass die Deletion von Kcc2 nach Etablierung der glutamatergen Synapsen (28 Tage
in vitro) nicht die Anzahl und Morphologie der dendritischen Spines beeinflusst. Stattdessen sei
jedoch die Anzahl und Lokalisierung der AMPA-Rezeptoren an den Synapsen verandert, da Kcc2
deren laterale Diffusion verhindert (Gauvain et al, 2011). Dies lief3 sich in den hier durchgefiihrten
Immunofluoreszenzfarbungen schwer Uberprifen. Allerdings sollte ein reduzierter AMPA-
Rezeptorengehalt in den mEPSC-Messungen nachweisbar sein. Die Amplituden der mEPSCs von
Purkinjezellen aus PC-AKcc2 Mausen waren jedoch nicht reduziert, was gegen diese Hypothese
spricht.

Die oben diskutierten Studien fanden an Neuronen des Kortex und des Hippocampus statt,
wahrend in dieser Arbeit Purkinjezellen im Cerebellum untersucht wurden. Ein wichtiger
Unterschied ist auch, dass die vorher beschriebenen Studien in Zellkultur stattfanden.
Offensichtlich macht es auch einen grof3en Unterschied, ob die Expression von Kcc2 nach zwei
oder vier Wochen in vitro unterdriickt wird. Wahrend die eine Studie abnormal lange dendritische
Spines und eine reduzierte Anzahl glutamaterger Synapsen beschreibt, war in der anderen Studie
nur die Lokalisation der AMPA-Rezeptoren verandert.

Es bleibt somit unklar, ob die in anderen Studien beschrieben Effekte nur in vitro auftreten,

oder sie spezifisch fiir bestimmte Neuronen bzw. den Zeitpunkt der Deletion sind.

4.2. Kcc2ist der dominierende Cl-Extruder von Purkinje- und Kérnerzellen

Die Intention der Arbeit war, durch die Deletion von Kcc2 GABAerge Inhibition in den

untersuchten Neuronen zu unterbinden.

62



DISKUSSION

Wie in der Einleitung beschrieben, ist GABA im adulten Gehirn der wichtigste inhibitorische
Neurotransmitter. Wahrend der friihen neuronalen Enwicklung hingegen ist GABA depolarisierend
und wirkt exzitatorisch auf Neuronen des zentralen Nervensystems. Die intraneuronale
Chloridkonzentration ist ein entscheidender Faktor fiir die Frage, ob GABA exzitatorischoder oder
inhibitorisch auf eine Neuron wirkt. Die zytosolische Chloridkonzentration sinkt von ~20 mM in
unreifen Neuronen auf ~2-7 mM in adulten Neuronen (Ben-ari et al, 2007). Zeitlich parallel dazu
erhoht sich die Expression von Kcc2 in zentralen Neuronen (Ludwig et al, 2011; Rivera et al, 1999;
Stein et al, 2004). Wahrend Nkcc1 bei der Einstellung der hohen Chloridkonzentration junger
Neuronen involviert ist, besteht daher Konsens, dass der neuronale Kcc2 fiir die Absenkung von
[CIT; in adulten Neuronen essentiell ist (Rivera et al, 1999; Stein et al, 2004; Hibner et al, 2001b).
Zwar wurde beschrieben, dass auch Kcc3 und CIC-2 die neuronale [Cl]; absenken, doch bisher sind
die Belege dafiir nicht Uberzeugend (Boettger et al, 2003; Rinke et al, 2010). Wenn CIC-2 in
Hinterwurzelganglienneuronen (iberexprimiert wird resultiert dies zwar in einer deutlichen
Verschiebung von Eq, doch da CIC-2 ein lonenkanal ist handelt es sich um eine passive
Aquilibrierung mit dem Membranpotential (Staley et al, 1996).

In dieser Arbeit wurde etabliert, dass in adulten cerebelldaren Purkinjezellen und
Kornerzellen Kcc2 der wichtigste Chloridexporter ist, wahrend Kcc3 and der [CI]; -Regulation von

Purkinjezellen nicht beteiligt ist.

4.2.1. Kcc2 senkt [CI'];von Purkinjezellen

In cerebelldren Purkinjezellen ist die Expression von Kcc2 schon embryonal (E 15)
detektierbar (Takayama & Inoue, 2007). Allerdings bedeutet die Préasenz von Kcc2 noch nicht, dass
auch lonentransport stattfinden kann. Es wird vermutet, dass Kcc2 in vielen embryonalen
Neuronen inaktiv ist. Die funktionelle Aktivierung wird offensichtlich Gber die Lokalisation,
Oligomerisierung und der Phosphorylierungsstatus von Kcc2 reguliert. Monomere sind schon zu
friihen Entwicklungsstadien in der Plasmamembran von Neuronen des ZNS vorhanden, doch sie
scheinen kein Chlorid zu transportieren. Mit fortschreitender Entwicklung, und parallel zum
Absenken von [CIT], werden vermehrt Homo-Oligomere, die aktive Form von Kcc2, gebildet
(Blaesse et al, 2006).

Die Aktivitat von Kcc2 korreliert auch mit dem Phosphorylierungsstatus von einigen
Aminosduren. So sind z.B. die carboxyterminalen Threonine T906 und T1006 neonatal (P 0)
phosphoryliert, wohingegen sie im adulten Tier (P 20) nicht phosphorylisiert sind. In Kcc3 sind die
dazu homologen Stellen an der Regulation der lonentransportaktivitat beteiligt (Rinehart et al,

2009). Im Falle von Kcc2 konnten diese beiden Threonine also eine Rolle in der Inaktivierung von
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Kcc2 in jungen pre- und postnatalen Neuronen spielen (Rinehart et al, 2011). Zu diesem Zeitpunkt
scheint Kcc2 eine ausschlieB3lich strukturelle Rolle zu erfiillen, und GABA wirkt noch exzitatorisch.

Es gibt weitere phoyphorylierbare Positionen in Kcc2, deren Zustand jedoch nicht mit der
Entwicklung korreliert ist. Sie scheinen eher fiir die kurzfristige Modulation der Kcc2-Aktivitat
wichtig zu sein. Die Phosphorylierung von Serin 5940 steigert die Aktivitat von Kcc2. Zusatzlich
erhoht dies die Stabilitdt von Kcc2 in der Membran, indem die Internalisierung inhibiert wird (Lee
et al, 2007). Wenn jedoch die Tyrosine Y903 und Y1087 phosphoryliert sind hat das den
gegenteiligen Effekt. Die Plasmamembranlokalisation von Kcc2 nimmt in diesem Fall ab, da
lysosomale Degradation gesteigert wird (Lee et al, 2010a). Diese Form der Modulation kommt
nach intensiver neuronaler Aktivitat, wie z.B. bei Epilepsie, vor.

Insgesamt kann man vom alleinigen Vorhandensein von Kcc2 also noch nicht auf eine
niedrige neuronale [CI]; schlieBen. In Purkinjezellen aus Ratten findet der Ubergang von
depolarisierendem zu hyperpolarisierendem GABA am Ende der ersten postnatalen Woche statt
(Eilers et al, 2001). Bei Purkinjezellen von Mausen lag Ecasa in der zweiten postnatalen Woche (P 10)
bei ca. -70 mV (eigene nicht gezeigte Daten). Dies ist also leicht hyperpolarisierend, aber noch
deutlich positiver als der hier ermittelte Wert von adulten Purkinjezellen (Egaga= -94 mV).
Insgesamt scheint der zeitliche Verlauf der Verminderung von [CI]; in Purkinjezellen dhnlich bei
Ratte und Maus.

Mit den Immunofluoreszenzfarbungen habe ich bei P 17 in etwa 70% der Purkinjezellen
Kcc2 detektiert, so dass die Ecasa Werte bei in diesem Alter vermutlich noch stark zwischen den
Neuronen variieren. Ab P 25 jedoch exprimierten alle Purkinjezellen Kcc2, und konsistent damit
war Ecasn deutlich negativer als das Ruhemembranpotential. Uberraschenderweise fiihrte die
Deletion von Kcc2 jedoch nicht dazu, dass sich [Cl]i von Purkinjezellen auf das passive
Gleichgewicht einstellte. Das von mir gemessene Egasa War zwar deutlich positiver als bei
Kontrolltieren, jedoch negativer als das Ruhemembranpotential, so dass die Aktivierung von
GABAGRs die Purkinjezellen immer noch deutlich hyperpolarisierte. Somit muss es einen anderen
Mechanismus geben, der Chlorid entgegen seinem elektrochemischen Gradienten aus der Zelle
heraus transportiert. Der wahrscheinlichste Kandidat war Kcc3, denn Purkinjezellen exprimieren
auch diesen Kalium-Chlorid-Kotransporter. Mit in situ Hybridisierungen gegen die mRNA von Kcc3
habe ich ein robustes Signal in adulten Purkinjezellen, jedoch nicht in Kérnerzellen detektiert. In
Purkinjezellen aus adulten PC-AKcc3 Mausen waren dagegen keine Kcc3-Transkripte
nachzuweisen. Da flr Immunofluoreszenzfarbungen kein zuverlassiger Antikorper verfligbar war,
konnte die Expression und Lokalisation jedoch nicht auf Proteinebene verifiziert werden. Es wurde
beschrieben, dass Kcc3 in Purkinjezellen von jungen Mausen (P 12-14), also einem Alter in dem die

Kcc2-Expression noch nicht voll etabliert ist, an der Chloridextrusion beteiligt ist (Boettger et al,
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2003). Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit kein Hinweis auf die Beteiligung von Kcc3 an der
[CIT-Regulation in adulten Purkinjezellen (>P 25) gefunden. Weder im Ruhezustand, noch nach
akuter Chloridbeladung schien Kcc3 die [CI]; von Purkinjezellen zu beeinflussen. Im Unterschied zu
Boettger et al. wurden in dieser Arbeit konditionelle Kcc3-Knockoutmause untersucht, die alter als
P 25 waren. In diesem Alter ist Kcc2 der wichtigste Chloridextruder von Purkinjezellen, welcher
wiederum den von Kcc3 vermittelten lonentransport (iberdecken kénnte. Doch auch in
Abwesenheit von Kcc2 konnte ich keine Beteiligung von Kcc3 an der Einstellung von [Cl];messen.
Vielleicht ist Kcc3 in Purkinjezellen dieses Alters nur unter bestimmten Umstdnden, wie
hypotonischem Stress, aktiv. Es wurde gezeigt, dass dieser Transporter, im Gegensatz zu Kcc2,
durch Zellschwellung aktiviert wird und an der Volumenregulation von Neuronen und
Epithelzellen beteiligt ist (Boettger et al, 2003; Mercado et al, 2005). Daher kénnte sein, dass Kcc3
unter den hier gewdahlten Bedingungen kaum aktiv ist. Ausserdem konnte ich die subzelluldre
Lokalisation von Kcc3 nicht UGberpriifen. Es ist denkbar, dass Kcc3 in diesem Alter nicht mehr in der
Plasmamembran des Somas vorkommt. In dieser Arbeit wurden jedoch alle Messungen am Soma
der Purkinjezellen vorgenommen. Da aber in Neuronen grof3e Unterschiede in [Cl]; zwischen z.B.
Soma und distalem Dendritenbaum vorliegen kénnen ist eine Rolle von Kcc3 beim Absenken von
[CIT; unter Ruhebedingungen nicht grundsatzlich auszuschlieBen. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuche zeigen aber deutlich, dass Kcc3 nicht fir die hyperpolarisierende GABA-
Antwort in PC-AKcc2 Purkinjezellen verantwortlich ist.

Somit kann in dieser Arbeit nicht abschliessend erklart werden, warum [CI]; in
Purkinjezellen auch dann noch unter der passiven Gleichgewichtskonzentration liegt, wenn Kcc2
fehlt. Der hyperpolarisationsaktivierte Chloridkanal CIC-2 spielt eine geringfligige Rolle in der
Chloridaquilibration nach akuter erhohter [CIT]; in hippocampalen Pyramidenzellen (Rinke et al,
2010). In adulten Purkinjezellen wird dieser lonenkanal ebenfalls exprimiert (Mladini¢ et al, 1999).
Allerdings ist der lonenflux durch einen Kanal passiv, so dass Eq” nur mit dem Membranpotential
aquilibriert werden kann. Um ein Egsn zu erreichen, welches negativer ist als das
Ruhemembranpotential muss aktiver Chloridtransport entgegen dem elektrochemischen
Gradienten stattfinden. Es kann also durchaus sein, dass CIC-2 an der Chloridextrusion nach der CI°
-Beladung von Purkinjezellen beteiligt ist. Doch die hier gemessene Wiedereinstellung des
hyperpolarisierten Egasa kann nicht durch CIC-2 erklart werden.

Im Gegensatz zu CIC-2 ist der Na*-gekoppelte CI/HCOs-Austauscher Ncbe (S/ic4al0) ein
wahrscheinlicherer Kandidat fiir den unbekannten Chloridexporter in Purkinjezellen (Wang et al,
2000; Jacobs et al, 2008). Ncbe (fiir Na*-driven chloride/bicarbonate exchanger) transportiert Na*
und HCO;', im Austausch gegen ClI und H*, in die Zelle hinein und spielt damit eine wichtige Rolle

in der Alkalinisierung des Zytosols. Hier findet also ein Export von Chlorid statt, dessen
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Antriebskraft der einwartsgerichtete Gradient von Natrium ist. Adulte Purkinjezellen weisen eine
robuste Expression von Ncbe auf. Somit kann es durchaus sein, dass Ncbe, in Abwesenheit von
Kcc2, der Transporter ist, der [CI]i von Purkinjezellen absenkt, so dass Ecasa damit weiter
hyperpolarisierend ist. Dies konnte auch erklaren, warum PC-AKcc2 Purkinjezellen nach akuter
Beladung mit Chlorid in der Lage waren, innerhalb von fiinf Minuten zu ihrer initialen [CI]; zurlick
zu kehren. Dies dauerte zwar relativ lange, doch insgesamt war der Chloridexport entgegen des
elektrochemischen Gradienten maoglich. Um diese Frage zu kldren misste man Kcc2 und Ncbe
gleichzeitig in Purkinjezellen deletieren. Die Exporteffizienz von Kcc2 ist so hoch, dass andere
Transporter, die zur Regulation von [CI; beitragen, verdeckt wiirden. Die Deletion von Ncbe geht
bei Mdusen mit einer hohen Letalitat einher, so dass auch hier ein zellspezifischer Knockout
angeraten wdre (Jacobs et al, 2008). Allerdings darf man nicht vernachldssigen, dass Ncbe eine
wichtige Funktion in der neuronalen pH-Regulation hat, was wiederum die Interpretation von

Messergebnissen erschweren kénnte.

4.2.2, [CI']; beeinflusst das Membranpotential von Kérnerzellen

In den ersten drei postnatalen Wochen proliferieren Koérnerzellvorlaufer in der dusseren
Kornerzellschicht und migrieren an den Fortsdtzen der Bergmannglia entlang durch die
Molekularschicht in die innere Koérnerzellschicht (Burgoyne & Cambray-Deakin, 1988). Die
Maturation der Synapsen beginnt, sobald die Kérnerzellschicht erreicht ist (Nakanishi & Okazawa,
2006). Wahrend der Proliferation und Migration weisen Kornerzellen eine hohe Expression von
Nkcc1 auf, wahrend Kcc2 Transkripte nicht detektierbar sind. Sobald sie in der Kérnerzellschicht
angelangt sind, exprimieren sie jedoch neben Nkcc1 auch Kcc2 (Mikawa et al, 2002).

In den Parallelfasern, also den Axonen der Kornerzellen, wurde Kcc2 mittels
Immunofluoreszenzfarbungen in dieser Arbeit nicht detektiert. Pugh und Jahr zeigten, dass die
Aktivierung von axonalen GABAs-Rezeptoren bei Kornerzellen zu einer Depolarisation fiihrt, die
sogar Aktionspotentialen auslésen kann (Pugh & Jahr, 2011). In der Plasmamembran des Somas
und der Dendriten hingegen habe ich ein starkes Immonofluoreszenzsignal fiir Kcc2 detektiert.
Die Inhibition von Kdrnerzellen durch Golgizellen des Cerebellums ist in der Literatur gut belegt
(Santhakumar et al, 2006; Crowley et al, 2009; D'Angelo, 2008). Bisherige elektrophysiologische
Untersuchungen wurden jedoch meist in der Ganzzellkonfiguration durchgefiihrt, so dass man
bisher von einer Inhibition durch Hyperpolarisation ausging. In dieser Arbeit war es daher umso
Uberraschender, dass Kornerzellen durch Applikation von GABA auf das Soma leicht
depolarisierten. Unerwartet war auch, dass die Triebkraft der GABAergen Strome in GC-AKcc2

Kornerzellen, im Vergleich zu Kontrolltieren, unverdndert war. Die leichte Depolarisierung bei
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Applikation von GABA vermittelte jedoch in beiden Mauslinien Inhibition durch Shunting, also
durch eine erhohte Leitfahigkeit der Membran.

Die GABAerge Depolarisation war in allen gemessenen Kornerzellen zu gering um die
Aktionspotentialschwelle zu erreichen. Der Grund hierfir lag in dem sehr negativen
Ruhemembranpotential der Kornerzellen. Die meisten Studien, die Koérnerzellen
elektrophysiologisch untersuchen, fiihren Ganzzellableitungen durch, und berichten von
Ruhemembranpotentialen um -60 mV (Armano et al, 2000; Hamann et al, 2002; D’'Angelo et al,
1995). Das Volumen dieser Zellen ist jedoch sehr klein, so dass das Zytosol sehr schnell mit der
Pipettenlosung dialysiert wird. Das Ruhemembranpotential einer Zelle hdngt von
lonenkonzentration und Permeabilitdit der Membran ab. Ganzzellmessungen kénnen, je nach
Zusammensetzung der Pipettenlésung, beide Parameter beeinflussen. Es kann schlie8lich nicht
ausgeschlossen werden, dass die Offenwahrscheinlichkeit verschiedener Kanale durch die Ein-
oder Auswaschen von lonen und anderen Biomolekiilen verandert wird. Um derartige Probleme
zu vermeiden eignen sich daher nicht- oder minimalinvasive elektrophysiologische Methoden. In
anderen Studien wurde die Gramicidin Perforated-Patch Konfiguration verwendet, um
Kornerzellen von Ratten zu analysieren (Watkins & Mathie, 1996; Brickley et al, 1996). Sie
berichteten, dass das Ruhemembranpotential von Kornerzellen innerhalb der ersten drei
postnalaten Wochen negativer wird. Bei P 21 waren ahnlich negative Werte, wie sie in dieser
Arbeit bei Mdusen > P 25 gemessen wurden, erreicht (Brickley et al, 1996). Wir haben die
Ergebnisse aus den Perforated-Patch Experimenten schlieBlich noch mit nichtinvasiven Cell
attached Messungen verifiziert.

Bisher wurde angenommen, dass K* Leckstrome flir das hyperpolarisierte
Membranpotential im Bereich von E¢* veranwortlich sind (Watkins & Mathie, 1996; Aller et al,
2005). Tandemporenkaliumkandle (K;P), von denen sechs Isoformen robust in cerebelldren
Kornerzellen erxprimiert werden, vermitteln diese K*-Strome (Yoo et al, 2009; Mathie et al, 2003). In
der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass auch Chloridstrome bei dem
hyperpolarisierten Membranpotential von Kornerzellen eine entscheidende Rolle spielen.
Tonische GABAAR-Strome in cerebelldren Kérnerzellen sind in der Literatur gut belegt (Kaneda et
al, 1995; Brickley et al, 1996; Hamann et al, 2002). Kornerzellen exprimieren sechs bis neun
verschiedene GABA.R-Untereinheiten, doch die tonische Inhibition wird von den ausschlief3lich
extrasynaptischen a6p6-GABA4Rs vermittelt (Brickley & Mody, 2012). Die 6-Untereinheit kommt
nur in Rezeptoren vor, die auch a6-Untereinheiten enthalten. Die Deletion von a6 flihrt zum
vollstandigen Verlust von &-Untereinheiten sowie der tonischen Inhibition (Jones et al, 1997;
Nusser et al, 1999). Aufgrund der konstitutiven Aktivitat dieser GABA4Rs ist es nicht verwunderlich,

dass auch Chloridstréme am Ruhemembranpotential von cerebelldren Kérnerzellen beteiligt sind.
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Der Zusammenhang zwischen Vy und Chlorid wurde in dieser Arbeit mithilfe der GC-AKcc2
Mausen aufgeklart. Die Deletion von Kcc2 fiihrte zu einer erhéhten [ClT;, und als Folge davon zu
einem deutlich depolarisierten Ruhemembranpotential. Sowohl die Blockade von GABAARs, als
auch das Absenken von [Cl]; durch Blockade von Nkcc1 fiihrte dazu, dass Vm von GC-AKcc2
Kornerzellen hyperpolarisierte. Auch Glycinrezeptoren scheinen einen kleinen Anteil des
tonischen Chloridstroms zu vermitteln. Die Anwesenheit von Glycinrezeptoren in der Membran
von Kornerzellen wurde bereits beschrieben (Kaneda et al, 1995). Fiir Glycin wurde ebenfalls eine
nicht-synaptische Freisetzung aus Bergmannglia beschrieben (Huang et al, 2004). Des Weiteren
verwenden ~65% der Golgizellen sowohl GABA als auch Glycin als Neurotransmitter (Simat et al,
2007). In meinen Messungen scheint der glycinerge Anteil des tonischen Chloridstroms neben
dem GABAergen Strom insgesamt jedoch recht klein zu sein. Trotz allem wurde hier gezeigt, dass
tonische Strome Uber GABAa-Rezeptoren und Glycinrezeptoren zum Ruhemembranpotential von

Kornerzellen beitragen, und ihre Erregbarkeit wirksam kontrollieren.

4.3. Signaltransduktion im cerebelldren Kortex

4.3.1. Eine erhohte neuronale [CI]; hat verschiedene Konsequenzen fiir Purkinjezellen

und Kornerzellen

Die Vorwdrtshemmung von Interneuronen der Molekularschicht auf Purkinjezellen
moduliert die Signalintegration in Purkinjezellen. Exzitatorische Signale kdnnen nur innerhalb
eines kurzen Zeitfensters aufsummiert werden. Dies versetzt Purkinjezellen in die Lage, die
Koinzidenz verschiedener Parallelfasersynapsen zu erkennen und diese Information weiter zu
geben (Mittmann et al, 2005). Dieses System funktioniert nur in Anwesenheit von GABAerger
Inhibition durch Interneuronen.

In Purkinjezellen fiihrte die Deletion von Kcc2 zu einer dramatischen Reduktion der
GABAergen Hyperpolarisation. Es ist wahrscheinlich, dass die leichte GABAerge Hyperpolarisation
in PC-AKcc2 Purkinjezellen, zusammen mit einer Abnahme des Membranwiderstandes,
funktionelle Inhibition durch Shunting bewirken kann. Nach intensiver, repetitiver GABAa-
Rezeptor-Aktivierung, also bei intensiver neuronaler Aktivitat, kann es jedoch zu einer Beladung
eines Neurons mit Chlorid kommen (Jin et al, 2005). PC-AKcc2 Purkinjezellen haben ein
ausgepragtes Defizit in der Chloridextrusion. Daher ist vorstellbar, dass die GABAerge
Transmission in bestimmten Situationen nicht mehr inhibierend wirkt. Dafilr spricht auch, dass der
PC-AKcc2 Phénotyp dem der PC-Ay2-Maus, in welcher GABAARs spezifisch von Purkinjezellen
deletiert wurden, sehr dhnlich ist. In der PC-Ay2-Maus ist die GABAerge Transmission auf diese

Neuronen vollstandig unterbunden (Wulff et al, 2009).
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In Kornerzellen fiihrte die Deletion von Kcc2 zu einer Erhéhung von [CI], wodurch Vy
konstitutiv depolarisiert war. Unverdndert hingegen war die elektrochemische Triebkraft der
GABAergen Strome, sowie die dadurch vermittelte Shunting Inhibition. Somit wurde die
GABAerge Inhibition auf Kornerzellen in GC-AKcc2 Mdusen zwar nicht unterbunden, doch die
Erregbarkeit der Kornerzellen selbst war erhoht. Interessanterweise fihrt hochfrequente
Moosfaseraktivierung ebenfalls zur Potenzierung der intrinsischen Erregbarkeit von Kornerzellen
(Armano et al, 2000). Das depolarisierte Membranpotential der Kornerzellen hat zur Folge, dass
zum Auslosen eines Aktionspotentials weniger glutamaterge Transmission notig ist. Eine weitere
denkbare Konsequenz ware, dass der Mg**-Block der NMDA-Rezeptoren durch das depolarisierte
Membranpotential teilweise aufgehoben ist. Kérnerzellen besitzen NMDA-Rezeptoren, die schon
ab -60 mV betrédchtliche Stréme vermitteln und deren Sensitivitat gegenliber Mg** relativ gering
ist (Monyer et al, 1994; D'Angelo et al, 1995). Ca?*-Einstrom Uber NMDA-Rezeptoren ist mit der
Langzeitpotenzierung (LTP) von Synapsen assoziiert. Wenn eine Postsynapse depolarisiert,
entfernt dies den Mg?*-Block von NMDA-Rezeptoren, so dass diese durch Bindung von Glutamat
aktiviert werden konnen. NMDA-Rezeptoren haben eine hohe Ca?*-Permeabilitdt. So kommt es zu
einem Ca?*-Einstrom und der Aktivierung intrazellularer Ca?*-abhdngiger Prozesse. Im Fall der
Langzeitpotenzierung von Moosfaser-Kérnerzellsynapsen wird z.B. die Wahrscheinlichkeit der
Transmittervesikel-Freisetzung erhdht (Sola et al, 2004) (D’Angelo et al, 1999). Ist dieser Prozess an
ausgewadhlten Synapsen gestort kann es zu sehr spezifischen Ausfallerscheiningen kommen. Die
Deletion der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2A verhindert Langzeitpotenzierung der Moosfaser-
Kornerzellsynapse vollstédndig. Interessanterweise haben diese Mause den selben Phédnotyp, wie
die hier untersuchten GC-AKcc2-Mause. In beiden Mauslinien war selektiv die Konsolidierung des
Phasenumkehrlernens beeintrachtigt, wahrend andere Lernformen des Vestibulo-okuldren
Reflexes nicht betroffen waren (Andreescu et al, 2011).

Im Fall der GC-AKcc2 Koérnerzellen ist es daher gut vorstellbar, dass ebenfalls die
Langzeitpotenzierung der Moosfaser-Kérnerzellsynapsen verdandert ist. Da die Inhibition durch
Golgizellen nicht beeintrachtigt war, ist wahrscheinlich das konstant depolarisierte

Membranpotential der Kornerzellen fir diesen Effekt verantwortlich.

4.3.2. Die Auswirkungen der zellspezifischen Deletion von Kcc2 auf das neuronale

Netzwerk des Cerebellums

Purkinjezellen sind der einzige neuronale Ausgang aus dem cerebelldren Kortex. Samtliche
Informationen die im cerebelldren Kortex prozessiert wurden sind in ihrem Aktivitatsmuster

kodiert. Purkinjezellen weisen eine intrinsische Spontanaktivitat mit Frequenzen bis zu 400 Hz auf
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(De Schutter & Steuber, 2009). Synaptische Transmission hat keinen Einfluss auf die Frequenz
dieser Spikeabfolgen. Stattdessen wird alleine die Regelmadssigkeit der Aktionspotentiale durch
die Aktivitat GABAerger und glutamaterger Synapsen moduliert (Kessler et al, 2008). Dies wurde
anhand von chemischer Blockade bzw. Deletion der GABAa-Rezeptoren von Purkinjezellen
demonstriert (Hausser & Clark, 1997; Wulff et al, 2009).

Die Vorwartshemmung durch Interneuronen der Molekularschicht beeinflusst so also das
Spikemuster von Purkinjezellen. In den in dieser Arbeit untersuchten PC-AKcc2-Mausen ist die
Starke dieser Inhibition jedoch drastisch reduziert. Dementsprechend waren die Spikes der
Purkinjezellen signifikant regelmassiger als in Kontrollgeschwistertieren. Der Effekt war
vergleichbar mit dem der PC-Ay2-Maus, auch wenn die Zunahme der Regelmassigkeit weniger
ausgepragt war (Wulff et al, 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde die Spontanaktivitdt von
Purkinjezellen ausschlieBBlich in akuten Gehirnschnitten gemessen. Die Situation im sich
bewegenden Tier kann sich davon sehr unterscheiden, da der cerebellare Kortex in der Maus
standig Informationen lber das Moosfasersystem erhalt. Vergleicht man die Regelmassigkeit der
spontanen Purkinjezellaktivitat zwischen in vitro und in vivo gibt es deutliche Unterschiede. In vivo
sind die Spikeabfolgen sehr viel unregelmassiger und korrelieren zudem mit den prasentierten
Stimuli (Wulff et al, 2009). Dass die Effekte auf Verhaltensebene zwischen PC-Ay2-Mausen und den
in dieser Arbeit untersuchten PC-AKcc2-Mdusen vergleichbar war, weist darauf hin, dass die
GABAerge Inhibition durch Deletion von Kcc2 in vivo praktisch unterbunden ist.

Die Regelmassigkeit der spontanen Aktivitait von Purkinjezellen wird nicht nur von
GABAerger Transmission moduliert. Die Blockade von Glutamatrezeptoren lasst die Spikeabfolgen
ebenfalls regelmadssiger werden (Kessler et al, 2008). In GC-AKcc2-Mausen ist die
Neurotransmission auf Purkinjezellen wegen der neuronalen Verkniipfungen gleich zweifach
betroffen. Zum einen ist zu erwarten, dass die depolarisierten Kérnerzellen aktiver sind, und daher
mehr glutamaterge Transmission die Purkinjezellen erreicht. Des Weiteren aktivieren Kornerzellen
auch die Interneuronen der Molekularschicht. Diese sind zwar spontan aktiv, doch es ist
vorstellbar, dass sie durch die Kérnerzellen in GC-AKcc2-Mausen starker erregt werden. Dies hatte
zur Folge, dass die GABAerge Transmission auf Purkinjezellen hier ebenfalls erhoht ist. Die
Frequenz der spontanen IPSCs war in GC-AKcc2-Mausen zwar nicht signifikant verdndert, doch es
zeigte sich eine Tendenz zu héheren Frequenzen.

Bemerkenswerterweise war die Spontanaktivitdat von Purkinjezellen aus GC-AKcc2-Mausen
tatsachlich unregelmassiger. Ein dhnlicher Effekt ist zu beobachten, wenn man die Aktivitdt von
AMPA-Rezeptoren pharmakologisch erhoht (Kessler et al, 2008). Auch in der tottering Maus
wurden unregelmdssige Spikemuster, allerdings begleitet von einer hoheren Spikefrequenz, von

Purkinjezellen beschrieben (Hoebeek et al, 2005; De Zeeuw et al, 2011). Diese Mause haben durch
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eine Punktmutation in einem spannungsgesteuerten Calciumkanal, der auch in cerebelldren
Purkinjezellen und Koérnerzellen robust exprimiert wird, neben Epilepsie auch eine ausgepragte
Ataxie (Saito et al, 2009). Es wurde beschrieben, dass die GABAerge Inhibition auf Purkinjezellen in
tottering Mdusen langer anhalt und damit starker ist als in Kontrolltieren (Zhou et al, 2003). Somit
kann es durchaus sein, dass auch in der GC-AKcc2-Maus GABAerge Transmission zum
unregelmdssigen Spikemuster von Purkinjezellen beitragt. Der Phanotyp der tottering Maus ist,
was kompensatorische Augenbewegungen betrifft, jedoch sehr viel gravierender. Ausserdem sind
die Symptome dieser Maus, wie oben erwdhnt, vielfiltiger. Im Gegensatz dazu ist die
Beeintrachtigung der kompensatorischen Augenbewegungen in den hier verwendeten Kcc2-
Knockoutmausen sehr viel spezifischer.

Eine Kornerzelle hat bis zu sieben Dendriten, die alle in unterschiedlichen Glomeruli enden.
Da jeder Glomerulus nur von genau einer Moosfaser innerviert wird, kann eine Koérnerzelle die
Aktivitat von bis zu sieben Moosfasern integrieren. Mehrere Moosfasern miissen gleichzeitig aktiv
sein, um eine Kornerzelle zu erregen. Es wird daher allgemein angenommen, dass jede
Kornerzelle fiir die zeitgleiche Aktivitat einer spezifischen Gruppe von Moosfasern kodiert (Albus,
1971). Kérnerzellen weisen keine bis sehr wenig Spontanaktivitdt auf. lhre Aktivitat wird durch
Inhibition von Golgizellen intensiv reguliert. Féllt diese Inhibition durch Ablation von Golgizellen
weg, fuhrt dies zu schwerer Ataxie in der Maus (Watanabe et al, 1998). In den von mir untersuchten
GC-AKcc2-Maus sind die Kornerzellen leichter erregbar. Daher kdnnte die beeintrachtigte
Adaption der Augenbewegungen damit zusammen hdngen, dass die Kornerzellkodierung in

diesen Mausen weniger stringent ist.

4.4, Die Adaption des vestibulo-okuldren Reflexes ist durch zellspezifische Deletion von

Kcc2 beeintrachtigt

In Purkinjezellen war die Wirkung der Inhibition durch Interneuronen der Molekularschicht
aufgrund der Deletion von Kcc2 reduziert. Die Rolle der Vorwartshemmung auf Purkinjezellen ist,
genau wie die Plastizitat dieser Inhibition, noch nicht vollstandig aufgeklart. In PC-AKcc2-Mausen
haben wir festgestellt, dass neben der kurzfristigen Adaption vor allem auch die Konsolidierung
des Gelernten beeintrachtigt war. Ein sehr dhnlicher Phanotyp tritt auch in Abwesenheit von
synaptischen GABAx-Rezeptoren in Purkinjezellen auf (Wulff et al, 2009). Es wird allgemein
angenommen, dass das Erlernen von motorischen Fahigkeiten durch Langzeitdepression (LTD)
der exzitatorischen Parallelfaser-Purkinjezellsynapsen realisiert wird. Die Induktion des LTD
involviert eine synchrone Aktivierung von Kletterfasern und Parallelfasern (Ito & Kano, 1982). Eine

weitere Studie zeigte allerdings, dass die Koaktivierung von Kletterfasern und Parallelfasern
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zusdtzlich LTD an inhibitorischen Synapsen induziert (Mittmann & Hausser, 2007). Insgesamt
beruht diese Plastizitdt also auf einer Balance zwischen exzitatorischen Signalen und der
Vorwédrtshemmung auf Purkinjezellen. In den von uns untersuchten GC-AKcc2-Mausen war
selektiv die Konsolidierung tber Nacht von nur einem Aspekt, dem Lernen der Phasenumkehr,
beeintrachtigt. Die Adaption und Konsolidierung des Gains war jedoch genauso effizient wie in
Kontrolltieren. Dieses Defizit wurde in einer anderen Studie bereits mit der Langzeitpotenzierung
von Moosfaser-Kérnerzellsynapsen korreliert (Andreescu et al, 2011). Andererseits gibt es eine
Studie, die nahelegt, dass das Kurzzeitlernen bei der VOR-Adaption im cerebelldren Kortex
geschieht, wohingegen dieses Gelernte wahrend der Konsolidierung auch in andere, bisher
unbekannte Bereiche libertragen und dort gespeichert wird (Kassardjian et al, 2005). Dazu muss
diese Information in dem Aktivitatsmuster der Purkinjezellen gespeichert sein, denn ihre Axone
sind der einzige neuronale Ausgang aus den cerebelldren Kortex. Das Kurzzeitlernen ist jedenfalls
unabhangig vom LTP der Moosfaser-Kérnerzellsynapsen, und war auch in GC-AKcc2-Mausen nicht
beeintrachtigt.

Die PC,GC-AKcc2-Mause waren von den hier untersuchten konditionellen Kcc2-
Knockoutmdusen die am starksten betroffene Gruppe. Selbst die kurzfristige Adaption von
kompensatorischen Augenbewegungen war bei diesen Tieren drastisch eingeschréankt. Dies ist
nicht verwunderlich, da neben der weniger effizienten Inhibition von Purkinjezellen zusétzlich
auch mehr exzitatorische Parallelfaseraktivitat vorliegt. Wie zuvor beschrieben hangt Plastizitat im
Cerebellum von einem fein austarierten Gleichgewicht aus Exzitation und Inhibition ab. In PC;GC-
AKcc2-Mausen waren diese beiden synaptischen Einfllisse auf Purkinjezellen diametral verandert.
Man kann sich gut vorstellen, dass die Defizite der Anpassung von Augenbewegungen sich nicht

nur aufsummieren, sondern gegenseitig potenzieren.
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1. Material

5.1.1. Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders angegeben wurden Standardchemikalien der Firmen Roche
(Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Gibco
(Eggenstein), Riedel de Haen (Seelze), BioRad (Hercules, USA) und Sigma (Miinchen) in der Qualitat
Jp.a.” bzw. ,reinst” verwendet.

Enzyme wurden von New England Biolabs (Beverly, USA), Fermentas (St. Leon-Rot),
Invitrogen (Eggenstein), Promega (Madison, USA) oder Roche (Mannheim) bezogen.

Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (Ulm) synthetisiert.

5.1.2. Filmmaterialien und bildgebende Verfahren

Fir die Chemilumineszenz kam das Kamerasystem ChemiSmart 5000/ChemiCapt (PegLab)
zum Einsatz. Agarosegele wurden mit einem Digital-Video-System (Intas, Gottingen)
aufgenommen und auf Thermopapier (Mitsubishi Thermodrucker) ausgedruckt.

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung wurde ein Zeiss Axiophot mit 10x, 20x, 40x und 63x
VergroBerungsobjektiven benutzt. Bilder wurden mittels Kamera (Kappa DX 20 HC-FW) und der
Kappa Imaging Sotware aufgenommen.

Fir immunhistochemische Untersuchungen mit Fluoreszenz wurde ein konfokales
Mikroskop mit 10x, 40x und 63x VergroBerungsobjektiven benutzt (Leica TCS SP2). Bilder wurden
mit der dazugehdrigen Software aufgenommen und wenn nétig mit Adobe Photoshop (Adobe)

nachbearbeitet.

5.1.3. Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen

Fir alle Losungen und Medien wurde Uber ein Milli-Q-System (Millipore, Eschborn)
aufgereinigtes H,O verwendet. Zur Sterilisation wurden Losungen 20 Min bei 121°C autoklaviert,

oder mittels einer Membran der Ausschlussgrenze 0.22 um sterilfiltriert.
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Tabelle 2 | Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Puffer, Losung und Medium

Zusammensetzung

ACSF (Artificial cerebrospinal fluid)

119 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.3 mM MgSO4, 1 mM NaH,POs, 26.2 mM NaHCOs,

2.5 mM CaCl> und 11 mM Glukose, pH 7.4 bei Begasung mit Karbogen

ACSF mit wenig Ca?*

119 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.3 mM MgSO4, 1 mM NaH2POg4, 26.2 mM NaHCOs,

0.5 mM CaCl; und 11 mM Glukose, pH 7.4 bei Begasung mit Karbogen

Blocklésung Immunohistochemie

5% NGS, 0.25% Triton-X in PBS

Chloralhydrat

6% Chloralhydrat in PBS, pH 7.4

DEPC-H.0

H20 mit 0.1% Diethylpyrocarbonat, tiber Nacht gertihrt und durch

Autoklavieren inaktiviert

DNA-Ladepuffer (10X)

0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol,

30% (w/v) Glycerol

Eosin-G Lésung

0.2-0.5 g Eosin G, 10-12 Tropfen Eisessig, 200 ml H,O

Fixierldsung

4% Paraformaldehyd in PBS, pH 7.4

Gelatineldsung

1.5 g Gelatine, 0.1 g Kaliumchromsulfat in 200 ml Reinstwasser

Gramicidin-Stockldsung

Gramicidin aus Bacillus aneurinolyticus (Mixtur aus Gramicidin A, B, C und D),

50 mg/mlin DMSO

Homogenisierungspuffer MP

140 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 7.4), 5 mM EDTA, 4 mM Pefabloc

Intra-Lésung |

140 mM KCl, 5 mM MgClz, 10 mM HEPES, 5 mM EGTA, pH 7.3

Intra-Lésung Il

120 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.1 mM CaClz, 10 mM MgCl2, 20 mM TEA-CI,

5 mM 4-AP, 10 mM Glukose, 10 mM HEPES, pH 7.4

Intra-Lésung 1l

120 mM NMDG-Cl, 2 mM CaClz, 2 mM MgCly, 20 mM TEA-CI,

5 mM 4-AP, 5 mM HEPES, pH 7.4

Intra-L6sung IV

120 mM KCl, 11 mM EGTA, 1 mM CaClz, 2 mM MgClz, 10 mM HEPES,
20 mM Glukose, auf pH 7.25 mit 35 mM KOH

(finale K* Konzentration: 155 mM)

Intra-Lésung V

135 mM CsCl, 10 mM HEPES, 0.2 mM EGTA, 2 mM ATP, 0.3 mM GTP,

10 mM Glukose

Intra-L&sung VI

130 mM Cs-Methansulfonat, 7 mM NaCl, 2 mM Mg-ATP und

10 MM HEPES pH 7.3
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Karbogen

95% Oz und 5% CO;

LacZ Fixierlésung

270 pl 37% Formaldehyd; 80 pl 25% Glutaraldehyd,

0.2% NP-40, 0.1% Na-Desoxycholat in 10 ml PBS

Ladepuffer Proteine (3X) 150 mM Tris/HCl, 6% (w/v) SDS, 30% Glycerol,

0.3% (w/v) Bromphenolblau, 5% (v/v) b-Mercaptoethanol, pH 8
LB-Agar LB-Medium mit 15 g/l Agar
LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7.2

Levamisol-Stock

1 M Levamisol in ultrapurem H,O

Lysispuffer Hot Shot

100 mM Tris/Cl, 5 mM EDTA, 0.2% SDS, 200 mM NaCl, pH 8.5

Lysispuffer Membranprep

50 mM Tris (pH 6.8), 5 mM EDTA, 2% SDS, 4 mM Pefabloc

NTM 100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 50 mM MgClz, pH 9.5
PBS 0.14 M NaCl, 3.2 mM Na;HPO4, 2.7 mM KCl, 1.5mM KH,PO4, pH 7.4
PBST 0.14 M NaCl, 3.2 mM Na;HPO4, 2.7 mM KCl, 1.5mM KH>PO4, 0.25% Triton-X

pH7.4

Ponceau rot (10X)

2 g Ponceau S, 30 g Trichloressigsédure, 30 g

Sulfosalicylsaure, auf 100 ml H.O

Saccharoseldsung

30% Saccharose in PBS, pH 7.4

SOC-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0.5 g NaCl, 20 mM Glukose, 2.5 mM KCl,
0.01 M MgClzin 1 L H;0, steril, pH 7.0
SSC 150 mM NaCl, 15 mM Natrium-Citrat, pH 7.2

Western Blot Stripping Puffer

15 g Glyzerin, 1 g SDS, 10 ml Tween-20 auf 11 mit ultrareinem Wasser, pH 2.2

TAE 10 mM Natriumazetat, 1 mM NazEDTA, 40 mM Tris/HCl, pH 8.0

B 10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 55 mM MnCl,, pH 6.7

TBST 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 25 mM Tris, 1% Tween, auf pH 7.4 mit HCI

™ 100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5

Transferpuffer 20% Methanol in Lammli-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1%SDS, pH 8.3)

Western Blocklosung

TBST mit 5% Milchpulver

X-Gal Farbel6sung

2 mM MgClz, 5 mM KsFeCNs, 5 mM KsFeCNg, 1 mg/ml 5-Br-4-Cl-3-Indolyl-b-D-

Galaktose, 0.2% NP-40, 0.1% Na-Desoxycholat

75



MATERIAL UND METHODEN

5.1.4. Bakterienstamme

Es wurden Escherichia coli Abkémmlinge des K12-Stammes XL1-Blue verwendet.

5.1.5. Vektoren

pGEM®-T Easy  (Promega), Klonierungsvektor mit Replikationsursprung zu Replikation in
E. Coli, Ampicilinresistenz, T7- und SP6-Promotoren fiir die RNA-Synthese, LacZ-Gen zum

Durchmustern von Transformanten nach dem Blau /Wei3—Kriterium.

5.1.6. Oligonukleotide

Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Biomers (Ulm) synthetisiert.

5.1.6.1. Genotypisierung

Zum Genotypisieren der verwendeten Mauslinien wurden die im Folgenden aufgelisteten

Primerpaare verwendet.

Tabelle 3 | Primer zum Genotypisieren der verwendeten Mauslinien

Sequenz Lange der PCR-Produkte [bp]
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5.1.6.2. Sequenzierung

Zur Sequenzierung von Plasmidkonstrukten, die als Vorlage zur Synthese von in situ
Hybridisierungssonden dienten, wurden die aufgelisteten Primer verwendet. Beide Primer binden
im Plasmid (in den Promotorregionen fiir die RNA-Polymerasen SP6 und T7), und waren daher

optimal geeignet, um ein dazwischen inseriertes DNA-Fragment zu amplifizieren.

Tabelle 4 | Primer zum Sequenzieren von DNA-Fragmenten im pGEM®-T Easy -Vektor

T7 AATACGACTCACTATAGG

spéL ATTTAGGTGACACTATAGAAT

5.1.6.3. Sonden fiir In-situ Hybridisierungen

Um die DNA-Vorlagen fiir die Synthese von in situ Hybridisierungssonden zu amplifizieren
wurden die hier aufgelisteten Primerpaare verwendet. Die Vorlagen zur Amplifizierung der
Fragmente waren ein Plasmid mit muriner Kcc3 c¢cDNA, bzw. eine c¢cDNA-Bibliothek, die von
Matthias Heidenreich zur Verfligung gestellt wurde (Nkcc1). Diese cDNA-Bibliothek wurde aus

neonatalem Gehirnlysat (P 0) synthetisiert.

Tabelle 5 | Primer zum Amplifizieren der DNA-Vorlagen fiir in situ Hybridisierungssonden

Gen Primer Sequenz Lange der Sonde [bp]
Kce3 mKCC3-5eq-26s GCCATAAAAAAGCCCGAAATG 525

mKCC3-Seqg-7a ACATGGCTGCTGCAAATGTGG
Nkcc1 nkcc12r CCAGTCCTTCCTTCAGGCG 516

Nkcc1f_Bamh1 ATGTGAACTGGGGATCCTCCAC
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5.1.7. Antikorper

Tabelle 6 | Liste der verwendeten Primérantikérper

Antigen Verdiinnung Herkunft

Die Sekundérantikérper zur Detektion waren fir Western Blots mit Meerrettich-peroxidase (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim), fiir Anwendungen in der Immunfluoreszenz mit Alexa Fluor-

Farbstoffen (Molecular Probes, Leiden/ Niederlande) gekoppelt.

5.1.8. Mauslinien

Die Mduse wurden bei einem Licht/Dunkelzyklus mit Licht von 07:00 bis 19:00 Uhr und
Dunkelheit von 19:00 bis 07:00 Uhr gehalten. Sie wurden mit Wasser und Qualitatsfutter ad libitum
gefiuttert. Alle Mauslinien wurden in gemischtem genetischen Hintergrund gehalten. Fur

Experimente wurden daher nur Geschwistertiere miteinander verglichen.

Tabelle 7 | Verwendete Mauslinien

Mauslinie Herkunft
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5.2. Methoden

5.2.1. Mikrobiologische Methoden

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden E. coli Bakterien verwendet. Die Bakterien
wurden zundchst chemisch kompetent gemacht, dass heiflt in die Lage versetzt, DNA-Molekiile
aufzunehmen. Anschliessend wurden diese Bakterien mit Plasmid-DNA transformiert und tber
Nacht in Selektionsmedium kultiviert. Die Plasmid-DNA konnte schlieBlich aus den Bakterien

aufgereinigt werden.

5.2.1.1. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Eine Ubernachtkultur des jeweiligen Bakterienstammes in SOC-Medium wurde in 250 ml
frisches SOC-Medium Uberimpft. Sobald die Kultur eine optische Dichte (OD 600) von 0.5 - 0.6
erreicht hatte, wurden die Zellen in vorgekiihlten Zentrifugenréhrchen fiir 10 Minuten auf Eis
gekihlt. AnschlieBend wurden die Zellen durch eine 10 miniitige Zentrifugation bei 4000 rpm
(4°C) sedimentiert und in eiskaltem TB resuspendiert. Nach 10 minUtiger Kiihlung auf Eis wurden
die Zellen bei 3500 rpm (4°C) sedimentiert und in 18.5 ml eiskaltem TB resuspendiert. Nach
tropfchenweiser Zugabe von 1.5 ml DMSO wurden die Zellen fiir 10 Miuten auf Eis inkubiert. Die

Zellsuspension wurde in 200 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C gelagert.

5.2.1.2. Transformation von Bakterien

Chemisch kompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 125 - 200 pl Zellsuspension
wurde mit 2 pl Plasmid-DNA vermischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Darauf folgten 45
Sekunden bei 42°C. Anschliessend wurden die Zellen mit 600 pl SOC-Medium versetzt und fiir eine
Stunde bei 37°C mit leichtem Schwenken inkubiert. Die Zellen wurden durch kurzes
Zentrifugieren konzentriert, 500 ul des Uberstandes verworfen. Die tibrigbleibende Zellsuspension

wurde auf einer LB-Amp-Platte ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.2.2. Molekularbiologische Methoden

5.2.2.1. Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Um die Méuse zu genotypisieren, wurde diesen, je nach Alter unter Athernarkose, eine
Schwanzbiopsie entnommen. Zur vereinfachten und beschleunigten Gewinnung genomischer

DNA wurde eine modifizierte ,Hot Shot” Methode verwendet. Hierbei wurden die
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Schwanzbiopsien mit 40 ul Hot-Shot Lysispuffer und 10 ul Proteinase K Stocklésung (20mg/ml) fiir
2 Stunden bei 55°C unter Schiitteln inkubiert. Anschliessend wurde die Mischung fiir 10 Minuten
auf 95°C erhitzt, um die Proteinase K zu inaktivieren. Durch Zugabe von 250 ul H,O wurde die
Probe verdiinnt und bei 4°C gelagert. Es wurden 0.5-2 pl der Probe pro Genotypisierung

eingesetzt.

5.2.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Wenn nicht anders angegeben wurde fiir alle PCR-Anwendungen die thermostabile Tag-
Polymerase (Invitrogen oder OptiTaq) verwendet. Die verwendeten Primer sind in Abschnitt 5.1.6
aufgefiihrt. Wenn nicht anders angegeben wurde folgender Ansatz (50ul) verwendet: 20 pmol von
beiden Primern, 1 pl 10 mM dNTP Mix, 2 ul 50 mM MgCl2, 5 ul 10xPCR buffer, 50-100 ng DNA und
1.5 U Tag-Polymerase (Invitrogen). Je nach Amplifikationsprodukt und Primerpaar wurde das

folgende Programm modifiziert:

Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen
Denaturierung 95 5 Min

Denaturierung 95 30s

Anlagerung der Primer 55-65 30s 30-35x
Elongation 72 1 Min/kb

Finale Elongation 72 5 Min

Aufbewahrung 10

Die PCR-Reaktionen wurden in PCR-Maschinen der Firma Biometra (Professional

Thermocycler) durchgefiihrt.

5.2.2.3. Praparation von Plasmid DNA aus 2 ml-Kulturen (Miniprep)

Ausgehend von einer Einzelkolonie auf einer LB-Amp-Platte wurden 2 ml Glukose-haltiges

LB-Amp-Medium mit transformierten Bakterien angeimpft und iber Nacht auf einem Schiittler bei
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37°C herangezogenen. Zur Prdparation von Plasmid DNA aus 2 ml-Kulturen wurde das EZNA
Plasmid Miniprep Kit | (Peglab Biotechnologie) nach Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip
der Plasmid-Aufreinigung basiert auf einer alkalischen Lyse der Bakterien, bei der die Plasmid-DNA

nicht zerstort wird.

5.2.2.4. Praparation von Plasmid-DNA aus 100 ml-Kulturen (Midiprep)

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus 100 ml-Kulturen wurde das PureLink™ HiPure Plasmid
Midiprep Kit (Invitrogen) verwendet, mit dem 100-200 pg Plasmid-DNA isoliert werden kénnen.
Die Praparation erfolgte wie vom Hersteller beschrieben, wobei der Aufschluss der Bakterien auch

hier durch alkalische Lyse stattfindet.

5.2.2.5. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach dem Thermozyklusverfahren mit Tag-
Polymerase und mit einem fluoreszenz-markierten Primer bzw. Terminatoren (Applied
Biosystems). Die Gelelektrophorese und Detektion wurde mit einem ABI 377 Sequenzierer

durchgefiihrt. Die Sequenzen wurden mit der DNA-Star Software (Lasergene) analysiert.

5.2.2.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte photometrisch mit einem
Photometer GeneQuant Il (Pharmacia) oder einem Spektrophotometer ND-1000 (NanoDrop).
Dabei entspricht eine OD von 1 gemessen bei 260 nm 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40ug/ml
RNA oder einzelstrangiger DNA und 33ug/ml Oligonukleotid. Als Indikator furr die Reinheit wurde
der Quotient aus OD 260nm/OD 280nm herangezogen. Er sollte fiir reine

Desoxyribonukleinsdureldsungen bei 1.8 liegen, fiir reine Ribonukleinsdureldsungen bei 2.0.

5.2.2.7. Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte nach Standardmethoden. Enzymmenge, Puffer und
Reaktionsbedingungen wurden entsprechend der Herstellerangaben eingestellt. Die verdaute

DNA wurde liber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, und wie unter 5.2.2.9 isoliert.
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5.2.2.8. DNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA wurde 0,7 — 2,0% (w/v) Agarosegele verwendet. Als Laufpuffer
wurde 1 x TAE eingesetzt. Bei der Herstellung der Gele wurde der Farbstoff Ethidiumbromid
zugesetzt. Als Grof3enstandard diente die 100 bp-Leiter von Fermentas. Die Elektrophorese
erfolgte in Flachbettkammern. Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer versetzt und bei ca. 10
V/cm aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Gele auf einem UV-Transilluminator bei 312 nm mit

einem Video-Dokumentationsystem fotografiert.

5.2.2.9. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Riickgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem High Pure

PCR Product Purification Kit (Roche) nach Herstellerangaben.

5.2.2.10. Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit T4-DNA-Ligase gemdB Herstellerangaben ligiert. Die
Fragmente wurden in der Regel im molaren Verhéltnis von 1:3 (Vektor/Fragment) eingesetzt. Die

Reaktion erfolgte mit einer Inkubationsdauer von 1 bis 24 Stunden bei 14°C bis 25°C.

5.2.2.11. Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Zum Aufreinigen von DNA durch Phenol/Chloroformextraktion wurde geldste DNA mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Roti) versetzt und griindlich gevortext. Die Emulsion wurde
fir 2 Minuten bei 14.000 g zentrifugiert, wodurch sich zwei Phasen bildeten. Die wassrige Phase
enthielt die DNA und wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Dieser Schritt wurde drei Mal
wiederholt bis samtliche Proteine entfernt waren Die wassrige Phase wurde im Verhaltnis von 10:1
mit LiCl (8M) und im Verhaltnis 1:1 mit Isopropanol versetzt und fiir ca. 30 Minuten gemischt, um
die DNA zu fdllen. AnschlieBend wurde die prezipitierte DNA durch Zentrifugation sedimentiert,
und mit Ethanol gewaschen. Nach Lufttrocknung des Pellets wurde die DNA in Nuklease-freiem

Wasser resuspendiert.

5.2.2.12. In vitro-Transkription der Digitoxin-markierten RNA Sonden

Die Herstellung Digitoxin-markierter, strangspezifischer ,sense”- oder ,antisense“-Sonden
fur die in situ Hybridisierung erfolgte in vitro mit dem Dig-RNA labeling Mix (Roche) nach

Herstellerinformation. Dabei wurde durch Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigte,
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linearisierte Plasmid-DNA mit der T7- oder SP6-RNA-Polymerase in Anwesenheit von DIG-11-UTP
in vitro transkribiert. AnschlieBend wurde ein DNase I-Verdau (1 Einheit/Ansatz, 15 Min bei 37 °C)

durchgefiihrt, um die eingesetzte DNA zu entfernen.

5.2.2.13. Aufreinigung von RNA-Sonden

Markierte RNA-Sonden wurden mit dem Rneasy Kit (Quiagen) nach Herstellerangaben
aufgereinigt und in nukleasefreiem Wasser eluiert. Die RNA wurde anschlieend aliquotiert und

bei -80°C gelagert.

5.2.3. Proteinbiochemische Methoden

5.2.3.1. Herstellung von Gewebeextrakten fiir Western Blot

Das Gewebe wurde nach Entnahme in eiskaltem PBS gespilt und sofort in eiskalten
Homogenisierungspuffer Gberfiihrt. Mit Hilfe des Ultra Turrax-T25 und einem Glashomogenisator
wurde das Gewebe mechanisch aufgeschlossen. Gewebereste wurden 2 mal fiir 10 Min bei 1000 g
(4°C)  abzentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen. Zur Anreicherung
membranstdandiger Proteine wurde das Homogenat fiir 30 Min bei 50.000 rpm (4°C)
ultrazentrifugiert. Der Uberstand enthilt (iberwiegend zytoplasmatische Proteine und wurde
abgenommen. Das Pellet wurde mit Homogenisierungspuffer gewaschen und mittels Ultraschall
in 100-300 pl Lysispuffer resuspendiert. Proteinkonzentrationen in L6sungen wurden mit dem BCA
Protein Assay Kit (Pierce) nach Herstellerangaben bestimmt. Als Standardreihe wurden BSA-
Verdiinnungen in den jeweils benutzten Pufferldsungen verwendet. Die Gewebehomogenate

wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.

5.2.3.2. Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Western Blot

Es wurden 5-15%ige SDS-Polyacrylamidgele (modifiziert nach Laemmli, UK; Nature 1970)
hergestellt. Proben mit vergleichbaren Proteinmengen wurden in die Geltaschen geladen und die
Proteine bei 90-180 V aufgetrennt. Vorgefarbte Proteinstandards wurden zur Gré3enabschatzung
mit aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nylonmembran (PVDF) transferiert.
Zur Immunodetektion wurden die Western Blots zunachst fiir 60 Min in Blockldsung inkubiert. Die
verwendeten Antikorper wurden in Blocklésung verdiinnt und fiir 2 h bei RT oder bei 4°C G.N.
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST wurden die Membranen mit Peroxidase

gekoppelten Sekunddrantikérpern in Blocklésung inkubiert (1 — 2h bei RT). Spezifisch gebundene
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Antikorper wurden durch eine folgende Chemilumineszenz-Reaktion mit Hilfe des Kamerasystems

ChemiSmart 5000/ChemiCapt (PegLab) sichtbar gemacht.

5.2.3.3. Aufreinigung polyklonaler Antiseren

Antiseren, die in Western Blot Experimenten Proteine der erwarteten Grof3e erkannten,
wurden affinitdtschromatographisch gereinigt. Dazu wurden die zur Immunisierung verwendeten
Peptide (iber die Cysteinreste an eine aktivierte Agarose—Matrix (SulfoLink, Pierce) gekoppelt. Dies
erfolgt nach Angaben des Herstellers. Das Serum wurde anschlieBend in TBS 1:1 verdiinnt und auf
die zuvor in TBS dquilibrierte Sdaule gegeben. Dort wurde das Antiserum 2h bei RT oder G.N. bei 4°C
inkubiert. Anschliessend wurde die Saule mit HS-PBS, zweimal mit PBS und mit 0,1x PBS
gewaschen. Die Elution der Antikorper erfolgte durch Zugabe von 100 mM Glycin, pH 2,5. Die
Fraktionen wurden sofort mit Puffer auf pH 8 eingestellt. Fiir langere Lagerung bei -80°C wurden

sie mit BSA (Endkonzentration 0,1mg/ml) und NaN (Endkonzentration 5 mM) versetzt.

5.2.4. Histologische Methoden

5.2.4.1. Gelatinierung von Objekttragern

Unbehandelte gewaschene Objektrager wurden fir 10 Min in H,O eingelegt. Danach
wurden sie flir ca. 30 s in die Gelatinelésung getaucht. Die liberschiissige Lésung wurde von den
Objektragern ablaufen gelassen und die Objekttrager fiir 24 h bei RT getrocknet. Die Objekttrager

wurden trocken gelagert.

5.2.4.2. Perfusion von Mausen

Die Perfusion der Organe mit Fixativ Uber den Blutkreislauf des Tieres fuhrt zu einer
Auswaschung von Blutzellen und zu einer verbesserten Erhaltung der Gewebestrukturen. Die
Mause wurden durch eine Injektion mit 6%-igem Chloralhydrat (100 pl / 10 g Kdrpergewicht)
betdubt und anschlieBend der Brustkorb gedffnet. Das Herz wurde freigelegt und eine Kandle
wurde in die linke Herzkammer eingefiihrt und mit einer Klemme festgesteckt. Durch die Kaniile
wurde PBS mit einem Druck von ca. 180 mm Hg in den Blutkreislauf der Maus gepumpt. Durch
einen Schnitt in den rechten Vorhof konnte das Blut nach Passage des grof3en Korperkreislaufs
vollstandig abflieBen. Direkt nach Perfusion mit PBS wurde eine 4%ige Paraformaldehydlosung in

PBS als Fixativ an die Pumpe angeschlossen. Adulte Mause wurden mit ca. 100ml Fixativ, jiingere
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mit entsprechend weniger Volumen perfundiert. Das so fixierte Gewebe wurde prapariert und in

4% Paraformaldehyd / PBS auf Eis nachfixiert.

5.2.4.3. Kryotomschnitte

Nach erfolgter Nachfixation in 4% PFA/PBS aus Eis wurde das Gewebe mehrere Male mit
PBS gewaschen und durch Inkubation in 30%iger Saccharoselésung (in PBS) Uber Nacht
entwassert. AnschlieBend wurde das Gewebe in Einbettmedium (Tissue Tek, Miles, USA) auf
Trockeneis eingefroren und im tiefgefrorenen Zustand am Kryostat (Jung CM 3000, Leica) zu 8-14
pm diinnen Schnitten verarbeitet und auf die beschichteten Glasobjekttrager (Superfrost Plus,
Menzel) aufgezogen. Kryotomschnitte fiir in situ Hybridisierung wurden unter moglichst Rnase-

freien Bedingungen geschnitten, auf Objekttrager aufgezogen und bei -80°C gelagert.

5.2.4.4. Frei schwimmende Schnitte

Das Gehirn wurde wie unter 5.2.4.3 beschrieben entwassert. Danach wurde das Gehirn an
einem Schlittenmikrotom (Leica) auf Trockeneis geschnitten und die 50 pum dicken Schnitte in 0.1

M PB / 0.02% Natriumazid bis zur Verarbeitung bei 4°C gelagert.

5.2.4.5. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die gewasserten (frei schwimmende) Gewebeschnitte wurden 2 Min in 20 %iger Hamalaun-
Losung inkubiert und in H,O gebldut. Dann wurden die Schnitte fiir 4 Min in 0,3 %iger Eosin-
Losung gefarbt und die Farbung mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 90% und
96% Ethanol) differenziert, dehydriert und in Rotihistol eingedeckelt. Bei dieser Farbung

erscheinen die Kerne blau-violett und das Zytoplasma rosa abgestuft.

5.2.4.6. X-Gal Farbung

Bei der X-Gal Farbung nutzt man die Enzymaktivitat der 3-Galaktosidase zur Umsetzung des
gelben X-Gal Farbstoffes in ein blaues unl6sliches Prazipitat. Die fixierten (frei schwimmenden)
Schnitte wurden 3x mit PBS gewaschen. Die X-Gal-Farbelésung wurde bei 37°C tGiber Nacht oder
unter visueller Kontrolle Gber mehrere Stunden inkubiert. Nach der Farbung wurden die Schnitte
mehrmals in PBS gewaschen, anschlieBend Uber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und

letztlich mit Fluoromount eingedeckelt.
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5.2.4.7. Alkalische Phosphatase (AP) Farbung

Die AP-Farbung nutzt die Enzymaktivitat der alkalischen Phosphatase zur Umsetzung von
farblosem BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphat) mit NBT (Nitro blue tetrazolium Chlorid) als
Oxidant zu einem blauen unldslichen Prazipitat. Die fixierten (frei schwimmenden) Schnitte
wurden 3x mit NTMT gewaschen. Die Farbung mit NBT/BCIP (Roche) erfolgte bei RT kontrolliert
Uber Tag. Nach der Farbung wurden die Schnitte mehrmals in PBS gewaschen und anschlieBend

mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.

5.2.4.8. Immunofluoreszenzfirbung von frei schwimmenden Schnitten

Frei schwimmende Schnitte (50um) wurden in 24 Well Platten in 300 pl Blocklésung
Uberfihrt und 1-2 h bei RT unter Schitteln inkubiert. Inkubation mit den Primdrantikdrpern
erfolgte in Blocklésung Uber 1-3 Tage bei 4°C auf einem Schiittler. Die Schnitte wurden
anschlieend 3x mit PBST (PBS mit 0.25% Triton-X) gewaschen und mit Alexa-Fluor gekoppelten
Sekundarantikérpern (1:1000) und TOPRO3 (1:2000) in Blocklosung bei RT fir 2-3 h inkubiert.
Nach 3-maligem Waschen mit PBST wurden die Schnitte mit Pinseln auf gelatinisierte Objekttrager
gebracht und mit Fluoromount eingedeckelt. Die eingedeckelten Schnitte wurden nach kurzer
Trocknungszeit (1-2h) mit durchsichtigem Nagellack am Rand versiegelt und bei 4°C im Dunkeln

gelagert.

5.2.4.9. In situ Hybridisierung auf Gehirnschnitten

Alle Losungen, die bis zum Hybridisierungsschritt verwendet wurden, sind mir DEPC-H,0O
angesetzt worden.

Kryoschnitte wurden bei RT aufgetaut und in PBS gewaschen. Anschliessend wurden die
Schnitte mit Proteinase K (in 10 mM Tris, pH 7.5) permeabilisiert, in PBS gewaschen und mit 2%
PFA (in PBS) nachfixiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit 33 mM
Triethanolamin equilibriert und anschliessend fiir 5 Min bei RT azetyliert. Darauf folgten 2
Waschschritte in 5x SSC und schliellich Equilibrierung in Vorhybridisierungspuffer (50%
Formamid, 5x SSC) bei 65°C. Nach 1 h wurde der Vorhybridisierungspuffer durch den
Hybridisierungsmix ersetzt (50% Formamid, 5x SSC, 400 ng/ul Dig-markierte Sonde, 100 pg/ml
DNA aus Lachssperma) und tiber Nacht bei 60-63°C hybridisiert.

Ungebundene Sonde wurde am nachsten Tag durch 30 Min waschen in 2x SSC (bei RT),
gefolgt von zwei Waschschritten in 2x SSC und 0.1x SSC (jeweils 1 h bei 65°C) entfernt. Die

Schnitte wurden anschliessend in TN-Puffer equilibriert und 2 h bei RT mit anti-Dig-AP Antikorper
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(1:1000 in 0,5% Roche Block) inkubiert. Es folgte viermaliges Waschen in TN-Puffer, sowie 2x fiir 10
Min Equilibrieren in NTM-Puffer. Die Farbung (NBT/BCIP, Levamisole, in NTM, pH 9.5) erfolgte bei
4°C in Dunkelheit. Die fertigen Schnitte wurden mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt und

unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

5.2.4.10. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Zur Herstellung von ultradiinnen Gehirnschnitten fiir elektronenmikroskopische
Aufnahmen wurden adulte Mause mit 4% Paraformaldehyde (PFA) und 2.5% Glutaraldehyde
(vol/vol) in PB perfundiert. Das Gewebe wurde tiber Nacht nachfixiert, und wie von De Zeeuw et al
beschrieben, geschnitten (De Zeeuw et al, 1989). Die ultradiinnen Schnitte des Cerebellums
wurden mit DAB-Calbindin (Pre-lmmuno) und Goldfarbung (GABA, Post-Immuno) markiert (De
Zeeuw et al, 1989).

Von jeder Maus wurden 16 elektronenmikroskopische Bilder (zufallig ausgewahlte Bereiche
aus Kornerzellschicht und Molekularschicht) mit 19.000-facher VergréBerung aufgenommen.
Ausgewertet wurden die Morphologie und die Dichte GABAerger Synapsen, Parallelfaser-

Purkinjezell-Synapsen, sowie die Morphologie dendritischer Spines von Purkinjezellen.

5.2.5. Elektrophysiologische Methoden

5.2.5.1. Gerate

Akute Schnitte wurden mittels Leica VT 1200S Vibratom hergestellt.

Elektrophysiologische Messungen wurden an einem aufrechten Mikroskop (Olympus
BX50WI) mit DIC-Optik (Differential Interference Contrast) bei einer 4fachen oder 40fachen
VergrofBerung durchgefiihrt. Zur optischen Kontrolle wurde eine Videokamera (Sensicam, PCO)
eingesetzt. Die Temperatur der Messkammer wurde, wenn angegeben, Uber einen
Temperaturregler (Temperaturcontroller lll, Luigs & Neumann) eingestellt.

Pipetten wurden mit Hilfe des Zeitz DMZ-Universal Pipettenpuller gezogen. Zur Herstellung
der Patchpipetten wurden Glaskapillaren aus Borosilicatglas der Firma Hilgenberg
(Aussendurchmesser 1.5 mm; Wandstarke 0.241 mm, mit Filament) verwendet. Die
Pipettenspitzen wurden mit Hilfe eines List Medical L/M-CPZ-101 Polierers an einem inversen Zeiss
Mikroskop geglattet. Patchpipetten fiir Einzelkanalmessungen wurden aus Glaskapillaren von
World Precision Instruments (Schott #8250-Glas, Aussendurchmesser 1.5 mm, Innendurchmesser

1.0 mm, ohne Filament) gezogen, und anschliessend mit Sylgard (World Precision Instruments)
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beschichtet. Fiir die Manipulation der Applikations- und Patchpipetten wurden elektrische
Mikromanipulatoren verwendet (SM |, Luigs & Neumann).

Zur fokalen Druckapplikation von GABA oder Muscimol wurde das Pressure System lle
(Toohey Company) verwendet.

Als Signalverstarker wurde Multiclamp 700B (Axon) mit dem CV-7B Kopfaufsatz (Axon)
verwendet. Signale wurden mit Hilfe des Digidata 1440A (Axon) digitalisiert. Die Messdaten

wurden auf einem PC gespeichert und spater mit Clampfit 10.2 (Axon) analysiert.

5.2.5.2. Akute Schnittpraparation fiir Elektrophysiologie

Die Mause wurden durch peritoneale Injektion von Chloralhydrat betdubt. Nach dem
Dekapitieren wurde die Schadeldecke gedffnet, das Gehirn schnell mit Hilfe eines Spatels
entnommen, in eiskaltes ACSF (niedrig Ca?*) Uberfihrt und ca. 2 Min heruntergekuhilt.
AnschlieBend wurden das Cerebellum mit einem Skalpell vom restlichen Gehirn getrennt und mit
Sekundenklebstoff sagittal auf die magnetische Metallhalterung des Vibratoms aufgeklebt.
Hierbei wurde bereits die Schnittorientierung definiert (sagittal, falls nicht anders erwdhnt).

Die magnetische Halterung wurde in die daflir vorgesehene Badkammer gespannt, welche
mit eiskaltem ACSF (niedrig Ca*") gefiillt war. Es wurden Schnitte einer Dicke von 200 - 250 ym
hergestellt. AnschlieBend wurden die Schnitte in ein mit einem Netz versehenes Becherglas mit

ACSF (RT) Uberfihrt und fir ca. 1-2 h aquilibriert.

5.2.5.3. Patch clamp Messungen im akuten Gewebeschnitt

Die Gehirnschnitte wurden auf einem mit Poly-D-Lysin beschichteten Coverslip in die
Messkammer (iberflihrt und standig mit Karbogen-begaster ACSF (falls nicht anders angegeben
bei RT) umspiilt. Purkinjezellen und Koérnerzellen wurden anhand von Grée, Form und Lage des
Somas identifiziert.

Fir die direkten Messungen an Zellen im akuten Gehirnschnitt wurde die sogenannte blow
and seal Methode benutzt. Dabei wird ein leichter Uberdruck an die Patchpipette angelegt, bevor
sie unter Sichtkontrolle in den Gewebeschnitt gefiihrt wird. Durch den Uberdruck wird die
Oberflache der Neuronen, an denen gemessen werden soll, von dem umgebenden Gewebe
befreit. Dann kann die Pipette an die Membran des Neurons bewegt werden. Durch Anlegen eines
Unterdrucks verbindet sich die Zellmembran dicht mit der Offnung der Patchpipette. Dabei
entsteht zwischen Pipettenldsung und Badldsung ein elektrischer Widerstand im Gigaohm-

Bereich (Gigaseal). Diese Konfiguration nennt sich Cell attached.
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Durch weiteres Anlegen von Unterdruck kann der Membranpatch durchbrochen werden,
ohne dass der Gigaseal aufgeldst wird. Dadurch entsteht ein elektrischer Zugang zur Zelle, und die
Pipettenlosung diffundiert in die Zelle (Ganzzellkonfiguration). So kann die intrazelluldre
Konzentration von lonen kontrolliert, sowie Strome Uber die ganze Zellmembran abgeleitet

werden.

5.2.5.4. Gramicidin Perforated-Patch

Um die intrazelludre Chloridkonzentration nicht zu beeinflussen wurde die Perforated-
Patch Methode eingesetzt. Bei der Ganzzellkonfiguration verandert sich die Zusammensetzung
des Zytosols durch Austausch mit der Pipettenlésung. Dies wird bei der Perforated-Patch Methode
verhindert. Dabei wird ein lonophor in die Pipettenldsung gegeben, welches in die Membran des
Patches integriert und permeable Poren bildet. Somit wird ein elektrischer Zugang zur Zelle
gewahrleistet, wahrend die Dialyse des Zytosols vermieden wird.

Haufig gebrauchten lonophore, wie Amphotericin B und Nysatin, bilden chloridpermeabele
Poren. Im Gegensatz dazu bildet Gramicidin Poren, die ausschlieB3lich fiir monovalte Kationen und
kleine ungeladene Molekiile permeabel sind. Somit ist es moglich Patch clamp Messungen bei
intakter intrazelluldrer Chloridkonzentration durchzufiihren. Da Gramicidin sich schlecht in Wasser
[6st, wurde zundchst eine Stocklosung in DMSO angefertigt (50mg/ml) und dann in
Pipettenldsung (Intra 1) verdiinnt (50 pug/ml). Die gramicidinhaltige Pipettenlésung wurde auf Eis
aufbewahrt und nach 2 h verworfen, da die Aktivitat von Gramicidin in Losung schnell nachlasst.

Um ein Austreten der gramicidinhaltigen L6sung in das Bad zu verhindern, wurde die Spitze
der Patchpipette zunachst mit normaler Pipettenlésung vorgefillt und dann mit
gramicidinhaltiger Losung von hinten aufgefiillt. Die fortschreitende Integration des lonophors in
die Membran konnte nach dem Sealen einer Zelle als Abnahme des Zugangswiderstandes
beobachtet werden. Nach Ausbildung eines seals sank der Zugangswiderstand innerhalb von 10
bis 50 Minuten auf etwa 15-25 MQ ab. Um zu gewahrleisten, dass das Potential einer Zelle
zuverldssig und ohne Spannungsverlust auf gewiinschte Werte geklemmt wird, wurden nur Zellen
ausgewertet, bei denen ein Zugangswiderstand <30MQ erreicht, und auch stabil gehalten wurde.
Messungen in denen der Widerstand nicht weit genug abgesunken war, wurden verworfen.

Da der verbleibende Zugangswiderstand (R.) immer noch zu einem Spannungsverlust tiber

den Patch fiihren kann, wurden die angelegten Membranpotentiale nach

Vm=Vh—1h*Ra
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(mit Vmw=Membranpotential, Vi=Haltepotential, I.=Strom bei Haltepotential (Zhang et al,
2006)) korrigiert.

5.2.5.5. Korrektur des Grenzflachenpotentials (Liquid junction potential)

An der Phasengrenze von zwei LOsungen mit unterschiedlichen ionischen
Zusammensetzungen entsteht ein Grenzflaichenpotential. Die Grof3e dieses Potentials hdangt von
Ladung, Konzentration und Beweglichkeit der beteiligten lonen ab. So st in
elektrophysiologischen Patch clamp Experimenten die Patchpipettenlosung typischerweise
anders zusammengesetzt als die Badlésung. Sobald die Pipette mit der Badlésung in Kontakt
kommt, bewegen sich die lonen entlang ihres Konzentrationsgradienten. Da grof3e lonen (z.B.
Methansulfonat) dabei langsamer diffundieren als kleine (z.B. Chlorid oder Kalium), kommt es zu
einer Nettopotentialdifferenz iber die Phasengrenze, dem Grenzflachenpotential.

Vor einer Messung werden Potentiale zwischen Badelektrode und Messelektrode (bei
bereits eingetauchter Patchpipette) auf Null gesetzt (Pipetten-Offset), so dass kein Strom durch
die Pipette fliesst. Ein Grenzflaichenpotential zwischen Badldsung und Pipettenldsung wird bei
diesem Vorgang ebenfalls ausbalanciert. Durch Herstellung eines Gigaseals mit einer Zelle
verlieren Bad- und Pipettenldsung jedoch den Kontakt zueinander und das Grenzflachenpotential
zwischen diesen beiden Losungen existiert nicht mehr, so dass das Offsetpotential
iberkompensiert ist. Aufgrund dieser Uberkompensation stimmen Kommandopotentiale
wahrend des Experiments nun nicht mehr mit dem tatsachlich vorliegenden Pipettenpotential
Uberein. Daher ist es zur Auswertung der Stromspuren nétig, die Kommandospannungswerte um
das Grenzflachenpotential zu korrigieren.

Im Fall der Ganzzellableitungen zur Messung von postsynaptischen Stromen (PSCs) wurde
die Korrektion vor dem Experiment vorgenommen.

Das Grenzflaichenpotential zwischen zwei Losungen ldsst sich nach Neher (Neher, 1992)
berechnen. Zur experimentellen Bestimmung wurde die Patchpipette und die Messkammer mit
Extrazelluldrldsung (ACSF) befillt. Als Badelektrode wurde ein chlorierter Silberdraht in einer mit
3 M KCI befiillten Patchpipette verwendet. Mit dem Pipetten-Offset wurde der Stromkreis auf Null
gesetzt, um Strome zwischen den Elektroden auszugleichen. Nun wurde die Losung in der
Messkammer durch eine Pipettenldsung ersetzt und die Spannung gemessen. Diese Spannung
entspricht dem Grenzflachenpotential LJP (fur Liquid junction potential) zwischen diesen beiden

Losungen (nach Konvention: Bad-Potential relativ zur Pipette).
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Bei Ganzzellableitungen equilibriert das Zytosol mit der Pipettenldésungen, so dass nur das
nur das Grenzflaichenpotential (LJP) zwischen Badldsung und Pipettenlésung beachtet werden

muss. Die Korrektur erfolgt nach

VMembran = VP - LJP.

In der Perforated-Patch Konfiguration gibt es keine vollstandige Dialyse des Zytosols, da nur
bestimmte lonen permeiren kdnnen. Es kommt, nach Equilibrierung der permeablen lonen, zu

einer Donnan-Potentialdifferenz V¢ Giber den perforierten Patch. Vuembranist in diesem Fall nach

VMembran = VP + fo -LJP

zu korrigieren. Bei Verwendung von Gramicidin permeiren jedoch keine Anionen, und da
die Konzentration von K* auf beiden Seiten des Patches in etwa ausgewogen ist, kann ein Donnan-

Potential in diesem Fall vernachlassigt werden (Vs ~0).

In der Cell attached Konfiguration ist die Orientierung der Membran invertiert, also werden

auch die Vorzeichen umgedreht, so dass die Korrektur nach

VMembran = -Vp + LIP + Vi

erfolgt. Das Ruhemembranpotential (Vy) der Zelle ist eine unbekannte Grof3e in dieser

Konfiguration.

5.2.5.6. Befiillung von Neuronen mit Biocytin

Um die dendritischen Spines von Purkinjezellen in Gewebeschnitten sichtbar zu machen
wurden am Vibratom 200 pm dicke Sagittalschnitte des Cerebellums wie unter 5.2.5.2 beschrieben
angefertigt. Die Schnitte wurden nach ca. 1.5 h Ruhezeit in mit Karbogen begastem ACSF in die
Messkammer Uberfiihrt, und dort konstant mit begastem ACSF umspdilt. Der Pipettenldsung (Intra
I) wurde Biocytin (2,5mg/ml) zugesetzt. Einzelne Purkinjezellen wurden mit Pipetten (Widerstand:
2.5 - 3 MQ) auf dem Soma gesealt, und die Ganzzellkonfiguration wurde hergestellt, so dass der
Zugangswiderstand unter 20 MQ lag. Die Purkinjezelle wurde nun fiir ca. 10 Minuten bei -70 mV
gehalten um die Diffusion von Biocytin in den Dendritenbaum zu ermdglichen. Anschliessend
wurde die Patchpipette vorsichtig von der Zelle abgel6st, so dass sich das Loch in der Membran

wieder verschliessen konnte. Pro Schnitt wurden 3-4 Purkinjezellen befiillt, die nach Moglichkeit
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nicht in direkter Nachbarschaft lagen. Die Schnitte wurden anschliessend in 4% PFA (in PBS, pH
7.4) bei 4°C Uber Nacht fixiert.

Um die mit Biocytin gefarbten Zellen sichtbar zu machen, wurden die Gehirnschnitte fiir 2
Stunden bei RT mit 0.2 % Alexa 555-Streptavidin (Molecular Probes) in Blocklosung inkubiert, 3x in
PBS gewaschen und mit Fluoromount eingedeckelt. Die Visualisierung der befiillten Neuronen
erfolgte am konfokalen Lasermikroskop (Leica). Zur Auswertung der Lange von dendritischen

Spines (von der Basis bis zum distalsten Teil) wurde die Software NeuronJ verwendet.

5.2.5.7. Messung GABAerger Miniaturstrome

Postsynaptische GABAerge Miniaturstrome wurden in der Ganzzellkonfiguration
(Pipettenlosung Intra V) bei einem Haltepotential von -70 mV an Purkinjezellen gemessen
(Zugangswiderstand <20 MQ). Um Aktionspotential-vermittelte Transmission auszuschliessen,
wurde der Extrazellularldsung 2 pM Tetrodotoxin (TTX, Tocris) zugesetzt. Glutamaterge
Neurotransmission  wurde durch die Anwesenheit von 50uM  D-(-)-2-Amino-5-
phosphonovaleriansaure (D-AP5, Tocris) und 10 uM 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX,

Tocris) blockiert. Pro Zelle wurden ~200 Ereignisse ausgewertet.

5.2.5.8. Messung glutamaterger Miniaturstrome

Postsynaptische glutamaterge Miniaturstrome von Purkinjezellen wurden bei einem
Haltepotential von -70 mV in der Ganzzellkonfiguration (Pipettenlésung Intra V, Zugangs-
widerstand <20 MQ) gemessen. Die Badlosung enthielt 2 uM TTX, sowie 10 uM Gabazine (SR-
95531, Sigma) um Aktionspotential-vermittelte und GABAerge Transmission auszuschliessen. Pro

Zelle wurden ~200 Ereignisse ausgewertet.

5.2.5.9. Messung spontaner IPSCs (sIPSCs)

Wahrend der Messung spontaner IPSCs wurden der Badldsung keine Blocker beigegeben.
Um IPSCs von EPSCs zu trennen wurde eine Pipettenldsung (Intra VI) verwendet, mit der das CI
Umkehrpotential bei etwa -75 mV lag. In der Ganzzellkonfiguration wurden sIPSCs bei einem
Haltepotential von +20 mV gemessen, so dass Cl° Strome als Auswartsstrome zu beobachten
waren. Zellen mit einem Zugangswiderstand >20 MQ wurden verworfen. Es wurden ~200

Ereignisse pro Zelle ausgewertet.
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5.2.5.10. Messung spontaner EPSCs (sEPSCs)

Um spontane exzitatorische Strome (sEPSCs) von Purkinjezellen aufzunehmen wurde, wie
bei Messungen von sIPSCs, keine Blocker eingesetzt. In der Ganzzellkonfiguration (Pipettenlésung
Intra VI, Zugangswiderstand <20 MQ) wurden bei einem Haltepotential von -75 mV, also dem
Umkehrpotential von CI" Stromen, exzitatorische Strome als Einwartstrome gemessen. Es wurden

~200 Ereignisse pro Zelle ausgewertet.

5.2.5.11. Bestimmung des Ruhemembranpotentials im Perforated-Patch

Das Ruhemembranpotential von Purkinjezellen wurde in der Perforated-Patch
Konfiguration bestimmt. Eine gesealte Zelle mit einem Zugangswiderstand <25 MQ (Purkinjezelle)
bzw. <100 MQ (Kornerzelle) wurde im current clamp Modus gemessen. Dabei wird das
Haltepotential so eingestellt, dass kein Strom Uber die Membran fliesst. Wenn keine Agonisten
oder Antagonisten der Badlésung zugegeben werden, kann das Ruhemembranpotential der Zelle
hierbei abgelesen werden.

Um die Antwort der Zelle auf ein Applikation von GABA zu messen wird eine
Applikationspipette nah am Soma positioniert, und Muscimol oder GABA direkt auf die Zelle

druckappliziert. Dabei wird kontinuierlich das Membranpotential der Zelle gemessen.

5.2.5.12. Bestimmung des GABA-Umkehr Potentials

Das Umkehrpotential GABAerger Stréme (Ecasa) Wurde im Voltage clamp Modus gemessen.
Um Aktionspotentiale zu verhindern wurde die ACSF mit 1 uM TTX versetzt. Eine Purkinjezelle
wurde mit Gramicidin in der Pipette gesealt und es wurde gewartet, bis der Zugangswiderstand
bei ca. 20 MQ lag. Die Zelle wurde auf Potentiale zwischen -140 mV bis -40 mV geklemmt.
Wahrend dieser Spannungsschritte wurde fiir 30 ms Muscimol oder GABA direkt auf das Soma
appliziert. Hierdurch wurden, je nach Haltepotential, Einwarts- oder Auswarts-Strome evoziert
(GABAerge Strome). Nach Korrektur des Zugangswiderstandes fir jedes Potential wurde das

Umkehrpotential der GABAergen Strome durch lineare Regression berechnet.

5.2.5.13. Messung der Chloridextrusion nach akuter CI' Beladung

Auch diese Messungen fanden im Gramicidin Perforated-Patch Modus in der Voltage clamp

Konfiguration statt.
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Abbildung 36 | Protokoll des Chloridextrusions-Experimentes.

Eine Spannungsrampen (500ms, von -110 bis -40 mV) in der Perforated-Patch Konfiguration angelegt
(Kontrolle). Um Egpea zu bestimmen wurde das Rampenprotokoll mit gleichzeitiger Applikation von
Muscimol (50 mM fir 50 ms) wiederholt (rot). Der Schnittpunkt mit dem Kontrollstrom ergabt Ecaga.
Wahrend der Ladephase wurde vor und nach dem Rampenprotokoll ein Spannungsschritt auf 0 mV
durchgefiihrt, und wahrend der Depolariasation vor dem Rampenprotokoll Muscimol appliziert. Die
Erhohlungsphase startete 60 s nach der Ladephase. Hier wurde das Rampenprotokoll nicht mit
depolarisierenden Spannungsschritten kombiniert.

Um eine Zelle mit Chlorid zu beladen missen sowohl die Leitfahigkeit der Membran fiir
Chlorid transient erhoht, als auch die elektrochemische Triebkraft fiir Chlorid-Influx vorhanden
sein. Purkinjezellen wurde daher auf depolarisierte Potentiale geklemmt, wdhrend gleichzeitig
GABAx-Rezeptoren durch Applikation von GABA oder Muscimol aktiviert wurden (Abb. 36). Die
Beladungsphase dauerte insgesamt 1 Minute. Um das Muscimol anschliessend vollstandig zu
entfernen, wurde der Gehirnschnitt nach der Beladungsphase wurde fiir 1 Minute mit ACSF
gespllt (Waschphase), bevor Ecaga erneut gemessen wurde (Erholungsphase). Ecasa wurde
wadhrend der Chloridbeladung, sowie wahrend der Rickkehr zum Ruhezustand, durch
Spannungsrampen mit gleichzeitiger Muscimolapplikation gemessen. Aus Ecasa konnte wiederum

[CI']; wahrend des Experiments berechnet werden.

5.2.5.14. Einzelkanalmessungen von GABA,-Rezeptoren

Um die Triebkraft von Chlorid (DFg) in Kornerzellen zu messen, wurden
Einzelkanalmessungen (iber den GABAx-Rezeptor gemacht (Intra Il). Kdrnerzellen haben sowohl
synaptische, also auch extrasynaptische GABAx-Rezeptoren, die auch Uber die Plasmamembran
des Somas verteilt sind. Dies hat den Vorteil, dass sich bei Cell attached Messungen am Soma von
Kornerzellen meist einige GABAs-Rezeptoren im Membranfleck (Patch) in der Patchpipette
befinden. Die Patchpipette wurde im Cell attached Modus auf verschiedene Potentiale geklemmt,

und der Strom der Einzelkanal6ffnungen im Membranpatch gemessen.

94



MATERIAL UND METHODEN

Die Filterung der Stromspuren wurden nach der Messung digital mit einem 1-2 kHz Filter
durchgefiihrt. Fiir jede einzelne Messung wurden ein Basislevel (,Kanal geschlossen”) und ein
Offnungslevel (,ein Kanal gedéffnet”) festgelegt. Lag ein Signal zwischen Basislevel und
Offnungslevel wurde nach dem 50% Kriterium (50% des Offnungslevels) entschieden, ob es sich
um Rauschen oder ein Signal handelte.

Die Zusammensetzung der Pipettenldsung dhnelt der Extrazelluldrlésung, wobei auBerdem
Antagonisten verschiedener Kaliumkanale, sowie GABA oder Muscimol als GABAx-Rezeptoragonist
enthalten sind. Das bedeutet, dass das Potentialgefdlle lber den Patch (Veacn), wenn keine
Pipettenspannung angelegt wird, dem Membranpotential der Zelle entspricht. Bei verschiedenen
Pipettenpotentialen (Ve) verdndert sich dieses lokale Potentialgefélle Vpach Nach

Vp

ai

tch — VM - VP

wobei Vy das Ruhemembranpotential der Kérnerzelle ist. DFgasa Wurde als das Potential

ermittelt, bei dem die Stréme iber den GABAA-Rezeptor die Polaritdt andern. Es gilt die Formel
DFg5, ==V,

fir das Pipettenpotential, bei dem kein Nettostrom Uber die GABAs-Rezeptoren fliesst. Um
dieses Potential zu bestimmen, wurden verschiedene Pipettenpotentiale angelegt, und die dabei
zu beobachteten Einzelkanalstrome Uber einige Minuten gemessen. Die durchschnittliche
Amplitude der Strome (iber einzelne GABAx-Rezeptoren wurden gegen -V, aufgetragen, und

DFgasa durch lineare Regression ermittelt.

5.2.5.15. Cell attached Messung des Membranpotentials

Uber eine Membran, die nur fiir Kaliumionen permeabel ist, flieBt bei symmetrischer K*-
Konzentration genau dann kein Nettostrom, wenn die Potentialdifferenz gleich 0 ist. In der Cell
attached Konfiguration gilt also, dass der Kaliumstrom genau dann die Polaritat wechselt, wenn
das Pipettenpotential dem Membranpotential der Zelle entspricht, und sie sich somit gegenseitig
aufheben. Ky Kanale sind in hoher Dichte in der somatischen Plasmamembran von Neuronen
vorhanden. Im Ruhezustand des Neurons sind sie geschlossen, doch bei Depolarisation, wie bei
einem Aktionspotential, 6ffnen sie. Um den Strom Uber Ky Kandle vom Hintergrund (Leckstrom) zu
isolieren, wurde ein Spannungsrampenprotokoll angewendet, bei dem Ky Kandle zundchst
geschlossen sind. Zwischen den Rampenprotokollen wurde das Pipettenpotential auf +60 mV

gehalten um die spannungsabhdngige Inaktivierung von Ky Kandlen zu vermeiden.

95



MATERIAL UND METHODEN

Zunachst wurde das Pipettenpotential fiir 100 ms auf +130 mV gehalten, somit ergab sich
also eine hyperpolarisierte Potentialdifferenz Giber den Membranpatch von Vgsten = Vi - 130 mV.
AnschlieBend folgte das Rampenprotokoll (50 ms) auf -200 mV (hier ist Vpach = Vi - (-200 mV), also
depolarisiert). Am Anfang des Rampenprotokolls sieht man einen linear ansteigenden Strom
(Leckstrom) von dem angenommen wird, dass er {iber das ganze Protokoll linear bleibt. Wenn Kv
Kanale offnen sieht man zunachst einen kleinen Einwartsstrom (in Bezug auf die Pipette einen
Auswartsstrom), der bei Fortschreitender Depolarisierung zu einem Auswartsstrom wird (einwarts
in Bezug auf die Pipette). Um das Umkehrpotential der K* Strome zu bestimmen wird der
Leckstrom durch lineare Extrapolation von den durch die Rampe evozierten Stromen abgezogen.
Das Potential bei dem ,Leckstrom” und dem gemessenen K* Strom sich schneiden entspricht Ex*.
Da symmetrische K* Konzentrationen in Pipette und Zytosol vorliegen und dadurch E¢* Gber dem

Membranpatch bei 0 mV liegt, ist dies auch das Membranpotential der Zelle.

5.2.5.16. Bestimmung von [CI'];

Eine Methode, mit der die intrazelluldre Chloridkonzentration ([CIT) von Neuronen
bestimmt werden kann, besteht in der Messung des Umkehrpotentials GABAerger Strome. GABAa-
Rezeptoren sind hauptsachlich fiir Chlorid permeabel, und das Potential, bei dem ihre Strome die
Polaritdt andern ist, unter Vernachlassigung der HCO;™ Leitfahigkeit von GABAs-Rezeptoren, eine
gute Annaherung an das Chloridumkehrpotential (Ec). Durch Einsetzen von Eq und der

extrazellularen Chloridkonzentration ([Cl],=126.5 mM) in die Nernstgleichung

Ezﬁ*ln[cr]i

F ar],

wurde die intrazelluldre Chloridkonzentration in Anndaherung berechnet.

5.2.5.17. Spontane Aktivitat von Purkinjezellen

Fiir diese Messungen wurden 200 um dicke, sagittale Schnitte der cerebelldaren Vermis
verwendet, um die Dendritenbdume der Purkinjezellen moglichst unversehrt zu lassen. Aus
demselben Grund wurden nur Purkinjezellen ausgewahlt, die einige Zellschichten tief im Schnitt
lagen. Diese Experimente wurden in der Cell attached Konfiguration im Voltage clamp
durchgefihrt.

Um die gepatchten Zellen moglichst wenig zu beeinflussen wurde normales ACSF ohne

Blocker als Badldsung und in der Pipette verwendet. Das Haltepotential wurde vor der Messung im
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Current clamp als das Potential ermittelt, bei dem kein Strom Uber die Membran floss. Es wurde
Uber die Messung hinweg konstant gehalten. Als Mal3 fiir die Regelmassigkeit der Spikes wurde
der Variationskoeffizient des Interspikeintervals (ISI CV = ISI Standardabweichung / ISI Mittelwert)
ausgewertet. Je regelmassiger die Spikeabfolgen waren, desto kleiner war der ISI CV.

Ein MaB fir Regelmassigkeit auf kleiner Zeitskala, und robuster gegen Pausen in den
Spikeabfolgen ist der CV,, bei dem nur direkt nebeneinanderliegende Interspikeintervalle

miteinander verglichen werden. Der ISI CV, wird nach

\IS1,,, — 181,
(1S1,,,+1SI)

ISI CV, = Mittelwert von2 *

n+l

fur alle benachbarten Interspikeintervalle berechnet und gemittelt.

All diese Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei anndhernd
physiologischen Temperaturen von 34-35°C erhohte sich nur die Frequenz, im Vergleich zu den
Ergebnissen bei RT. Zwischen den jeweiligen Genotypen wurde der Unterschied von Frequenz

und ISI CV nicht deutlicher (nicht gezeigte Daten).

5.2.6. Verhalten

5.2.6.1. Aufnahme von Augenbewegungen

Adulten Mausen (mannlich, 12-30 Wochen alt) wurde unter Vollnarkose (Isofluran/02) ein
Sockel mit zwei Muttern an den Stirn-und Scheitellappenknochen befestigt (mit Optibond (Kerr)
und Charisma (Heraeus Kulzer)). Nach 3 Tagen Erholung wurde die Maus mit diesem Sockel in der
Mitte eines Drehtellers fixiert. Dieser Drehteller war von einem zylindrischen Bildschirm mit
zufdlligem Punktmuster umgeben. Augenbewegungen (OKR und VOR) wurden durch Rotation
des Bildschirms und/oder des Drehtellers mit verschiedenen Frequenzen induziert. Die Detektion
der Augenbewegungen erfolgte mit einer Infrarotkamera (240 Hz, ISCAN Inc.), die ebenfalls auf der
Drehscheibe besfestigt war(Stahl et al, 2000). Die Maus wurde vor den Experimenten durch ein
einstiindiges Trainung in der Apparatur habituiert. Anschliessend wurden Basismessungen und
Trainingseinheiten an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt.

Die Berechnung und Auswertung der Pupillenposition wahrend des Experiments erfolgte
nach der Messung (Hoebeek et al, 2005; Stahl et al, 2000; Van Alphen et al, 2001). Schnelle
Augenbewegungen (Sakkaden) wurden herausgefiltert, und die durchschnittliche Bewegung

durch eine Sinuskurve angepasst.
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Zwei Parameter wurden ausgewertet:

Gain - Amplitude der Augenbewegung

Amplitude des Stimulus
und

Phase = Zeitdifferenz zwischen Augenbewegung und Stimulus (in Grad )

5.2.6.2. Optokinetischer Reflex (OKR)

Um den optokinetischen Reflex zu induzieren wird der Bildschirm um die Maus gedreht,
wahrend der Drehteller nicht rotiert. Die sinusférmigen Drehungen mit einer Amplitude von 5°
fanden bei verschiedenen Frequenzen (0.1-1 Hz) statt. Dabei wurden die Augenbewegungen der

Maus aufgezeichnet und mit dem visuellen Stimulus verglichen.

5.2.6.3. Vestibulo-okuldrer Reflex (VOR)

Der vestibulo-okuldre Reflex wird im Dunklen (ohne visuelles Signal) allein durch
sinusformige Rotation (0.2 - THz, 5°) der Maus induziert. Wenn die Rotaion der Maus bei Licht
durchgefiihrt wird, spricht man vom visuo-vestibulo-okuldren Reflex (VVOR), da die Maus sowohl
visuelle, als auch vestibuldre Signale bekommt, um die Ausgleichsbewegung der Augen

anzupassen.

5.2.6.4. Lernparadigma

Um eine Adaption der visuo-vestibuldren Reflexe zu induzieren wurde die Rotation der
Maus (an jedem Tag 0.6 Hz, 5°) mit einem gleichzeitigen visuellen Fehlsignal (ebenfalls mit 0.6 Hz),
also einer Rotation des visuellen Feldes, gepaart. Am ersten Tag wurden Maus und Bildschirm in
Phase mit gleicher Amplitude (5°) rotiert. Die Maus darf ihre Augen bei Rotation also nicht
bewegen, um scharf zu sehen (Gain down training). Am zweiten Tag wurde die Amplitude der
Bildschirmrotation auf 7.5° und an den 3-5 Tagen auf 10° erhoht. Dies fiihrt dazu, dass die Phase
der Augenbewegung invertiert werden muss, um ein stabiles Bild zu sehen. Abgesehen von den
Trainingseinheiten wurden die Mause standig im Dunklen gehalten.

Nach den Trainingseinheiten wurde die Adaption des VOR getestet, indem die

Augenbewegungen der Maus bei Rotation (5°, 0.6 Hz) im Dunklen aufgenommen wurden. Der
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Gain wurde als das Verhdltnis der Geschwindigkeiten von Augenbewegung und Stimulus
(Rotation der Maus) berechnet. Die Phase wurde als zeitliche Differenz zwischen Augenbewegung
und Stimulus (in °) berechnet.

Die Konsolidierung ist der prozentuale Anteil des Gelernten, der am néachsten Tag noch
vorliegt. Sie wurde als das Verhaltnis zwischen dem Unterschied zwischen Tag 1 und Tag 2, und

der maximalen Anderung wihrend des ersten Tages, also nach

Tagl Anfang _Tag 2 Anfang

Tagl Anfang Tagl Ende

Konsolidierung (%)= 100x

berechnet.
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