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1 ZUSAMMENFASSUNG VII

1 Zusammenfassung

Dem bioaktiven Phospholipid Lysophosphatidsdaure (LPA) wird ein Einfluss auf Zellproliferation,
Apoptose, Migration und Entwicklung im Nervensystem zugeschrieben, haufig {iber eine Erhohung
des intrazelluldren Calciums. Die LPA-Wirkungen werden iliber G-Protein gekoppelte LPA-Rezepto-
ren vermittelt. Vor dem Hintergrund des Nachweises von LPA-Rezeptoren im Gehirn und der Anwe-
senheit von Signalwegen ist das Interesse an LPA-Wirkungen im Gehirn gestiegen. In der vorliegen-
den Arbeit wurden mittels der patch-clamp-Technik Aspekte der neuromodulatorischen Wirkung von
LPA an Neuronen von Méausen untersucht.

Wihrend der Gehirnentwicklung wurden Funktionen von LPA beschrieben. Eine Familie von
LPA abbauenden Enzymen sind die Lipidphosphatphosphatasen (LPP). Im Embryo fiihrt ein verrin-
gertes LPP1/1a-Level in neokortikalen Neuronen zu einer retadierten Migration. Da die Entwicklung
von lonenstromen eng mit der Migration von Neuronen gekoppelt ist, wurde in dieser Arbeit ein
elektrophysiologisches Profil von diesen Neuronen erstellt. Neurone, die am embryonalen Tag 18 un-
abhiéngig vom LPP1/1a-Level ihren Zielort erreichten, unterschieden sich elektrophysiologisch nicht
von den Neuronen der Kontrolle. Hingegen waren Neurone, die sich durch Expression von shRNA in
tieferen Schichten befanden, nicht in der Lage, regenerative Potenziale zu generieren. Ein wahrschein-
licher Grund war ein ausgeglichenes Verhéltnis von einwirts- und auswértsgerichteten Strémen im
Gegensatz zu einem grofleren Verhiltnis von einwirtsgerichteten Stromen in Kontrollneuronen. Am
postnatalen Tag 5 befanden sich diese Neurone in der Schicht 5 und unabhéngig von ihrem LPP1/1a-
Gehalt waren sie elektrophysiologisch nicht mehr zu unterscheiden. Die Migrationshemmung fiihrte
damit zur einer verlangsamten Stromentwicklung und einer anschlieenden elektrophysiologischen
Reorganisation von betroffenen Neuronen im Neokortex.

Im akuten Gehirnschnitt konnte gezeigt werden, dass Neurone der CA1-Region des Hippocampus
mit Verdnderungen auf LPA reagierten. Extrazelluldr appliziertes LPA fiihrte zu einem Anstieg von
spontanen exzitatorischen synaptischen Stromen (mEPSCs). Hingegen war die inhibitorische syn-
aptische Transmission durch LPA-Applikation nicht veridndert. Die Erhéhung der mEPSC-Frequenz
war liber die Aktivierung von LPA,-Rezeptoren vermittelt. Zur weiteren Aufkldrung des Mechanis-
mus wurde in der primdren hippocampalen Neuronenkultur eine genauere Lokalisation des LPA-
Effekts untersucht. Im Gegensatz zu Neuronen in akuten Gehirnschnitten wurde in diesem in-vitro
Modell nach LPA-Applikation kein Anstieg der Frequenz der mEPSCs gemessen, sondern ein Abfall.
Auch hier wurde keine Modulation der inhibitorischen synaptischen Transmission sowie der mEPSCs
in LPA,-Rezeptor knock-out-Neuronen beobachtet. Die wahrscheinlichste Modulation durch Calci-
um wurde im Anschluss untersucht. Die Pufferung von postsynaptischem Calcium verringerte die
mEPSC-Frequenz nach LPA. Hingegen war ohne Calcium in der extrazelluldren Umgebung keine
Reduktion der mEPSCs nach LPA-Applikation zu beobachten. Die gegenldufigen Resultate deuteten
darauf hin, dass moglicherweise astrozytidre Faktoren bendtigt werden oder andere Kulturartefakte
ein Problem sind.

Der durch Hyperpolarisation aktivierte, zyklisch-Nukleotid-gesteuerte Kationenstrom /1, kann
von G-Proteinsignalwegen moduliert werden. Die Aktivierung von LPA-Rezeptoren konnte daher

zu einer Modulation von I}, fiihren. Eine putative Modulation dieses Stroms wurde an Neuronen
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der CA1-Region untersucht. Somatische Messungen zeigten keine Verdnderung des Stroms. Diese
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die Rezeptoraktivierung entweder nicht spezifisch ist oder eine
Stromverdanderung nicht gemessen werden kann.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse machen deutlich, dass Lysophosphatidsédure zu voriiber-
gehenden als auch dauerhaften physiologischen Verdnderungen in Neuronen fiihrt. Diese Erkenntnis-

se konnen damit den Ausgangspunkt fiir weiterfithrende Studien darstellen.
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2 Summary

The bioactive phospholipid lysophosphatidic acid (LPA) has an impact on cell-proliferation, apopto-
sis, cell-migration and development in the central nervous system, often via increases in intracellular
calcium [Ca®*]; levels. The majority of the described LPA actions are g-protein mediated and both,
receptors and signaling pathways are present in the brain. Thus, LPA mediated actions in the brain
came into focus. In this thesis the patch-clamp technique was utilized to investigate neuromodulatory
actions of LPA in mouse neurons.

During brain development LPA actions are described. A family of LPA degrading enzymes the
lipidphosphate phosphatases (LPPs) are present early in development. Reduced levels of LPP1/1a via
shRNA in the embryonic brain resulted in a slowed migration of neocortical neurons. Neurons with
changed LPP1/1a levels were electrophysiological profiled, because the maturation of ionic currents
is tightly coupled to the migration of neurons. Neurons reaching their target at embryonic day 18
independent of their LPP1/1a levels did not differ. However, neurons that migrated slower due to
shRNA expression did not generate regenerative potentials. A probable underlying cause was the same
ratio of inward and outward rectifying conductances in contrast to a higher inward ratio in controls. On
postnatal day 5 these neurons were mostly in layer 5 and no longer electrophysiologically different.
In conclusion, the migration deficit lead to a delayed current development and an electrophysiological
re-organisation of affected neurons in the neocortex.

CA1 hippocampal neurons in accute brain slices responded to LPA. When LPA was applied ex-
tracellularly miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) increased in frequency. However,
the inhibtory miniature postsynaptic currents (mIPSCs) were unchanged. The mEPSC increase was
mediated by LPA,-receptors as there was no increase in LPA;-receptor knock-out mice. Further inves-
tigations were carried out in primary cultured hippocampal neurons to pin-point the LPA localisation.
Contrary to accute slices the in vitro model responded with a reduction of mEPSCs. Neither mIPSCs
of wildtype nor mEPSCs of LPA; knock-out neurons were changed. The most probable modulati-
on by calcium was further investigated. Buffering postsynaptic [Ca>"]; and applying LPA reduced
mEPSCs whereas no reduction was observed after omitting extracellular Ca?*. These contrary results
between accute slices and cultured neurons point to an involvement of glial factors and/ or artifacts
as a result of culturing.

Furthermore, the hyperpolarisation activated cyclic nucleotide gated current I, can be modulated
by g-protein signaling cascades. Activation of these, therefore, could lead to I, modulation. A putative
modulation was investigated in CA1 neurons, but somatic whole-cell recordings revealed no change
of I,. These results show that LPA-receptor activation is either not specific or a modification of Iy
cannot be measured.

Taken together these data show that lysophosphatidic acid has transient and long lasting physio-
logical implications in neurons. Furthermore, the conducted experiments might be the starting point

for future studies.



3  EINLEITUNG 1

3 Einleitung

Zu den eindrucksvollsten Leistungen des Gehirns gehoren Lernen, Speichern sowie Abrufen von
Informationen zum jeweils richtigen Zeitpunkt. Diesen Vorgédngen liegt eine komplexe zelluldre Ma-
schinerie zu Grunde, die aus einem Netzwerk von Neuronen besteht. Die Verbindung zwischen ein-
zelnen Neuronen wird durch Synapsen gewihrleistet, deren Hauptfunktion die Ubersetzung von Ak-
tionspotenzialen (elektrisches Signal) in ein chemisches Signal ist, das in Form von Botenstoffen
(Transmittern) von der Prisynapse erzeugt wird (Kandel et al., 2000). Eine Freisetzung von Trans-
mittern erfolgt dabei aus Vesikeln, die in der Priasynapse lokalisiert sind. Synapsen werden wihrend
der Gehirnentwicklung gebildet (Synaptogenese), dennoch sind einmal gebildete Synapsen nicht sta-
tisch, sondern verdndern sich je nach Benutzungsgrad. Fiir die Funktion des zentralen Nervensystems
(ZNS) ist die richtige Ausbildung von Neuronen und ihren Verbindungen durch Synapsen essentiell,
da Stérungen wihrend der Entwicklung zu Fehlfunktionen oder Missbildungen fiihren. An der Ent-
wicklung und Modulation sind vielfdltige Signalwege sowie Modulatoren beteiligt. Eine Gruppe von
Modulatoren sind Lipide und deren Derivate, welche ubiquitire Zellbestandteile sind (Alberts et al.,
2002) und die mehr als die Hélfte des Trockengewichts des Gehirns ausmachen (Piomelli et al., 2007).
Untersuchungen in den letzten Jahren haben gezeigt, dass Lipide im Gehirn in vielfiltiger Form von
der Entwicklung bis zur Verarbeitung von komplexen Verhaltensweisen (Piomelli et al., 2007) eine
Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurden elektrophysiologische Untersuchungen zu Lysophosphatidsdure, einem
Phospholipid, durchgefiihrt. Diese Lipiduntergruppe ist durch eine oder mehrere Phosphatgruppen
gekennzeichnet und kommt ubiquitdr im Organismus vor. Die vielfiltigen beschriebenen Wirkungen
wurden mit der Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Verbindung gebracht, au3er-
dem sind die Stoffwechselwege fiir die Synthese von Phospholipiden sowie zugehorige Signaltrans-
duktionswege im Gehirn vorhanden (Choi et al., 2010). Weiterfilhrende Erkenntnisse zu Phospholi-

piden konnen daher zum tieferen Verstindnis der Funktionsweise des Gehirns beitragen.

3.1 Lysophosphatidsiure

Sowohl wihrend der Gehirnentwicklung als auch im adulten Gehirn werden viele Stoffwechsel-
prozesse sowie lonenstrome von G-Protein abhingigen Signalkaskaden moduliert. Ein moglicher
Aktivator von G-Proteinen ist das einfachste Phospholipid Lysophosphatidsdure (LPA), welches in
der vorliegenden Arbeit hinsichtlich einer neuronalen Modulation untersucht wurde. LPA (1-Acyl-
2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphat; Strukturformel siehe Abbildung 1) besteht aus einem Molekiil
Glycerol (C3HgO3), einer Hydroxylgruppe, einer Phosphatgruppe sowie einer Fettsdurekette (Pages
et al., 2001). Die Positionen der Hydroxylgruppe und der Fettsdurekette konnen variieren, wodurch
sie sich entweder an der sn-2- oder der sn-1-Position befinden. In Abbildung 1 ist in der LPA-
Strukturformel die Fettsdurekette an der sn-1-Position eingezeichnet. Uber eine Acyl- oder Alkyl-
gruppe ist die Fettsdure mit Glycerol verbunden und besteht entweder aus einer gesittigten Fettsdure
(C18:0, C16:0) oder einer ungesittigten Fettsdure (C18:1, C20:4) (Pages et al., 2001), wobei die
Liange der Acylkette im Gewebe von der Art des Vorlduferphospholipids abhédngt (Choi et al., 2010).
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An der sn-3-Position ist jeweils die Phosphatgruppe mit Glycerol verestert. Die Bezeichnung LPA be-
zieht sich meistens auf das C18:1 Molekiil, welches hauptsédchlich experimentell benutzt wird (Choi
etal., 2010).
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Abbildung 1: Synthese, Rezeptoren und Abbau von LPA

Gezeigt sind drei wichtige Proteine des LPA-Stoffwechsels und Signalerkennung (schwarz) und Wege
der LPA-Wirkung bzw. des LPA-Abbaus. LPA (auch als Strukturformel abgebildet) wird von Autota-
xin (ATX) durch Hydrolyse von Lysophosphatidylcholin (LPC) gebildet. LPA bindet an Rezeptoren
(LPAy) oder wird von Lipidphosphatphosphatasen zu Monoacylglycerol umgebaut. Eine Bindung
an LPA-Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung einer membranstidndigen G-Protein-a-Untereinheit und
der Dissoziation dieser vom inaktiven G-Protein-Komplex bestehend aus «-, B- und y-Untereinheit.
Lipidphosphatphosphatasen sind in der Lage eine Anzahl von Substraten in vitro umzusetzen. Die
Abkiirzungen stehen fiir: LPA — Lysophosphatidsdure; PA — Phosphatidsédure; S1P — Sphingosin-1-
Phosphat; C1P — Ceramid-1-Phosphat. Auf der linken Seite sind die entsprechenden Produkte nach
Abspaltung einer Phosphatgruppe angegeben. Die Abkiirzungen bezeichnen: MAG — Monoacylgly-
cerol; DAG — Diacylglycerol; S — Sphingosin; C — Ceramid. (Zusammengestellt aus: Hama und Aoki,
2010; Aoki et al., 2008; Piomelli et al., 2007).

3.1.1 Synthese und Abbau von LPA

Die LPA-Synthese erfolgt hauptsédchlich extrazelluldr durch zwei wichtige Stoffwechselwege. Im ers-
ten Syntheseweg wird aus Phospholipiden der Membran durch das Enzym Phospholipase D ein Zwi-
schenprodukt gebildet, welches von Phospholipase A, zu LPA umgesetzt wird. Der zweite Synthese-
weg findet iiber die Bildung von z.B. Lysophosphatidylcholin durch Phospholipase A, statt, welches
durch die extrazellulér lokalisierte Lysophospholipase D, nachfolgend nur noch als Autotaxin (ATX)
bezeichnet, zu LPA synthetisiert wird (Choi et al., 2010; Briduer und Nitsch, 2008). Méuse, die he-

terozygot fiir Autotaxin sind (8-12 Wochen alt), besitzen ein reduziertes LPA-Level im Plasma (van
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Meeteren et al., 2006), was darauf hindeutet, dass extrazelluldr befindliches LPA hauptséchlich iiber
Autotaxin generiert wird.

Da LPA als Signalmolekiil fungiert, ist eine biologische Inaktivierung von Bedeutung. Einer der
wichtigsten Abbauwege erfolgt iiber eine Dephosphorylierung von LPA durch membranstindige Li-
pidphosphatphosphatasen (LPPs) und fiihrt zur Bildung von Monoacylglycerol (MAG, siche Abbil-
dung 1, Pyne et al., 2005). Die Lipidphosphatphosphatasen-Familie wird der Superfamilie der Phos-
phatasen zugeordnet und beinhaltet 3 Mitglieder: LPP1, LPP2 und LPP3, zusitzlich wurde LPP1la
beschrieben, eine Splicevariante von LPP1 (Brindley und Pilquil, 2009). Aufler LPA konnen die-
se Phosphatasen auch die verwandten Phospholipide Phosphatidsdure, Sphingosin-1-Phosphat und
Ceramid-1-Phosphat in vitro dephosphorylieren (Roberts et al., 1998). Alternativ kann LPA durch
eine Acyltransferase zu Phosphatidsdure abgebaut werden (Saba, 2004).

3.1.2 LPA-Rezeptoren und Signalwege

Die Mehrzahl der LPA-Wirkungen werden iiber membranstindige G-Protein gekoppelte Rezeptoren
vermittelt, die als LPA|_s-Rezeptoren bezeichnet werden. Es gibt Unterschiede in der Gewebeex-
pression und den jeweils aktivierbaren Signalwegen (Choi et al., 2010, und Tabelle 1). LPA;, LPA;
und LPA3; (Hecht et al., 1996; An et al., 1998; Bandoh et al., 1999) sind ndher miteinander verwandt
als die zwei anderen Rezeptoren LPA4 (Lee et al., 2007) und LPA5 (Lee et al., 2006), die Purinre-
zeptoren dhneln (Choi et al., 2010). Drei weitere G-Protein gekoppelte Rezeptoren, P2Y5, P2Y 10
und GPR87 (Yanagida et al., 2009; Murakami et al., 2008; Tabata et al., 2007), werden zur Zeit als
putative LPA-Rezeptoren diskutiert (Choi et al., 2010). Der erste identifizierte Rezeptor LPA ist ein
Protein mit 7 prognostizierten Transmembrandoménen (Hecht et al., 1996). Neben diesen extrazel-
luldr lokalisierten Rezeptoren wurde auch die Bindung von LPA an den intrazelluldr lokalisierten
Rezeptor peroxisome proliferator-activated receptor 7y beschrieben (Mclntyre et al., 2003).

Das Gehirn ist eines der Organe, in denen LPA-Rezeptoren prominent exprimiert werden. Bereits
ab dem embryonalen Tag 12,5 wird LPA|-Rezeptor-mRNA in Zellen der ventrikularen Zone (Hecht
et al., 1996) exprimiert. Auch LPA,-Rezeptor-mRNA ist im sich entwickelnden Gehirn ab Tag E12,5
detektierbar (Ohuchi et al., 2008). Weiterhin wird LPA4-Rezeptor-mRNA zwischen den embryona-
len Tagen 13,5 und 15,5 (Lee et al., 2007) detektiert. In adulten Stadien kommt mRNA der LPA;-
(Hecht et al., 1996) und LPA,-Rezeptoren (An et al., 1998) in Gesamthirnextrakten vor. Auflerdem
zeigt eine weitere Studie die Expression der LPA-Rezeptoren 1-3 im adulten Maushirn (Goldshmit
et al., 2010). Neben diesen Gesamthirn- oder Gehirnextraktstudien ist eine genauere Lokalisation der
LPA-Rezeptoren in Primérkulturen von unterschiedlichen Zelltypen beschrieben. Kortikale Maus-
neurone, die am Tag E12 pripariert und nach einem Tag in vitro analysiert wurden, exprimieren
hauptsédchlich LPA,-Rezeptor und schwach LPA;-Rezeptor-mRNA (Fukushima et al., 2002). Hin-
gegen zeigen primir kultivierte hippocampale Mausneurone (préipariert E18) nach 4 Tagen in vitro
sowohl eine Expression von LPA; als auch LPA; (Kieselmann, 2010). Nach 14 Tagen in Kultur wird
auch in diesen Neuronen LPA, viel stirker exprimiert als LPA| und Transkripte von LPA3, LPA4 und
LPAj5 sind nicht nachweisbar (Kieselmann, 2010). Auf Proteinebene zeigen immunhistochemische

Untersuchungen eine neuronale Lokalisation des LPA,-Rezeptors auf der prisynaptischen Seite von
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glutamatergen Synapsen (Trimbuch et al., 2009).

Die Kopplung von LPA-Rezeptoren an G-Proteine fiihrt nach Rezeptoraktivierung zur intrazel-
luldren Verstirkung des Signals. LPA-Rezeptoren sind an die G-Proteine G;/o, Gg/11, Gi2/13 und
G, gekoppelt (fiir eine rezeptorspezifische Ubersicht der aktivierbaren Signalkaskade siehe Tabel-
le 1). Die aktivierte Signalkaskade ist fiir jeden LPA-Rezeptor vom jeweiligen Zelltyp oder Gewebe
abhingig (Hama und Aoki, 2010). Daher besteht die Moglichkeit, dass nicht jeder aktivierbare Signal-
weg in Neuronen vorhanden ist. In Neuronen kann eine LPA-Rezeptor gekoppelte G; /,-Aktivierung
zu einer Reduktion von cAMP oder G-Aktivierung zu einem Anstieg von cAMP fiihren (Neves et al.,
2002). Eine Aktivierung von Gg,1; durch LPA-Rezeptoren fiihrt zu einem PLC vermittelten Anstieg
des intrazelluldren Calciumniveaus (Contos et al., 2002).

Um die Spezifitit des Signals zu erhalten und eine erneute Aktivierung zu ermdglichen, erfolgt
eine Abschaltung von aktivierten LPA-Rezeptoren. Einerseits wird auf intrazellulirer Seite das Signal
automatisch abgeschaltet, indem die intrinsische Phosphataseaktivitéit der G- Protein-o-Untereinheit
GTP zu GDP konvertiert. Damit verbunden sind eine Inaktivierung der a-Untereinheit und eine nach-
folgende Assoziation mit der - und y-Untereinheit zu einem erneut aktivierbaren Proteinkomplex.
Des Weiteren ist eine Endozytose des LPA|-Rezeptors beschrieben (Murph et al., 2003; Moolenaar
et al., 2004) wodurch eine Abschaltung des Signals vermutet wird. Eine Endozytose nach Rezepto-
raktivierung ist unter G-Protein gekoppelten Rezeptoren weit verbreitet (Ferguson, 2001), zusétzlich
wire eine Desensitivierung des Rezeptors denkbar, wie fiir andere G-Protein gekoppelten Rezeptoren
beschrieben ist (Ferguson, 2001). Auflerdem kann, wie bereits erwihnt, LPA auf der extrazelluldren
Seite von LPPs dephosphoryliert und damit biologisch inaktiviert werden (Hooks et al., 2001). Eine
Neusynthese von LPA wird durch die Autoinhibition auf das produzierende Enzym Autotaxin verhin-

dert, so dass weniger LPA aus LPC synthetisiert wird (van Meeteren et al., 2005).

LPA-Rezeptor G-Protein Kopplung Signalweg

LPA; Gi/o» Gg/11> Gi2/13 PI-3K, PLC, RhoGEF

LPA, Gi/o» Gg/11> G12/13 PI-3K, PLC, RhoGEF

LPA; Gi/o’ Gq/ll PI-3K, PLC

LPA4 Gi/os Gg/11> G12/13, Gs - PI-3K, PLC, RhoGEF, Adenylatcyclase
LPA5 Gq/ll’ G12/13 PLC, RhoGEF

Tabelle 1: LPA-Rezeptoren, ihre G-Protein Kopplung und die aktivierbaren Signalwege.
Zusammengestellt aus Moolenaar et al. (2004); Neves et al. (2002); Noguchi et al. (2009).
Abkiirzungen: PI-3K - Phosphoinositol-3 Kinase, PLC - Phospholipase C, RhoGEF - Rho-specific
exchange factor.

3.1.3 Wirkungen von LPA

Die beschriebenen Wirkungen von LPA sind abhiingig von den untersuchten Zellen bzw. Geweben
und es sind zahlreiche Wirkungen in der Literatur beschrieben. In diesen Publikationen wurden ein

Einfluss oder eine Modulation durch LPA auf die Fortpflanzung, die generelle Entwicklung von Em-
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bryonen, die Entwicklung von Blutgefifien, die Apoptose, die Zellmigration und das Zentrale Ner-
vensystem dargestellt (Choi et al., 2010).

3.1.3.1 LPA-Effekte wihrend der Gehirnentwicklung

Durch die unterschiedliche Rezeptorexpression und die daraus resultierende unterschiedliche Akti-
vierung von Signalkaskaden (siehe Tabelle 1) sind die beobachteten Effekte im Gehirn mannigfaltig.
Zu erwihnen sind u.a., dass eine ex vivo-Kultivierung von Maushirnen in LPA-haltigem Medium zu
einer Einfaltung des Neokortex fiihrt (Kingsbury et al., 2003) und ein Fehlen des LPA;-Rezeptors
eine verringerte Neurogenese im Gyrus Dentatus (Matas-Rico et al., 2008) zur Folge hat. Weiterhin
wurde in einer Nebenlinie der LPA|-Rezeptor-knock-out-Maus eine gestorte Schichtenbildung des
Kortex beobachtet (Estivill-Torrus et al., 2008). Weiterhin bewirkt LPA im ZNS zelluldre Antworten
wie Proliferation, Anderung der Zelldifferenzierung, Zelladhdsion (Goetzl und An, 1998) und eine

Retraktion von Neuriten (Kranenburg et al., 1999).

3.1.3.2 Modulation von Ionenstromen durch LPA
Neben einer generellen Wirkung von LPA auf Entwicklungsprozesse des Gehirns sind die Mo-
dulationen, Anderung der Aktivierung und Inaktivierung von unterschiedlichen Ionenstromen oder
Ionenkanaluntereinheiten durch LPA beschrieben. Da lonenkanile fiir die Erregbarkeit und elektri-
sche Aktivitit von Neuronen essentiell sind, kénnen Anderungen der Stréme zu einer funktionel-
len Verdnderung des neuronalen Netzwerkes fiihren. So ruft LPA-Applikation in Zellen der Zelllinie
N1E-115 (Neuro-Blastom abgeleitet) eine G13-Aktivierung hervor, der eine Chlorid mediierte De-
polarisation folgt (Postma et al., 2001). Mikrogliazellen reagieren auf LPA mit einer Aktivierung von
calciumabhingigen Kaliumkanilen (Schilling et al., 2002). In primir kultivierten Ganglienzellen der
Radix dorsalis fiihrt LPA zu einer Hyperpolarisation der Aktivierungs- und Deaktivierungskurve von
Natriumstromen sowie zu einer Konduktivitatszunahme von TTX-resistenten Natriumstromen (Lee
et al., 2005). AuBlerdem kann LPA-Applikation im selben Zelltyp zu einem Anstieg des intrazel-
luldren Calciums (Elmes et al., 2004) fiihren. Weiterhin wird in akut dissoziierten Ganglienzellen der
Radix dorsalis durch LPA ein Calciumsstrom vom T-Typ hochreguliert, was durch die Untereinheit
Cay3.2 vermittelt wird (Iftinca et al., 2007). Im Gegensatz dazu werden im Expressionssystem und
in Neuronen einer in vitro- Priparation des lateralen habenularen Nukleus Cay3.1 und Cay3.3 ver-
mittelte T-Typ Calciumstrome durch LPA (via Rho-Aktivierung) inhibiert (Iftinca et al., 2007). Auch
in hippocampalen Neuronen in vitro ist nach einer Aktivierung der G-Protein gekoppelten Rezepto-
ren durch extrazelluldres LPA ein Anstieg des intrazelluldren Calciums zu beobachten, der sich aber
durch Blockade von AMPA/Kainat- und NMDA-Rezeptoren verringern oder ganz verhindern lisst
(Holtsberg et al., 1997). In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass LPA bereits an E11/E12 in
kortikalen Vorlduferzellen neurotransmitterdhnliche Strome induzieren kann (Dubin et al., 1999) und
damit eher als GABA oder L-Glutamat auftritt.
Unabhingig von einer LPA-Rezeptoraktivierung werden die mechano-sensitiven Kalium leiten-
den Kanile TREK-1, TREK-2 und TRAAK durch LPA moduliert. In primér kultivierten striatalen
Neuronen verdndern sich, nach LPA-Applikation auf die intrazellulire Membranseite, die norma-

lerweise mechano-sensitiven Kanéle zu leak conductances. Die maximale Wirkung wird mit einer
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Konzentration von 10 uM LPA erreicht (Chemin et al., 2005). Dies ist eine Konzentration, die oft in
Experimenten benutzt wird (siehe unter anderem: Bandoh et al., 1999; Bernhart et al., 2010; Brauer
et al., 2003; Hains et al., 2006; Todorova et al., 2009). Extrazelluldr appliziertes LPA in Gangli-
enzellen der Radix dorsalis inhibiert hingegen TREK-1 mediierte Strome. Diese Inhibition erfolgt
wahrscheinlich iiber den LPA |- oder LPA3-Rezeptor, da eine spezifische Blockade dieser Rezeptoren
die Inhibition verhindert (Cohen et al., 2009).

3.1.4 Lipidphosphatphosphatasen

LPPs sind an der Inaktivierung bzw. dem Abbau von LPA durch ihre Phosphataseaktivitiit (Abschnitt
3.1.1) beteiligt. LPPs besitzen sechs Transmembrandominen und sind entweder in der Zellmembran
oder intrazelluldiren Membran lokalisiert (Brindley und Pilquil, 2009). Es gibt drei aktive Doménen,
die sich alle auf der extrazelluldren Seite befinden und fiir die Phosphataseaktivitdt verantwortlich
sind (Brindley, 2004). Die Proteine werden nicht durch N-Ethylmaleimid inhibiert und Magnesium
wird nicht fiir die Aktivitit bendtigt (Zhang et al., 2000). Alle Mitglieder der LPPs werden gewebe-
spezifisch exprimiert unter anderem auch im Gehirn (Sigal et al., 2005). Im Neokortex wurde eine
Expression von LPP1 ab E14 gezeigt (Velmans, 2010). LPPs konnen in vitro LPA, Phosphatidsidure
(PA), Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Ceramid-1-Phosphat (C1P) dephosphorylieren, dabei zeigen
sie eine unterschiedliche Substratspezifitit und in Bezug auf LPP1 ist diese LPA > PA > S1P > C1P
(Roberts et al., 1998).

LPPs wurden durch Homologievergleiche als verwandte Gruppe zu den wun-Genen aus Droso-
phila im Menschen (Kai et al., 1997) und in der Maus (Zhang et al., 2000) identifiziert. Bereits 1996
konnte gezeigt werden, dass wun zur richtigen Wanderung bzw. Orientierung von Keimzellen benétigt
wird (Zhang et al., 1996). In einer weiteren Studie wurden die genomische Lokalisation bestimmt und
Ahnlichkeiten zu Lipidphosphatphosphatasen festgestellt. Daher wurde vermutet, dass das Protein-
produkt wunen am Lipid-Metabolismus beteiligt ist (Zhang et al., 1997). Im beschriebenen Phénotyp
(Zhang et al., 1997) liegen zwei Gene, wun und wun2 (Starz-Gaiano et al., 2001), die beide red-
undant wirken und in den beschriebenen Mutanten beide betroffen sind (Starz-Gaiano et al., 2001).
Die katalytische Aktivitit der wunen-Proteine wird benétigt, damit diese Zellen nicht vom Zielort
der Wanderung abgewiesen werden (Starz-Gaiano et al., 2001). In Maus-Fibroblasten wurde gezeigt,
dass LPP1 eine Rolle bei der LPA induzierten Migration spielt (Long et al., 2006). Im Gehirn von
embryonalen Méusen wurde durch shRNA knock-down von LPP1/1a die Migration von Neuronen im
embryonalen Neokortex verdndert und auch am Tag PS waren nur wenige der betroffenen Neurone in
der richtigen Schicht anzutreffen (Velmans, 2010).

3.2 Entwicklung des ZNS

Wihrend der embryonalen Entwicklung entsteht die Vorlduferstruktur des Gehirns mit der Ausbil-
dung der Neuralplatte aus dem Ektoderm. Daraufthin beginnt sich die Neuralplatte zu falten und
einzustiilpen, wodurch sich am Ende das Neuralrohr bildet, das durch eine Epidermis bedeckt wird
(Wolpert et al., 2007). Durch die Bildung des Neuralrohrs entstehen dorsal gelegene Neuralleisten-
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zellen, die auch ektodermalen Ursprungs sind (Wolpert et al., 2007). Aus diesen bilden sich sich im
Zuge der Entwicklung sowohl sensorische Neurone des peripheren als auch Neurone des vegetativen
Nervensystems. Im vorderen Teil des Neuralrohrs entsteht das Gehirn und im mittleren bis hinteren
das Riickenmark (Wolpert et al., 2007). Die Bildung des Gehirns im vorderen Abschnitt beginnt mit
der Bildung von 3 Blédschen, dem Prosencephalon, dem Mesencephalon und dem Rhombencephalon
(Vieira et al., 2010). Die Vorlduferzellen der Neurone und Gliazellen werden in der Proliferationszone
des Neuralrohrs gebildet, die das Lumen des Neuralrohrs auskleidet (auch Ventrikularzone) und die
nur eine Zellschicht dick ist (Wolpert et al., 2007). Aus diesen Vorlduferzellen entwickeln sich zwi-
schen den embryonalen Tagen 8 (E8) und 20 (E20) pyramidale Neurone und zeitversetzt Gliazellen
(E12 bis postnataler Tag 13 (P13) mit dem Hohepunkt um die Geburt, Wang und Bordey, 2008). Eine
Ubersicht des Auftretens der einzelnen Zelltypen ist in Abbildung 2 dargestellt.

Neurone Astrozyten Oligodendrozyten Interneurone

E6 E10 E14 E18 P1 P5 P9 P13 P17 P21 Adult

Entwicklungsstadien

Abbildung 2: Abfolge der Zellentwicklung im ZNS von Nagern
Darstellung, in welchen Zeitrdumen pyramidale Neurone (Neurone), Astrozyten, Oligodendrozyten
und Interneurone aus Vorlduferzellen entstehen. Ab E8 werden pyramidale Neurone gebildet und
spéter entstehen Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) und Interneurone. Bei letztgenannten
hilt die Neurogenese in einigen Regionen (Riechkolben, Gyrus Dentatus) bis ins Alter an (Wang und
Bordey, 2008). Diagramm nach Wang und Bordey (2008); Oligodendrozyt aus Anitei et al. (2006);
Interneuron (neuromorpho.org; Eintrag: 030228-1, Yuste).

3.2.1 Entwicklung des Neokortex

Der Neokortex ist eine Gehirnstruktur, die evolutionér in Reptilien und S#ugetieren zu finden ist.
Nachdem die Grundstruktur des Gehirns angelegt wurde (siehe vorherigen Abschnitt 3.2), bildet sich
der Neokortex heraus, wobei die Entwicklung zeitlich stark reguliert ist. Er wird aus pyramidalen
Neuronen (Projektionsneuronen) und Interneuronen gebildet, die in horizontalen Schichten organi-

siert sind. Ein Merkmal aller post-mitotischen Neurone ist, dass sie nach ihrer Entstehung von ihrem
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Abbildung 3: Entwicklung des Neokortex

Schematische Zeichnung, in der die Entwicklung des Neokortex einer Maus dargestellt ist. In den
friihen embryonalen Stadien (bis E12) sind nur Ventrikularzone (VZ) und Préplatte (PP) vorhan-
den. In sukzessiven Stadien bildet sich die kortikale Platte (CP) heraus, welche die Préplatte in die
Marginalzone (MZ) und Subplatte (SP) teilt (E13). Nachfolgend geborene Neurone wandern aus der
Ventrikularzone iiber die Intermediidrzone (IZ) in die kortikale Platte ein und bilden eine neue Zell-
schicht in der kortikalen Platte, die sich iiber den bereits anwesenden Neuronen befindet (E14-E18).
Im adulten Tier haben sich aus der kortikalen Platte die Lagen I - V sowie die weille Substanz (WM),
in der sich hauptsédchlich Axone befinden, gebildet. Darstellung nach Gupta et al. (2002) und Dehay
und Kennedy (2007)

Entstehungssort zum Destinationsort hinwandern miissen (Rakic, 2009). Pyramidale Neurone des ce-
rebralen Kortex (Neokortex) entstehen aus Vorlduferzellen in der ventrikularen oder subventrikularen
Zone (Rakic, 2009) durch symmetrische oder asymmetrische Teilung und wandern hauptsichlich
radial (d.h. an Radialgliazellen entlang) in den sich entwickelnden Kortex (Kriegstein und Noctor,
2004). Zu Beginn der Kortexentwicklung entstehen die Préplatte mit den ersten gebildeten Neuronen
und die darunterliegende Ventrikularzone (Kriegstein und Noctor, 2004). Nachfolgend entstandene
post-mitotische Neurone wandern nun in die Priplatte ein und bilden die kortikale Platte, wodurch
die Priplatte in die Marginalzone und die Subplatte aufgeteilt wird (Kriegstein und Noctor, 2004). Da
der Kortex von innen nach auflen entsteht, bedeutet dies, dass spéter geborene Neurone an friiher ge-
borenen Neuronen in der kortikalen Platte vorbeiwandern miissen und in der Folge eine neue Schicht
bilden (Angevine und Sidman, 1961). Damit sind Neurone, die friiher geboren werden, in tieferen
Schichten der kortikalen Platte lokalisiert, wohingegen spiter geborene Neurone in oberen Schichten
der kortikalen Platte auftreten (siehe auch Abbildung 3 fiir eine schematische Darstellung). Die Inter-
neurone bzw. ihre Vorlduferzellen des Kortex wandern hingegen aus der ventral gelegenen ganglioni-
schen Eminenz, der Vorlauferstruktur des Striatums, tangential in den sich entwickelnden Kortex ein
(Anderson et al., 1997).
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Diese kurze Darstellung zeigt, wie komplex die Entstehung des Kortex ist, daher kénnen be-
reits geringe Storungen zu Fehlbildungen fiihren (Gleeson, 2000; Tanaka und Gleeson, 2000). Zum
Beispiel ruft eine Mutation im doublecortin Gen (DCX) eine Fehlbildungen des menschlichen Neo-
kortex hervor (Gleeson, 2000; Tanaka und Gleeson, 2000). Das Mausmodell weist auf eine Migrati-

onsstorung von Neuronen als Ursache fiir dieser Fehlbildung hin (Bai et al., 2003).

3.2.2 Elektrische neuronale Eigenschaften wihrend der entwicklungsabhingigen Migration

im Neokortex

Was zeichnet Neurone aus und unterscheidet sie von anderen Zellen? Neurone entwickeln sich von
einfachen Zellen zu stark kompartimentierten Zellen, die intrinsische elektrische Aktivitit besitzen,
welche durch eine Vielzahl unterschiedlicher Ionenkanile in der Zellmembran generiert wird. Dabei
konnen sehr dhnliche Output-Muster in Form von Aktionspotenzialen durch eine veridnderte Mixtur
von Konduktivitdten generiert werden (Marder und Goaillard, 2006). Scheinbar entsteht die neu-
ronale Aktivitit nach einem festen Muster (hardwired), aber liber die Expression von neuen oder
unterschiedlichen Ionenstromen konnen die intrinsische oder die Netzwerkaktivitiit verdndert wer-
den. Diese elektrischen Anderungen beeinflussen wiederum die Reifung von Neuronen wihrend der
Entwicklung oder auch den Output wahrend bestimmter Phasen. Als Folge kann die Genexpression
durch z.B. Calciumerhdhungen oder Aktivierung von G-Protein gekoppelten Signalkaskaden modu-
liert werden. In diesem Zusammenhang wird auch vom developmental handshake (siehe Abbildung

4) gesprochen, der genau dieses Zusammenspiel beschreibt (Spitzer, 1991).

Genexpression

Abbildung 4: Developmental Handshake
Die Expression von Genen liuft wihrend der

Hardwired Entwicklung nach einem festgelegten Schema
Direkt ab (hardwired). lonenkanile, die exprimiert
(zellautonom) werden, nehmen durch ihre Aktivierung ent-
weder einen direkten oder indirekten Einfluss
Indirekt\ auf die Genexpression. Als softwired wird die
(z.B.durch , Modulation der elektrischen Aktivitdt durch
andere Zellen) Elektrische . . .
Aktivitat Umgebungssignale (z.B. Aktivierung von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren) bezeichnet.
T Softwired Modifiziert nach Spitzer (2006).

Umgebungssignale

3.2.2.1 Elektrische Kopplung durch gap-junctions
Im sich entwickelnden Kortex haben bereits nicht migrierende Vorlduferzellen in der ventrikula-

ren Zone charakteristische elektrische Eigenschaften. Sie sind gekennzeichnet durch einen geringen
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Eingangswiderstand!, der wahrscheinlich durch elektrische gap-junction-Kopplung mit anderen Zel-
len bedingt ist (LoTurco und Kriegstein, 1991). Mit Beginn der Migration steigt nachfolgend der
Eingangswiderstand an (Noctor et al., 2001), was auf eine elektrische Entkopplung hindeutet. Die
Anzahl von elektrisch gekoppelten Zellen verringert sich mit fortschreitendem Embryonalalter, was

wiederum mit einer Abnahme der Neurogenese korreliert (Sutor und Hagerty, 2005).

3.2.2.2 Intrinsische spannungsabhéingige Strome

Spannungsabhiingige Strome werden durch Anderungen der Membranspannung aktiviert und wei-
sen charakteristische Figenschaften auf. Bereits Vorlduferzellen, die sich in der ventrikularen Zone
befinden, besitzen spannungsabhingige Kaliumstrome (Noctor et al., 2001). Mit dem Beginn der
neuronalen Wanderung in die intermediére Zone entwickeln sich in postmitotischen Neuronen span-
nungsabhingige einwirtsgerichtete Strome (Noctor et al., 2001), welche durch Natriumkanéle ver-
mittelt werden (Bahrey und Moody, 2003; Noctor et al., 2004). Mit dem Eintritt dieser Neurone in die
kortikale Platte verdndert sich bis E16 wenig an den maximalen Amplituden der Natrium- und Ka-
liumstrome. Ab E18 hingegen vergrofiern sich beide Strome und die maximalen Amplituden steigen
in den Folgetagen weiter an (Bahrey und Moody, 2003). Weiterhin erscheint ab dem postnatalen Tag
P2 der hyperpolarisations-aktivierte zyklisch-Nukleotid modulierte nicht-selektive Kationenstrom Iy,
(Bahrey und Moody, 2003), welcher um das Ruhemembranpotenzial aktiviert. In der Folgezeit steigt
die maximale Amplitude von I, an (Bahrey und Moody, 2003; Zhu, 2000). Dies korreliert damit,
dass sich bis P2 wenig am Eingangswiderstand @ndert, aber in der ersten postnatalen Woche eine
drastische Verkleinerung stattfindet (Bahrey und Moody, 2003).

3.2.2.3 Migration und die Rolle von Calcium

Die Wanderung von Neuronen ist nicht spezifisch fiir den Neokortex, sondern ist ein genereller Vor-
gang wihrend der Gehirnentwicklung. Fiir das Cerebellum wurde gezeigt, dass wihrend der embryo-
nalen Entwicklung die Wanderung von Kornerzellen mit einer Erhdhung des intrazelluldren Calciums
korreliert (Komuro und Rakic, 1996). Dies wird durch spannungsabhingige N-Typ Calciumkanile
vermittelt und eine Blockierung durch @w-Conotoxin reduziert die Wanderungsgeschwindigkeit er-
heblich (Komuro und Rakic, 1992). Im Neokortex treten spontane calcium transients zwischen E16
und P2 auf, die ihre maximale Anzahl und Synchronisation an PO haben (Corlew et al., 2004). Da iiber
calciumabhingige Signalkaskaden unter anderem die Genexpression modifiziert wird, wire so eine
Regulation der Genexpression iiber unterschiedliche Aktivitdtsniveaus denkbar. Auflerdem gibt es die
Moglichkeit, dass auch im Neokortex calciumabhéngige Mechanismen vorhanden sind (dhnlich wie

im Cerebellum), die fiir die Migration von Neuronen von Bedeutung sind (Moody und Bosma, 2005).

'Der Eingangswiderstand ist abhéngig von der Membranoberfliche, der Anzahl von Tonenkanilen, welche um das
Ruhemembranpotenzial aktiviert sind, sowie von den passiven Ionenleitfahigkeiten beim Membranpotenzial. Bei einem
Verbund aus gap-junction gekoppelten Neuronen sind diese in Reihe geschaltet, wodurch sich der Widerstand verringert.
Eine Entkopplung fiihrt bei unverdnderter Anzahl der Kanile zu einem Anstieg des Eingangswiderstands.
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3.3 Neuronale Plastizitit

Elektrische Aktivitdt ist die Grundlage fiir die Kommunikation zwischen Neuronen, die ein Input/Out-
put-System sind (Reyes, 2001). Der Input in Form von rezeptor-mediierten-Stromen erfolgt an den
Synapsen, die hauptsidchlich dendritisch lokalisiert sind. Entlang des Dendriten und im Soma er-
folgt eine lokale Verrechnung der Strome und beim Uberschreiten einer bestimmten Schwelle am
Axonhiigel kommt es zum Ausldsen eines Aktionspotenzials, welches sich hauptsichlich entlang des
Axons fortpflanzt. An der Prisynapse, dem Axonende, kommt es zur Ausschiittung von Vesikeln,
die an einem anderen Neuron durch Rezeptoraktivierung zum Input filhren. Nach dem Hebb’schen
Postulat wird die Verstiarkung der Verkniipfung zwischen zwei Neuronen (Hebb, 1949) als Grundla-
ge fiir Lernprozesse angesehen. Die so ausgeloste molekulare Verdnderung an einer Synapse wird
auch als synaptische Plastizitit bezeichnet. Neuronale Plastizitit hingegen bezieht sich nicht nur
auf Verinderungen an Synapsen, sondern umschlieft alle molekularen Anderungen, die in Neuro-
nen zu einer Verdnderung von Stromen fiihren (Zhang und Linden, 2003). Zusétzlich werden diese
Verinderungen der intrinsischen und synaptischen Aktivitit, der Speicherung von Informationen auf
zelluldrer Ebene zugeschrieben (Zhang und Linden, 2003), wodurch solche Verdnderungen eine Aus-

wirkung auf neuronale Netzwerke haben kénnen.

3.3.1 Synaptische Plastizitit

Synaptische Plastizitiat umfasst alle Vorgénge, die an der Pri- oder Postsynapse zu einer Verdnderung
der synaptischen Transmission beitragen. An exzitatorischen Synapsen wird hauptsichlich die Stirke
der Verbindung gemessen, die sich auch experimentell in Form von long-term potentiation (LTP) oder
long-term depression (LTD) verdndern ldsst (Zhang und Linden, 2003). Eine weitere Moglichkeit
besteht in der Messung von spontanen synaptischen Stromen, an denen auch Anderungen der Pri-
und Postsynapse messbar sind (siehe z.B., Huang et al., 2011).

Eine Aktivierung von LPA-Rezeptoren durch LPA fiihrt zu einer Aktivierung von Signalkas-
kaden, die unter anderem den intrazelluldren Calciumspiegel erhohen (siehe 3.1.2) oder Calcium-
leitfahigkeiten verdndern konnen (siehe 3.1.3). In Neuronen fiihrt eine Erhohung des intrazelluldren
Calciumspiegels in der Prisynapse zu einer gesteigerten Vesikelausschiittung. Um eine Modulati-
on der synaptischen Transmission zu untersuchen, wurde im Labor ein Feldpotenzial-Vorexperiment
durchgefiihrt. In diesem Experiment sollte iiberpriift werden, ob LPA einen Einfluss auf die Erregung
von Neuronen hat. Die Feldpotenziale wurden in der CA1-Region des Hippocampus nach Stimula-
tion der Schaffer-Kollateralen aufgezeichnet. Bei diesen Experimenten werden die Axone von CA-3
Neuronen stimuliert und die synaptischen Potenziale an den empfangenden CA-1 Neuronen aufge-
zeichnet. Diese Experimente zeigen, dass im akuten hippocampalen Gehirnschnitt der Maus nach
LPA-Applikation die Erregbarkeit gesteigert wird (siehe Abbildung 5).

3.3.2 Plastizitit spannungsabhingiger Strome

Eine Modulation von spannungsabhingigen Ionenkanile kann zu einer lokalen oder globalen An-

derung von intrinsischen Leitfahigkeiten des Neurons fithren und verdndert damit Input und Out-
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Abbildung 5: LPA-Applikation erhoht die Erregbarkeit im Hippocampus

A. Experimenteller Verlauf eines Feldpotenzial-Experiments, in dem 10 uM LPA bei gleichbleibender
Stimulationsintensitidt der Schaffer-Kollateralen zu einem Anstieg der Erregbarkeit fiihrt. Verkleinert
dargestellt sind die aufgezeichneten Feldpotenzial-Spannungen vor (schwarz) und nach (grau) der
Applikation von LPA.

B. Eine Zusammenfassung von 8 Experimenten zeigt, dass eine Erhohung der Erregbarkeit mit
erhohter Stimulationsstirke (Angabe als Grofle des Fibervolleys) erreicht wird. Einzelne Experimente
sind verkleinert dargestellt.

put (Zhang und Linden, 2003). Anderungen kénnen z.B. ein verinderter subzellulirer Transport von
Ionenkanilen oder eine verdnderte Untereinheitenzusammensetzung sein. Auflerdem konnen transi-
ente Proteinmodifikationen erfolgen, z.B. Phosphorylierungen. Nach solchen Verdnderungen kann
es zu einem modifizierten Aktivititsmuster kommen, womit die Informationsiibertragung und damit
die Kodierung von Informationen geédndert werden. Da durch LPA induzierte Wirkungen auf Ionen-
strome bzw. auf die zugrunde liegenden Ionenkanile beschrieben sind, wire es mdoglich, dass die
neuronale Plastizitit durch LPA beeinflusst wird. Eine Ionenkanalfamilie, die durch ihre Lokalisation
am Dendriten und ihren physiologischen Eigenschaften eng mit neuronaler Plastizitit in Verbindung
gebracht wird, sind die hyperpolarisationsaktivierten-zyklisch-Nukleotid modulierten Kanile (HCNSs,
Magee, 1999; Strauss et al., 2004; Fan et al., 2005). Eine Modulation findet neben interagierenden
Proteinen (Santoro et al., 2004) direkt durch cAMP statt, das an die cAMP-Bindungsdomine von
HCN-Kanilen binden kann (Wahl-Schott und Biel, 2009). Die Aktivierung der LPA-Rezeptoren eins
bis vier kann Gji-Proteine aktivieren, welche die Adenylatcyclase inhibieren und damit das intrazel-
luldre cAMP-Level veridndern. Daher wire {iber diesen Signalweg eine Auswirkung auf HCN-Kanile
denkbar. Weiterhin hat eine Gg,1; Aktivierung durch LPA zur Folge, dass iiber eine Aktivierung von
Phospholipase C (PLC), Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetzt werden kann
(Neves et al., 2002). Da auch eine PLC-Aktivierung eine Modulation von HCN-Kanilen induzieren

kann (Pian et al., 2007), wire durch PLC eine weitere Beeinflussung dieser Ionenkanile mdoglich.
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3.4 Zielstellung dieser Arbeit

* Durch eine indirekte Verdnderung des LPA-Mikroenvironments im entwickelnden Neokortex
durch LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone zeigten diese eine Migrationsstorung (Velmans,
2010). Da sich die Mehrzahl der Entwicklungsstudien meistens auf morphologische und mole-
kulare Untersuchungen beschrinkt, aber ein Verstindnis der elektrischen Eigenschaften wich-
tig ist (siche developmental handshake), sollte in diesen Neuronen eine mogliche indirekte
Implikation von LPA auf die neuronale Entwicklung ermittelt werden. Es wurde ein Profil von
Ionenstromen und elektrischen Eigenschaften dieser migrationsgestérten Neuronen zu zwei

Zeitpunkten erstellt.

* Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass extrazelluldre LPA-Applikation einen in-
trazelluldren Calciumanstieg in kultivierten hippocampalen Neuronen auslost (Holtsberg et al.,
1997). Weiterhin zeigten Feldpotenzial-Vorversuche im akuten Gehirnschnitt des Hippocam-
pus, dass LPA zu einer gesteigerten Erregbarkeit fiihrt. Da Calcium eine zentrale Rolle bei der
Vesikelfreisetzung aus der Prisynapse einnimmt und eine gesteigerte Erregbarkeit auf Netz-
werkebene gezeigt wurde, sollte von diesen Ergebnissen ausgehend eine Modulation der syn-

aptischen Transmission durch Lysophosphatidsdure im Hippocampus niher untersucht werden.

* Die Mehrzahl der LPA-Wirkungen erfolgt iiber eine Aktivierung von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren. Die Aktivierung der LPA-Rezeptoren fiihrt sowohl zur Aktivierung von Phospho-
lipase C (PLC), einer Inhibition von Adenylatcyclase (Verringerung von cAMP) als auch zu
einer cCAMP-Erhdhung durch Aktivierung der Adenlyatcyclase. cAMP und PLC sind beides
Modulatoren des HCN-Kanals. Diese Proteinfamilie wird prominent in hippocampalen Neuro-
nen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der dendritischen Integration. Eine Modulati-

on dieses Stroms durch Aktivierung von LPA-Rezeptoren wurde untersucht.

Experimenteller Ansatz

Fiir die Experimente wurde die Maus als Untersuchungsobjekt benutzt, da von Beginn an knock-out-
und transgene Mduse fiir Experimente verfiigbar waren. Weiterhin war die in-utero Elektroporation
in der Maus etabliert. Von den Gehirnen wurden akute Schnitte hergestellt, die experimentell mit
der patch-clamp Technik untersucht wurden. Im weiteren experimentellen Verlauf wurden auflerdem
primire hippocampale Neuronenkulturen prépariert, mit denen nach einigen Tagen in Kultur Experi-
mente mit der patch-clamp Methode durchgefiihrt wurden. In den Experimenten erfolgte die Messung

von synaptischen sowie intrinsischen Stromen.
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4 Materialien und Methoden

4.1

Gerite

Fiir die Untersuchungen und Experimente kamen folgende Gerite und Apparaturen zum Einsatz:

4.2

Osmometer — Osmomat030 (Gonotec GmbH, Berlin, Deutschland)

Spektrophotometer BioMate 3 (Thermo Electron Corp., Madison, WI, USA)

Vibratom Leica VT1200S (Leica Microsystems, Deutschland)

SMS5-9 Steuereinheit und Badcontroller V (Luigs & Neumann GmbH, Ratingen, Deutschland)
HEKA EPC10 double und USB (HEKA, Lambrecht, Deutschland)

Tillphotonics IR-VideoCamera VX-55 (TILL Photonics GmbH, Grifeling, Deutschland)
Fernseher Panasonic TC1470Y (Panasonic, Hamburg, Deutschland)

Oszilloskope HM1507-3 & HM1508-2 (Hameg Instruments GmbH, Mainhausen, Deutschland)
Sutter P-97 Pipette Puller (Sutter Instrument Company, Novato, CA, USA)

Newport IG-Breadboard (1x1m) (Newport Corporation, Irvine, CA, USA)

AD-Wandler NI-USB 6251 (National Instruments Germany GmbH, Miinchen, Deutschland)
ISO-Flex (A.M.PlI, Jerusalem, Israel)

Axiovert S100 mit HBO 100 W (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)

Axioskop2 FS plus ausgestattet mit DIC-IR Optik (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)
Olympus BX 51WI mit DIC-IR Optik (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland)
Wasserimmersionsobjektive 10x (NA 0,3) & 60x (NA 0,9) (Olympus, Hamburg, Deutschland)
Filtersatz fiir eGFP: BP436/20, FT 455, BP480/40 (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)
Filtersatz fiir dsSRED: BP 546, FT 580, LP 590 (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)
Zentrifugen 5415R und 5804R (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Thermomixer comfort (Eppendorf AG)

KNF Laborpumpe (KNF Neuberger AG, Balterswil, Schweiz)

Computer — IBM kompatible PCs mit Windows XP

Microprocessor ph-Meter pH537 (WTW GmbH, Weilheim, Deutschland)

Sartorius Laborwaagen BP221S und BP110 (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)

Clean Air Sterilwerkbank (Air Clean Systems Inc., Raleigh, NC, USA)

Wasserbad (GfL, Burgwedel, Deutschland)

Software

Folgende Software wurde fiir die Planung, Durchfiihrung, Analyse und Darstellung von Experimenten

benutzt:

PatchMaster, Fitmaster v.7.3-7.5 (HEKA, Lambrecht, Deutschland)
Origin 7.0 und Origin 7.5 (OriginLab Corp, Northampton, MA, USA)
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Mini Analysis Programm (Synaptosoft, Decatur, GA, USA)
ABF Utility (Synaptosoft, Decatur, GA, USA)

4 Peaks, Enzyme X, Papers (Mekentosj B.V, Aalsmeer, Niederlande)
StatView (Abacus Corporation, CA, USA)
SOFA Statistics (Paton-Simpson & Associates Ltd)

Corel Draw 10 (Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada)

4.3 Materialien

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden die nachfolgenden angegebenen Mate-

rialien und Chemikalien benutzt.

4.3.1 Essentielle Verbrauchsgegenstinde fiir elektrophysiologische Experimente

* Rotbart Rasierklingen extra diinn (Procter & Gamble, Schwalbach am Taunus, Deutschland)
UHU Sekundenkleber - Cyanacrylat (UHU GmbH & Co.KG, Biihl/Baden, Deutschland)

* Pasteurpipetten aus Glas 150 mm (Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland)
Microloader tips (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

0,2 um Nylonfilter 4 mm (Nalgene/Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark)
Glaskapillaren 1,65 mm AuBendurchmesser, Glastyp #0010 (WPI, Sarasota, FL., USA)

4.3.2 Chemikalien
Benutzte Chemikalien (hdchste Reinheit) wurden von den angegebenen Herstellern bezogen.

* Natriumchlorid (NaCl), Kaliumchlorid (KCl), Magnesiumchlorid- 6*H,O (MgCl, - 6H,0), D-
Glucose, Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4-H,0),
Saccharose (Sucrose), HEPES, DMSO (alle Carl Roth)

+ K*-Glukonat, Na*-Phosphocreatine, Tris-GTP, Mg?*-ATP, EGTA, BAPTA-K*+, HEPES, LPA,
Low gelling temperature Agarose Typ VII (alle Sigma-Aldrich)

4.3.3 Plasmide

4.3.3.1 pCLEG
Dieser Vektor wurde fiir die in utero-Elektroporation benutzt. Er besal eine IRES-sife (interne Ri-
bosomen FEintrittsstelle), an die der open-reading frame fiir eGFP anschloss, und hatte ein Ampi-

cillinresistenzgen zur Selektion. Er wurde im Labor von Nenad Sestan hergestellt und von dort zur
Verfiigung gestellt (Chen et al., 2005).
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4.3.3.2 Plasmidisolierung

Plasmide fiir die in utero-Elektroporation wurden mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers aus E. coli- Ubernachtkulturen her-
gestellt. Es wurden chemisch kompetente E. coli-Stimme (XL-10 Gold und XL-1 Blue) in sterilem
dYT-Medium (1,6 % w/v Trypton, 0,1% (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl, pH = 7,5 mit NaOH),
dem Antibiotika zugesetzt wurde, angezogen.

4.3.4 Zellkulturmedien und Materialien

Fiir die Priparation und Kultivierung von Neuronen wurden folgende sterile Medien benutzt.

Platiermedium
Bestandteil Menge Stocklosung Hersteller
0,6 % Glukoselosung 3ml 20x
Pferdeserum 10% wiv PAN
Penicillin/Streptomycin =~ 1 ml 100 x Gibco
MEM mit Earle’s Salzen 86 ml 1x Gibco
Wachstumsmedium

Bestandteil Menge Stocklosung Hersteller

B27 1 ml 50x Gibco
L-Glutamin 0.5mM 200 mM PAN
Neurobasal A 50 ml 1x Gibco

Neurobasal A und der Zusatz B27 (Brewer et al., 1993) waren serumfrei und fiir hippocampale

Neurone optimiert. Die Kultivierung erfolgte in Abwesenheit von Antibiotika.

4.3.4.1 Zellkulturmaterialien
Fiir die Priparation und Kultivierung von Neuronen wurden folgende Materialen von den angege-

benen Herstellern benutzt:

 DMEM, FBS (PAN Biotech)

« HBSS ohne Ca’>* und Mg?* (# 14170-088, Gibco)

DPBS (# 14190, Gibco/ Invitrogen)

* 2,5 % Trypsin 10x (#15090, Gibco/ Invitrogen)

* Poly-D-Lysin Molekulargewicht 70000-150000 (P0899, Sigma-Aldrich)
Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich)
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4.4 Losungen

Alle Losungen in den Abschnitten 4.4.1 und 4.4.2 (elektrophysiologische Experimente) wurden mit
bi-destilliertem Wasser (Millipore 2) hergestellt.

4.4.1 Extrazellulire Losungen

Fiir Experimente an akuten Gehirnschnitten wurde artifizielle-cerebro-spinal-Fliissigkeit (ACSF) her-
gestellt. Fiir eine schonende Priparation von akuten Gehirnschnitten wurde die ACSF modifiziert und
als sucrosehaltige ACSF (sACSF) bezeichnet. In dieser wurden die Natriumkonzentration gesenkt,
Calcium reduziert und die Magnesiumkonzentration erhoht. Die Reduktion von Natrium diente der
Verringerung von Aktionspotenzialen und eine erhhte Magnesiumkonzentration verhinderte Gluta-
mat induzierte Excitetotoxicity, ausgelost durch Aktivierung von NMDA-Rezeptoren. Eine verringer-
te Calciumkonzentration sollte die Vesikelausschiittungswahrscheinlichkeit reduzieren. Eine weitere
Modifikation der ACSF ist die divalente Kationenlosung (DCS), die fiir die Isolierung von [}, diente.
Natriumdihydrogenphosphat wurde weggelassen und die Kaliumchloridkonzentration erhéht. Gluco-
se war fiir Neurone von Bedeutung, da sie direkt als Substrat fiir die Stoffwechselwege zur Energie-
versorgung (ATP-Produktion) diente.

SACSF, ACSF und DCS Losungen wurden mindestens 30 Minuten vor Verwendung mit Carbo-
gen (95 % O, und 5 % CO;) begast, wodurch der pH-Wert auf pH 7.4 eingestellt wurde (Carbo-
natpuffersystem). Um eine Schidigung der Gehirnschnitte durch Hypoxie zu vermeiden (negative

Auswirkungen auf Experimente), wurden alle Losungen mit Sauerstoff geséttigt.

Losung Chemikalien in [mM] Osmolaritit [mOsm)]
ACSF 119 NaCl, 26 NaHCO3, 1 NaH,PO4-H,0, 2,5 KCl
1,3 MgCl,-6H,0, 2,5 CaCl,-2H,0, 10 Glucose 290-305
SACSF 87 NaCl, 26 NaHCOs3, 1,25 NaH,PO4-H»0, 2,5 KC1
7 MgCl,-6H,0, 0,5 CaCl,-2H,0, 75 Sucrose, 25 Glucose 340-355
DCS 119 NaCl, 26 NaHCO3, 10 KCl
1,3 MgCl,-6H;0, 2,5 CaCl,-2H,0, 10 Glucose 295-310

Kulturlosung 124 NaCl, 4 KCl, 2 MgCl,-6H,0, 3 CaCl,-2H;0,
fiir Neurone 25 HEPES, 10 D(+)-Glucose, pH = 7,3 mit NaOH 295-310

Fiir Experimente an kultivierten Neuronen wurde die Kulturlosung fiir Neurone benutzt, bei wel-
cher der pH-Wert mit HEPES gepuffert wurde. In einigen Experimenten mit primér kultivierten Neu-
ronen wurde eine modifizierte Kulturlosung benutzt. Diese war wie die oben angegebene, jedoch

wurde Calcium in der Losung weggelassen.
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4.4.2 Intrazellulire Losungen

Losung Chemikalien in [mM] pH; Osmolaritit [mOsm]

Losung 1 120 K™-Glukonat, 10 KCI, 10 Na*-Phosphocreatine,
1 MgCl,-6H,0, 1 CaCl,-2H,0, 11 EGTA, 10 HEPES, 7,2 mit KOH; 290
2 Mg?*-ATP, 0,3 Tris-GTP

Losung 2 100 K*-Glukonat, 10 KCI, 10 Na™-Phosphocreatine,
1 MgCl,-6H,0, 11 BAPTA-K™, 10 HEPES, 7,2 mit KOH; 270
2 Mg?*-ATP, 0,3 Tris-GTP

Losung 3 130 KCI, 10 Na™-Phosphocreatine, 1 MgCl,-6H,O
1 CaCl,-2H;0, 11 EGTA, 10 HEPES, 7,2 mit KOH; 300
2 Mg?*-ATP, 0,3 Tris-GTP

Intrazelluldre Losungen wurden auf Eis angesetzt. Damit sollten Zersetzungsprozesse von ATP,
GTP und Phosphocreatin verlangsamt bzw. vermieden werden. Alle Losungen wurden filtriert (0,2
um Porengrofie), aliquotiert (0,5 -1 ml) und bei -20°C gelagert. Einmal aufgetaute Lésungen wurden

nicht erneut eingefroren.

4.5 Pharmaka

Alle benutzten Pharmaka wurden, mit Ausnahme von Cyclothiazid (gelost in DMSO), in bi-destil-
liertem Wasser gelost.

Substanz Hersteller Stock [mM] Arbeitskonzentration [mM]
Cyclothiazid Sigma, Alexis 100 0,1
CNQX-di-Na™ Sigma 20 0,01

Gabazine Sigma 20 0,002

CsOH Sigma 1000 2
Tetrodotoxin-Citrat (TTX) Sigma, Tocris 3 0,0005-0,001
Bicuculline Methiodid Tocris 10 0,01

D-APS Tocris 50 0,05

Tetracthylamonium (TEA) Sigma 1000 10
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4.6 Lysophosphatidsidure (LPA)

Das Phospholipid LPA (18:1 bzw. 1-Oleoyl-sn-3-Glycerophosphat; MW = 436,52) wurde in einer
Pufferlosung gelost, damit es stabil blieb und sich nicht zersetzten konnte. Der Puffer war wie folgt

zusammengesetzt:

Substanz Konzentration [mM]

HEPES 50
NaCl 138
KCl 2,7
CaCl, 1
MgCl, 1
BSA 1%

Es wurde eine 2,6 mM Stock-Losung hergestellt, welche in Glasrohrchen aliquotiert und bei -20° C
bis zum Experiment gelagert wurde. Einmal aufgetaute Losung wurde nicht erneut eingefroren. Fiir

Kontrollversuche wurde diese Pufferlosung ohne LPA benutzt.

4.7 Versuchstiere

Es wurden minnliche Miuse (Alter: P21-P30) der Stimme C57B16/] oder N, LPA, KO (Contos
et al., 2002), Balb/c und PRG1 KO (Trimbuch et al., 2009) benutzt, die in der Zentralen Tierzucht
der Charité (FEM) geziichtet und in den Tierstall der Anatomie nach Bedarf eingestellt wurden. Die
Miuse wurden in Standardkifigen (GroBe: 370-426 cm?) mit Holzeinstreu (Lignocel, J. Rettenmaier
& Sohne, Rosenberg, Deutschland) gehalten. Méuse kamen aus dem SPF-Status (specific pathogen
free), der mit einem Gesundheitszeugnis bestitigt wurde. Die Tiere hatten Zugang zu Nahrung (SSniff
Experimentalfuttermittel, SSniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) und Leitungswasser ad /i-
bitum und wurden in einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus bei 21-23°C und 50-60% Luftfeuchte
gehalten. Alle Vorginge, an deren Durchfiihrung Tiere beteiligt waren, wurden konform zur Direktive
des Europiischen Rats vom 24.11.1986 (86/609/EEC) vorgenommen.

Genotypisierung von knock-out-Miusen

Aus Schwanzspitzenbiopsien wurde mittels des Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Stratec Biomedical
Systems AG, Deutschland) genomische DNA nach den Angaben des Herstellers isoliert. 1 ul wurde
als Template fiir die PCR benutzt, der Rest zur eventuellen Nachkontrolle bei -20°C gelagert. Die
PCR zur Bestimmung des Genotyps von LPA; KO-Miusen wurde wie beschrieben (Primer und Pro-
gramm) durchgefiihrt (Contos et al., 2002). Zur Genotypisierung von PRG1 KO-Méusen wurden die
beschriebenen Primer (Trimbuch et al., 2009) benutzt. Das Programm im Thermocycler begann mit
einem 3-miniitigen Denaturierungsschritt. Im Anschluss wurden 30 Zyklen mit 95°C fiir 30 s, 63°C
fiir 30 s und 72°C fiir 30 s wiederholt und mit einem einmaligen Amplifikationsschritt fiir 5 min abge-
schlossen. Fiir die Amplifizierungen wurde die GoTag DNA Polymerase (Promega GmbH, Deutsch-

land) eingesetzt. Um Fehler bei der ersten Genotypisierung auszuschliefen, erfolgte eine postmortale
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Nachkontrolle aller im Versuch beteiligten knock-out-M4iuse iiber eine erneute Schwanzspitzenbiop-

sie.

4.8 Beschichtung von Deckglisern

Deckgliser (& 12 mm) wurden mehrfach mit 70% Alkohol gewaschen und in 100% Alkohol ge-
lagert. Fiir elektrophysiologische Experimente an akuten Gehirnschnitten wurden die Deckgldschen
auf Filterpapier getrocknet und dann mit einem 100 pl Tropfen 0,1 mg/ml Poly-D-Lysin (aus 1 mg/ml
Stocklosung in H,O bidest) beschichtet. Die fertig beschichteten Deckgldschen wurden bei Raum-
temperatur gelagert.

Fiir die Zellkultur wurden die Objekttrager unter der Sterilwerkbank aus dem 100% Alkohol entnom-
men, abgeflammt und in 12-well-Platten platziert. AnschlieBend wurden die Deckgldschen mit 0,5 ml
steriler Poly-L-Lysin-Lésung (0,1 mg/ml) bedeckt und bei 37°C fiir mindestens 4 Stunden inkubiert.
Im Anschluss wurde die Poly-L-Lysin-Losung abgenommen und mit DPBS einmal gewaschen. Bis

zur Benutzung erfolgte die Lagerung im Inkubator bedeckt mit DPBS.

4.9 Priparation und Kultivierung von primiren Mausneuronen

Tragende Miause wurden betdubt (CO;) und dann enthauptet oder durch zervikale Dislokation getotet.
Der Bauch der tragenden Méuse wurde mit 70% Alkohol desinfiziert, der Bauchraum gedffnet, der
Uterus entnommen und in kaltes HBSS Medium (auf Eis) transferiert. Die Embryonen (E18-E20)
wurden einzeln aus dem Uterus geschnitten, der Kopf abgetrennt und das Gehirn vorsichtig isoliert.
Die Meningen wurden vorsichtig abprépariert, der Hippocampus entnommen und in kalten HBSS
gesammelt. Diese Schritte wurden fiir jeden Embryo wiederholt.

Das Gewebe wurde in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt und vor der Weiteraufarbei-
tung zweimal mit je 5-10 ml HBSS gewaschen und anschlieBend in 5 ml HBSS resuspendiert. Zum
Verdauen des Gewebes wurden 100-500 ul Trypsin (2,5% 10x Stocklésung) hinzugegeben und es
folgte eine Inkubation bei 37°C im Wasserbad fiir 12-20 Minuten unter regelmifBiger Kontrolle des
Verdaus (Menge und Zeit waren abhéngig von der Gewebemenge).

Am Grund des Zentrifugenréhrchens befand sich das verdaute Gewebe mit den Neuronen, daher
musste die Verdaulosung vorsichtig abgenommen werden. Anschlieend wurden 3 ml Plating Medi-
um und 2 pl DNasel einer 5-10 mg/ml Stammldsung in HBSS zum Gewebepellet hinzugegeben. Das
Pellet wurde mit einer abgeflammten Pasteurpipette tituriert, wodurch die Zellen mechanisch verein-
zelt wurden.

Unverdaute und groBere Gewebestiicke setzten sich ab, der Uberstand mit den Neuronen wurde ab-
genommen und in ein neues Tube iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Zellzahl in einer Neubauer
Zihlkammer bestimmt. Neurone wurden mit einer nominellen Dichte von 120000 -150000 Zellen
pro Well (3,86 cm?) in die Mitte des Deckplittchens ausgesit. Nach 3 Stunden Inkubation bei 37°C
(5% CO, und 95% O,) wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 1 ml Wachstumsmedium
pro Well hinzugefiigt. Nach der Préparation wurden die Zellen 10-15 Tage in vitro bei 37° C sowie
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5% CO; und 95% O, inkubiert. Ein halber Mediumwechsel fand alle 3 Tage statt. Eine Kontamina-
tion der Kulturen durch Mycoplasmen wurde regelméBig untersucht. Da bis auf die Préparation die
Neurone ohne Antibiotika im Kulturmedium kultiviert wurden, kam es in Einzelfillen zu bakteriellen
Kontaminationen. In diesem Fall kam es zum Ausschluss der gesamten Kulturplatte von Experimen-

ten.

4.10 In utero-Elektroporation

Die in utero-Elektroporation ist eine Methode, die entwickelt wurde, um Neurone in vivo mit Ex-
pressionsvektoren zu transfizieren (Saito und Nakatsuji, 2001) und nach in utero-Elektroporation
erschienen die elektrophysiologischen Eigenschaften normal (Borell et al., 2005). Die Operationen
und Injektionen wurden wie beschrieben (Trimbuch et al., 2009) von Jan Baumgart (Tierarzt) durch-
gefiihrt. In den Experimenten wurden tragende Méause des Stammes C57B16 am Embryonaltag 13,5
(E13,5) mit den Konstrukten shRNA230 (gegen LPP1/1a gerichtet) oder siRNA-Luziferase (Kon-
trolle; Sequenzen im Anhang) im pCLEG Vektor (EndoFree Plasmid isolation) elektroporiert (sieche
schematische Darstellung in Abbildung 6A). Es wurden in jedem Muttertier zwei Embryos elektropo-
riert, womit ein Entwicklungsunterschied zwischen LPP1/1a und Kontroll-shRNA Tieren am gleichen
Experimenttag ausgeschlossen werden sollte. Es erfolgte keine Unterscheidung zwischen ménnlichen
und weiblichen Embryos. Ein Tierversuchsantrag Nr. G 0074/06, genehmigt vom LAGeSo Berlin, lag

VOr.

Abbildung 6: Schematische Darstellung der in utero-Elektroporation

A. Der Uterus einer tragenden Maus wurde nach Eroffnung der Bauchhohle herausgenommen und
einem Embryo wurde DNA in den Ventrikel injiziert. Nach Anlegen von Spannung an den Kopf des
Embryos erfolgte die Transfektionen von neuronalen Vorlduferzellen mit der injizierten DNA. Eine
Identifikation der Embryos erfolgte mittels Fluoreszenz am Tag E18 oder PS5 (Schema modifiziert
nach Kawauchi et al. (2003)).

B. Gehirnschnitt eines Maushirns, in dem elektroporierte Neurone durch Expression von eGFP griin
fluoreszieren. Mit einem Rahmen ist der Bereich markiert, in dem Neurone untersucht wurden. 1Z-
Intermedidrzone, CP - kortikale Platte, MZ - Marginalzone. (Foto von Tanja Velmans - unpubliziert).
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4.11 Anfertigung von Gehirnschnitten

Akute Gehirnschnitte wurden mit einem Vibratom (VT1200S, Leica) angefertigt. Durch vorherige
Kalibrierung konnte die vertikale Abweichung auf ein Minimum reduziert werden. Dadurch wurde
die Integritiit von Zellen, die dichter an der Oberfliche lagen (ca. 10 um von der Oberfldche), weniger
geschidigt (Geiger et al., 2002) und eine Konstanz bei der Priparation erreicht. Nach der Kalibrierung
(gemiB Anleitung) wurde zum Schneiden die Amplitude auf 2 mm gesetzt und der Vorschub auf 0,12

mm eingestellt.

4.11.1 Praparation von Miusen E18

Am 18. Tag nach der Befruchtung wurden tragende Méuse durch eine intraperitoneale Injektion mit
einer Mischung aus Esketaminhydrochlorid (7,5 mg, Pfizer, Karlsruhe) und Xylazin (2,3 mg, Bayer
Health Care, Leverkusen) im Verhiltnis 3:1 in eine tiefe Narkose versetzt. Nach dem Einsetzen der
Narkose und der Uberpriifung der Narkosetiefe mittels Reflextestung (Schwanzreflex, Augenlidre-
flex) wurden die Mause mit dem Riicken auf eine Styroporunterlage gelegt. Im Anschluss wurde die
Bauchhohle vorsichtig gedffnet und der Uterus mit einer Pinzette herausgeholt. Alle Embryos im
Uterus waren auf dem Operationsprotokoll vermerkt und elektroporierte Embryos konnten auf diese
Weise anhand ihrer Position identifiziert werden. Nacheinander wurden die elektroporierten Embryos
vorsichtig aus dem Uterus herausgeschnitten, das Gehirn entfernt und in eiskalte SACSF transferiert.
Die Gehirne wurden fiir minimal 5 Minuten inkubiert und anschlieBend in 3% low gelling tempera-
ture Agarose, die in SACSF gelost war, eingebettet. Zum schnelleren Aushirten wurde der Behélter
mit den Gehirnen und der Agarose auf Eis gekiihlt. Die eingebetteten Gehirne wurden mit umge-
bender Agarose ausgeschnitten und ausgerichtet. AnschlieBend wurden die Gehirne auf die occipital
gelegene Seite mit Sekundenkleber aufgeklebt, mit eiskalter SACSF bedeckt und in coronare 400 um
(nominale Dicke) dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden bei 36°C fiir 30 Minuten inkubiert
und anschlieBend in ACSF bei Raumtemperatur fiir die Dauer eines experimentellen Tages gelagert.

4.11.2 Priaparation von Miusen PS5 bis Adult

Die Priparation von Maushirnen erfolgte nach Dekapitation (P5) oder nach Genickbruch und an-
schlieBender Dekapitation (ab P21). Auf der Schideldecke wurde das Fell aufgeschnitten und im
Anschluss ein Schnitt an der Sutura sagittalis zur Schnauze hin gesetzt. Mit einer Pinzette wurde
beidseitig die Schiddeldecke gegriffen und durch seitliches Umknicken das Gehirn vorsichtig frei
prapariert. Das Gehirn wurde entfernt (Dauer ca. 1 min) und in eiskalte SACSF {iberfiihrt, in der
es fiir maximal 5 Minuten verblieb. Im Anschluss an die Préparation wurden coronare Schnitte fiir
Versuche des Kapitels 5.1 mit einer Dicke von 400 um angefertigt. Fiir die Versuche in Kapitel 5.2

wurden horizontale Schnitte mit einer Dicke von 300 um hergestellt.
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4.12 Experimentelle Setups

In Abbildung 7 ist ein Slicesetup abgebildet. Gehirnschnitte wurden mit Licht im nahen Infrarot-
bereich (IR) beleuchtet und mit dem Differentialinterferenzkontrast (DIC) nach Nomarksi sichtbar
gemacht. Das menschliche Auge kann keine Wellenldngen im nahen Infrarotbereich wahrnehmen,
daher wurden die Bilder mit einer Kamera, die im IR-Wellenldngenbereich (bis 800 nm) sensitiv
war, auf einem Monitor dargestellt. Zwischen Mikroskop und Kamera wurde eine Nachvergroerung
montiert.

Der fiir die Experimente benutzte Kultursetup ist in Abbildung 8 abgebildet. Auf einem inver-
sen Mikroskop wurde die Kammer fiir die Neurone montiert. Uber dem Mikroskop befand sich die
Zuleitung fiir das Schwerkraftperfusionssystem, mit dem die Badlosung ausgetauscht werden konnte.

Beide Setups waren auf einem schwingungsfreien Tisch montiert, um Vibrationen so gering wie

moglich zu halten.

Abbildung 7: Slicesetup mit Vorverstirker

(rechts), Stimulationselektrode (links), Abbildung 8: Kultursetup mit Kammer,
Briicke, Kamera und aufrechtem Mikro- Vorverstirker und inversem Mikroskop
skop

4.13 Darstellung der Zellmorphologie mit Biocytin

Um die Morphologie von untersuchten Zellen darzustellen, wurde in einigen Experimenten eine Bio-
cytinfirbung durchgefiihrt. Hierzu wurde 1% w/v Biocytin zur intrazelluldren Losung 1 gegeben und
anschlieBend fiir eine Minute gemixt. Nach dem Ende eines Versuchs oder nach mindestens 30 Minu-
ten wurde der Slice mit der nun biocytinhaltigen Zelle in 4% Paraformaldehyd fiir 24 Stunden fixiert.
Im Anschluss an die Fixierung wurde der Gehirnschnitt 2 mal mit 0,1 M PB gewaschen und anschlie-
Bend bei Raumtemperatur in Blocklosung (0,1M PB, 10 % PBS, 0,1% Triton X-100) inkubiert. Nach
einer Stunde erfolgte der Wechsel in Avidin-Texas-Red Firbelosung (10 pg/ml) und danach eine In-
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kubation bei 4°C iiber Nacht. In Folge wurde ein Gehirnschnitt mindestens 3 mal gewaschen und auf
einen gelatinierten Objekttriger aufgezogen. Nach Trocknung bei Raumtemperatur wurde der Schnitt
in einer Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 100% Ethanol, 50% Ethanol und 50% Xylol, 100 % Xylol)
entwissert. Die Eindecklung erfolgte mit Entellan.

Die gefirbten Neurone wurden nach der Farbung mit einem Fluoreszenzmikroskop oder einem

konfokalen Mikroskop (fiir Rekonstruktionen) angeschaut und fotografiert.

4.13.1 Aufnahme und Bearbeitung von mikroskopischen Bildern

Mikroskopische Bilder wurden mit minimal notwendiger Bearbeitung dargestellt. Aufnahmen mit
einem konfokalen Mikroskop wurden als Graustufenbild aufgenommen und im Steuerungsprogramm
entsprechend des Farbkanals dargestellt. Fiir die Darstellung in der Dissertation (siche Abbildung
18) wurde aus einem Z-Stapel eine Projektion berechnet und diese erneut in ein Graustufenbild im
Programm Photoshop umgewandelt. Es erfolgte eine Einstellung des Kontrasts und der Helligkeit.
In Abbildung 11 und 24 wurden analoge Bilder der Mikroskopkamera iiber einen framegrabber als
Graustufenbild digitalisiert. Die Uberlagerung von einem DIC- mit einem Fluoreszenzbild erfolgte,

indem ein Kanal entsprechend der Fluoreszenz koloriert und die Deckkraft reduziert wurde.

4.14 Erfassung und Analyse von elektrophysiologischen Daten

Die patch-clamp-Technik wurde von Bert Sakmann und Erwin Neher entwickelt (Neher und Sak-
mann, 1976; Hamill et al., 1981). Mit dieser Methode ist es moglich, Strome von Zellen oder Gewe-
ben im pico-Ampere-Bereich zu messen, und sie wird inzwischen zu einer Standardmethode gezihlt,
weswegen an dieser Stelle keine detailliertere Beschreibung folgt. Beim patch-clampen kommt es
zur Ausbildung einer Verbindung zwischen einer Glaspipette und einer Zellmembran, wodurch ei-
ne Verbindung mit hohem elektrischem Widerstand (Giga-Seal) entsteht. Durch Unterdruck wird der
Giga-Seal aufgerissen und man bekommt einen Zugang (elektrisch und physisch) zur Zelle mit einem
geringen Widerstand (Hamill et al., 1981).

Die experimentelle Kontrolle erfolgte iiber PatchMaster-Software, von der ein HEKA EPC 10
patch-clamp-Verstarker angesteuert wurde. Um analoge Daten auf einem Computer darzustellen,
wurden diese iiber einen analog/digital-Wandler (Instrutech) umgewandelt. Es fand eine analoge
Filterung mit einem Bessel-Filter bei 2,9 kHz im Verstirker statt. Der Bessel-Filter hat den Vor-
teil gegeniiber anderen Filtern, dass der Schwingungsverlauf der Signale erhalten bleibt (minimales
Uberschwingen). Um die Daten mit einer ausreichend hohen Auflésung aufzuzeichnen, musste nach
dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem mit einer mindestens doppelt so hohen Abtastrate wie Filter-
rate aufgezeichnet werden. Die minimale Abtastrate lag in allen Experimenten bei 6 kHz und die
maximale Abtastrate bei 200 kHz. Die Speicherung der Daten erfolgte nach AD-Wandlung digital.
Fiir jeden experimentellen Tag wurde eine Datei erstellt, die mit dem Datum und dem Kiirzel a in
der Form JJMMTTa.dat bezeichnet wurde. Die Routinen zur Aufnahme wurden je nach Experiment
angepasst. Es erfolgte in den Experimenten keine Korrektur des liquid-junction-Potenzials, welches

durch die unterschiedliche Ionenzusammensetzung von intra- und extrazellulérer Losung entsteht
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4.14.1 Messung von primir Kultivierten Neuronen

Deckgldschen mit Neuronen, die 10 bis 15 Tage in Kultur (DIV - days in vitro; Mehrzahl der Ablei-
tungen zwischen DIV 11 und DIV 14) waren, wurden in einer Messkammer platziert, die auf einem
inversen Mikroskop montiert war. Die extrazelluldre Losung (siehe 4.4.1 - Kulturlosung fiir Neurone)
wurde iiber ein Schwerkraftperfusionssystem in die Messkammer geleitet mit einer Durchflussge-
schwindigkeit von 1-2 ml pro Minute. Neurone wurden im Phasenkontrast-Verfahren visualisiert und
identifiziert. In der priméren Zellkultur lieBen sich Interneurone und Pyramidaleneurone morpholo-
gisch nicht mehr gut unterscheiden, deshalb wurden Neurone mit einer bipolaren Morphologie nicht
fiir Experimente gewihlt. Die Experimente wurden bei einer Raumtemperatur von 21-24°C durch-
gefiihrt. Pipetten fiir die Experimente wurden mit einem horizontalen Pipettenziehgerit hergestellt.
Wenn sie mit intrazelluldrer Losung (siehe 4.4.2) gefiillt waren, hatten sie einen Widerstand von 2-5
MQ.

4.14.2 Messung von Neuronen im akuten Gehirnschnitt

Die angefertigten Gehirnschnitte (siehe 4.11) wurden auf Poly-D-Lysin beschichtete Deckglédschen
transferiert und durch anschlieBendes schnelles Entfernen der ACSF fest angeheftet. Ein Tropfen
ACSF wurde auf den Gehirnschnitt gegeben, um eine Austrocknung zu verhindern. Es erfolgte eine
Platzierung der Deckglédschen in einer submerged-Kammer. Eine Visualisierung von Neuronen und
weiteren Strukturen im Gehirnschnitt erfolgte mit einem aufrechten Mikroskop, welches mit dem dif-
ferentiellen Interferenz-Kontrast und Licht im Infrarotbereich ausgestattet war. Die fiir Experimente
geeigneten Neurone fanden sich ab ungefdhr 20 pm unter der Oberflache. Zellen, die dichter an der
Oberfliche des Gehirnschnitts lokalisiert waren, wurden nicht gewihlt, da nicht ausgeschlossen wer-
den konnte, dass sie durch die Priparation beschiddigt worden waren. Die Auswahl von Neuronen
erfolgte via Position im Schnitt und nach morphologischen Eigenschaften. In der CA1-Region des
Hippocampus wurden Neurone ausgewihlt, die in der Zellschicht lokalisiert waren und einen sicht-
baren Dendriten in Richtung Stratum radiatum und Stratum lacunosum moleculare besalen. Neurone
im Cortex befanden sich in der kortikalen Platte (E18) oder in Schicht 5 (P5) und hatten eine pyrami-
dale Form. Die Experimente wurden bei einer Temperatur von 32-34°C durchgefiihrt. Dafiir wurde
sowohl die ACSF (siehe 4.4.1) vorher erwirmt als auch die Kammer iiber eine Temperaturkontrol-
leinheit beheizt.

4.14.3 Auswertung von allgemeinen Zellparametern

Die Kapazitit der Neurone, mit der eine ungefihre Grofle der Zelle angegeben werden kann, wurde
mittels eines rechteckigen Spannungspulses bestimmt. Vom Haltepotenzial wurden die Neurone fiir
50 ms 10 mV negativer als das Haltepotenzial geklemmt und dann fiir weitere 50 ms 10 mV positiver
als das Haltepotenzial (maximales A mV =20 mV). Dieser Puls wurde dreimal wiederholt und in der
Auswertung der Mittelwert berechnet. Die Kapazitit (C) 1dsst sich durch die Formel (1) berechnen,
wobei Q die berechnete Ladung (Integral) und AU der Betrag der Spannungsdifferenz von 10 mV



4 MATERIALIEN UND METHODEN 26

war.

_9
AU

Der Eingangswiderstand (R;;) von Neuronen ist durch die Anzahl der Kanile in der Zellmembran

c )

und deren Aktivierung um das Ruhemembranpotenzial definiert. Der Eingangswiderstand wurde in
Neuronen aus current-clamp-Experimenten berechnet. Hierzu wurde die im steady-state gemessene
Spannung um 0 Ampere gegen den injizierten Strom in einer Strom-Spannungs-Kurve grafisch darge-
stellt und diese Punkte linear gefittet (siehe Abbildung 9A und B). Die Steigung der Gerade entspricht
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ist, wobei AU die Spannungsdifferenz und Al die Stromdifferenz darstellt.
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Abbildung 9: Darstellung der Analyse von R;, und V,

A. Abgebildet sind Spannungsantworten (V) eines Neurons, die nach Strominjektion (I) gemessen
wurden. Mit der gestrichelten Linie unter 1 ist der Bereich markiert, innerhalb dessen Vi, gemessen
wurde. Mit 2 ist ein Intervall im steady-state markiert, von dem die Spannungswerte als Mittelwerte
berechnet wurden.

B. Die mit Kreisen markierten Abschnitte in A (unter 2) sind in in einer Strom-Spannungs-Beziehung
abgebildet. Ein Steigungsdreieck, das Rj, ergibt (siche Gleichung 2), ist an der linearen Regression
eingezeichnet.

Das Ruhemembranpotenzial der Neurone (Vy,) wurde im current-clamp bestimmt, wenn kein
Strom injiziert wurde. Hierzu wurde entweder die Spannung der Neurone in der Verstirkersoftware
abgelesen (online; wenn I = 0) oder die Berechnung erfolgte offline, indem ein Mittelwert iiber 10
ms berechnet wurde. Bei der offline-Berechnung wurde so fiir 10 bis 15 individuelle Traces ein Wert
gemessen, aus denen der Mittelwert berechnet wurde (siehe auch Abbildung 9A).

Ein weiterer Parameter, der etwas iiber die Qualitéit des Experiments aussagt, ist der serielle Wi-
derstand Rg. Um Verinderungen des seriellen Widerstands zu erkennen, wurde in den Experimenten
durch das Anlegen eines rechteckigen Pulses dieser regelméBig liberpriift. Die Berechnung von Rg
erfolgte mit der Formel (2), wobei dann R, = Rg. AU entsprach der Spannungsdifferenz von 10 mV
und Al bezeichnete die Differenz zwischen dem minimalen Strom beim Haltepotenzial und dem ma-

ximalen Strom an der Spitze der Transiente. Damit eine genaue Messung moglich war, wurden diese
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Pulse mit einer Abtastrate von 100 kHz aufgenommen. Bis auf einige Ausnahmen (Messung von Na-
triumstromen, siche Abbildung 15) erfolgte in den Experimenten keine elektronische Kompensation

des seriellen Widerstands, weil die untersuchten Strome meistens langsame Strome waren.

4.14.4 Aufzeichnung und Analyse von minatur postsynaptischen Stromen (mPSCs)

Neurone wurden, bis auf einige Ausnahmen, auf ein Haltepotenzial von -70 mV geklemmt und nach
dem Einwaschen von entsprechenden Blockersubstanzen wurden miniatur exzitatorische postsynap-
tische Strome (mEPSCs) oder miniatur inhibitorische postsynaptische Strome (mIPSCs) aufgenom-
men. mEPSCs wurden mit der intrazelluldren Losung 1 (siehe 4.4.2) und den Blockern TTX (Blo-
ckade von spannungsabhingigen Natriumkanélen) und Gabazin oder Bicucullin (beide Substanzen
blocken GABAA-Rezeptoren) pharmakologisch isoliert. Fiir die Aufnahme von mIPSCs wurde das
Chloridumkehrpotenzial durch equimolare Konzentration von [Cl™]; und [CI™], durch Anpassung
der intrazelluldren Losung (siehe Losung 3 unter 4.4.2) auf 0 mV veridndert. Dadurch konnten nach
Einwaschen von TTX und CNQX (Block der AMPA-/Kainatrezeptoren) pharmakologisch isolierte
mIPSCs bei einem Haltepotenzial von -70 mV gemessen werden (siehe auch Abbildung 10). Solan-
ge CNQX nicht anwesend war, konnten mit dieser intrazelluldren Losung sowohl mEPSCs als auch

mIPSCs gemessen werden.
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Abbildung 10: Pharmakologische Isolation von mPSCs in pyramidalen hippocampalen Neuro-
nen bei einer Spanung von -70 mV

A. Die Isolation von mEPSCs erfolgte mit TTX und Biccucullin (Kultur) oder mit TTX und Ga-
bazin (Gehirnschnitt) in Anwesenheit von Magnesium (oben). Einwaschen von CNQX blockte alle
mEPSCs (unten).

B. mIPSCs wurden nach dem Einwaschen von TTX und CNQX in Anwesenheit von Magnesium
aufgezeichnet (oben). Die Zugabe von Bicucullin (Kultur) oder Gabazin (Gehirnschnitt) blockte alle
mIPSCs (unten).

Die Analyse der Experimente erfolgte offline. Zu Beginn jeder Minute wurde der serielle Wider-
stand gemessen und Anderungen von >20% fiihrten zum Ausschluss eines Experiments. Die aufge-
zeichneten experimentellen Daten wurden fiir die Event detection aus PatchMaster als Igor Pro Datei
mit den Einstellungen Trace time relative to Sweep und Igor - Allow Raw Data Access exportiert.
Diese Dateien wurden als bekanntes Dateiformat mit dem ABF Utility in .ABF-Dateien konvertiert.
Es erfolgte im Anschluss die Korrektur des sample intervalls auf 6 kHz. Nach Umwandlung konnten
diese nun im Mini Analysis Programm gedffnet und anschlieBend ausgewertet werden. Zur Noise-
Reduktion wurden die Daten digital mit einem Tiefpass-Butterworth-Filter bei 1000 Hz nachgefiltert.

Ein Event war charakterisiert durch eine plotzliche Anderung des Stroms und wurde als solches er-
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kannt, wenn eine festgelegte Schwelle {iberschritten wurde. Die Schwelle (threshold) wurde fiir die
automatische Detektion auf 10 pA gesetzt, da ansonsten viele falsch-positive Events detektiert wor-
den wiren. Im Anschluss an die automatische Detektion erfolgte eine Nachkontrolle per Hand. Die
cut-off -Amplitude fiir die Aufnahme von mEPSCs in die Analyse wurde auf 6 pA festgelegt. Das
gemittelte Noise betrug ungefihr 4 pA, womit die untere Grenze 2 pA groB3er als das Noise war. Die
Baseline eines Events wurde als Durchschnitt von den vorhergehenden 1000 Samplingpunkten be-
rechnet. Eine Analyse der Frequenzen von den mPSCs wurde im steady-state durchgefiihrt. Dafiir
wurden die letzten 4 Minuten der Kontrolle mit den letzten 4 Minuten nach der Applikation von LPA

miteinander verglichen.

4.14.5 Auswertung von schnellen einwértsgerichteten und langsam auswértsgerichteten Stro-
men

Fiir die Auswertung von Experimenten des Abschnitts 5.1 wurde angenommen, dass einwirtsgerich-
tete Strome durch die spannungsabhingige Aktivierung von Natriumkanélen und auswirtsgerichtete
Strome durch die spannungsabhéngige Aktivierung von Kaliumkanélen entstehen. Das Umkehrpo-
tenzial (E.y) wurde fiir die beiden Ionen Natrium und Kalium mit der Nernst-Gleichung (3) in der

Form
_ RT_ [Ion],

Eoo— ——
TR [Ton];

3)

berechnet, wobei R die universelle Gaskonstante, T die Temperatur von 32°C in Kelvin, z die La-
dungszahl (positiv fiir Kationen; negativ fiir Anionen), F' die Faraday-Konstante und [Ion] Kalium
oder Natrium innerhalb (i) oder auB3erhalb (o) der Zelle war. Fiir die benutzten Losungen (ACSF und
intrazelluldre Losung 1, siehe 4.4.1 und 4.4.2) wurde ein Umkehrpotenzial fiir Natriumionen von
68,65 mV und fiir Kaliumionen von -101,17 mV berechnet.

Die Leitfdhigkeit (Gyop, sieche Formel (4)) fiir Kalium (Gg+) und Natrium (Gy,+) wurde fiir jeden
Spannungsschritt aus dem maximal gemessenen Strom berechnet, wobei E,., das berechnete Um-
kehrpotenzial fiir Natrium oder Kalium, V die angelegte Spannung und 7« der jeweilige maximale

Strom bei der angelegten Spannung war.
I
Gion = T (4)

Natriumstréme aktivierten und deaktivierten innerhalb weniger Millisekunden und waren einwértsge-
richtet. Kaliumstrome waren auswirtsgerichtet, aktivierten mit einer Verzogerung und deaktivierten
relativ langsam (hunderte von Millisekunden). Ausgehend von einem Haltepotenzial von -60 mV
wurden in 10 mV Intervallen spannungsabhingige Stréme von -90 mV bis 40 mV aktiviert. Um die
Strome von Neuronen unterschiedlicher Grofe besser miteinander vergleichen zu konnen, wurde die
maximale Leitfahigkeit fiir Natrium und Kalium auf die jeweilige gemessene Kapazitit (C) (siehe
Gleichung (1)) der Neurone normalisiert und in pS/pF angegeben.

In den Experimenten wurde keine Kompensation des seriellen Widerstands vorgenommen. Um
die schnellen Natriumstrome genauer analysieren zu kdnnen, wurde in der offline-Analyse die Zellka-

pazitit der Experimente am Tag E18 korrigiert. Hierzu konnte die Deaktivierungstransiente von der
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Aktivierungstransiente subtrahiert werden, da bei dem gewdihltem Pulsprotokoll (siehe Abbildung
12A) die Spannungsdifferenz fiir die Aktivierung und Deaktivierung gleich war. Die Subtraktion
erfolgte nach Import der Daten in Origin. Es wurden die Samplingpunkte 14500-15000 der Deak-
tivierungstransiente von den Samplingpunkten 4500-5000 der Aktivierungstransiente fiir korrespon-
dierende Spannungsdifferenzen subtrahiert. Diese 500 Datenpunkte umfassten die ungefihre Dauer
der Kapazitiventransiente in jedem Neuron. Nach der Subtraktion wurde die maximale Amplitude des

korrigierten einwértsgerichteten Stroms bestimmt.

4.14.6 Analyse von Aktionspotenzialen

Es wurde fiir die Experimente in Abschnitt 5.1 eine Analyse von Aktionspotenzialen durchgefiihrt.
Fiir jedes Neuron, welches nach positiver Strominjektion ein Aktionspotenzial generierte, wurde das
jeweils erste Aktionspotenzial basierend auf einer bereits beschriebenen Methode analysiert (Henze
und Buzsaki, 2001; Kole und Stuart, 2008). Vom aufgezeichneten Strom wurde fiir jeden Datenpunkt
die erste Ableitung erstellt. Dies erfolgte durch Berechnung des Mittelwerts des Anstiegs von zwei

benachbarten Punkten mit folgender Formel (5):

P = 1 <)’i+l —Yi i _Yi1> 5)

2 \Xip1 =X Xi—Xi—|

Sukzessive wurden von der ersten Ableitung die zweite und die dritte Ableitung berechnet. Das erste
Maximum der ersten Ableitung definierte den maximalen Anstieg (max dV/dt) des Aktionspotenzi-
als. Der erste Peak der dritten Ableitung korrespondierte mit der Schwelle des Aktionspotenzials. Die
Hohe des Aktionspotenzials (AmV) wurde als Differenz zwischen der Aktionspotenzialschwelle und
des Maximums des Aktionspotenzials berechnet. Die Aktionspotenzialdauer (Atap) wurde als Diffe-
renz zwischen der Schwelle und dem erneuten Schnittpunkt des Aktionspotenzials mit der Schwelle

definiert.

4.14.7 Auswertung von HCN mediierten Stromen (1)

Fiir jeden Spannungsschritt wurde die maximale /,-Amplitude zum Ende des Aktivierungspulses
gemessen. Von der maximalen gemessenen Ip-Amplitude erfolgte fiir jeden Spannungsschritt eine
Subtraktion des linearen Lecks. Dafiir musste zuerst eine Berechnung des linearen Lecks erfolgen.
Hierfiir wurde der Strom von Spannungen zwischen -40 mV und -55 mV in einer Strom-Spannungs-
Beziehung aufgetragen (/;, war nicht aktiviert). Diese Punkte wurden mit einer Geraden gefittet und
von dieser konnte durch Interpolation das lineare Leck fiir alle Aktivierungsspannungen berechnet
werden.

Die Spannungsabhingigkeit HCN-mediierter Strome wurden aus steady-state- Aktivierungskur-
ven berechnet. Hierfiir wurden die Maxima der fail-currents fiir jeden Spannungsschritt bestimmt.
Anschlielend erfolgte die Normalisierung auf den maximalen tail-current und die Darstellung gegen

die Spannung des Vorpulses. Fiir jedes Experiment wurden die Datenpunkte mit einer Boltzmann-
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Gleichung (6) in der Form

Al —Ap
Y= g TA2 (6)
1l+e &

gefittet. Dabei wurden A; auf 1 und A, auf O gesetzt und die freien Parameter X, die halbmaximale
Aktivierungsspannung, und dx, der Anstieg, durch die Anpassung der Kurve an die experimentellen
Daten berechnet.

Die Aktivierungskinetik wurde mit einer doppelt exponentiellen Funktion in der Form
y(x) =yo+A1(1—e ™) 4 Ay(1— e /™) (7

beschrieben und ergab eine schnelle (7)) und langsame (7,) Zeitkonstante. Die Deaktivierungskinetik
wurde mit einer einfachen exponentiellen Funktion beschrieben. Fiir diese wurde die Gleichung (7)
ohne den Term [A;(1 — e/ ™)] benutzt und ergab nur eine Zeitkonstante (7;). Fiir die Fits wurde eine

initiale Verzogerung des Stroms von der Prozedur ausgeschlossen.

4.14.8 Statistik

Die gemessenen Daten wurden neben der deskriptiven Statistik (Mittelwert und Standardabweichung)
mit statistischen Tests analysiert. In der Arbeit wurde bei jeder Angabe eines p-Wertes die statistische
Methode angegeben und die Auswahl erfolgte wie nachstehend erkldrt. Wenn n < 7 oder wenn die
Datenpunkte einer Stichprobe nicht normal verteilt waren, wurde ein nicht-parametrischer Test aus-
gewihlt. Zwei unabhingige Datenmengen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test gepriift und ge-
paarte Daten mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Fiir den Fall, dass mehr als zwei Stichproben
vorlagen, wurden die Daten mit einem Kruskal-Wallis-Test untersucht. Fiir den Fall, dass n > 8, wur-
den die Stichproben auf ihre Normalverteilung mit einem Shapiro-Wilk-Test gepriift. Stichproben, die
nicht normal verteilt waren, wurden mit den vorher genannten nicht-parametrischen Tests iiberpriift.
Bei zwei Stichproben wurden diese mit einem gepaarten oder ungepaarten t-Test untersucht. Bei drei
oder mehr Stichproben wurde eine einfaktorielle ANOVA (analysis of variance) benutzt, an die eine
post-hoc-Analyse der Mittelwerte, in diesem Fall Bonferroni, angeschlossen wurde. Das Signifikanz-
niveau wurde auf & = 5% Irrtumswahrscheinlichkeit gesetzt, d.h. p < 0.05 =* (signifikant), p < 0.01
= ** (hoch signifikant) und p < 0.001 = *** (hochst signifikant). Die Tests wurden, wie in den Pro-
grammen Origin 7.5 (Shapiro-Wilk-Test, t-Test, ANOVA) und StatView oder SOFA (Mann-Whitney-
U-Test, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Kruskal-Wallis-Test) implementiert, durchgefiihrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Elektrophysiologische Charakterisierung von LPP1/1a-shRNA exprimierenden
Neuronen wihrend der kortikalen Entwicklung

Wihrend der kortikalen Entwicklung treten in einer zeitabhidngigen Abfolge verschiedene lonen-
strome auf. Eine prizise Abfolge des Auftretens ist dabei fiir die Entwicklung von Neuronen essenti-
ell. Das Erscheinen und die Groe von Kalium- und Natriumstromen korrelieren mit dem Zellzyklus
und der radialen Wanderung von Neuronen oder ihren Vorlduferzellen (Bahrey und Moody, 2003).
LPP1/1a wird sowohl im Gehirn wihrend der Entwicklung im Kortex als auch in Neuronen expri-
miert. Weiterhin wurde gezeigt, dass Neurone im Kortex in ihrer radialen Migration gestort waren,
wenn sie mit ShRNA transfiziert wurden, die gegen LPP1/1a gerichtet war (Velmans, 2010). Diese
Ergebnisse waren der Ausgangspunkt fiir elektrophysiologische Untersuchungen von Neuronen, die
nach einer in utero Transfektion LPP1/1a-shRNA exprimierten. In der vorliegenden Arbeit wurde ei-
ne elektrophysiologische Charakterisierung von Neuronen, die in ihrer Migration gestort waren, mit
der whole-cell patch-clamp-Methode durchgefiihrt. Dafiir wurden von Gehirnen der in utero elek-
troporierten Embryos akute Gehirnschnitte angefertigt und diese in vitro untersucht. Die Ergebnisse

dieser Untersuchungen sind im folgenden Abschnitt dargestellt.

A B

Abbildung 11: Identifizierung von Neuronen im akuten Gehirnschnitt
A. Abgebildet ist ein Ausschnitt von einem elektroporierten Gehirnschnitt am Tag E18. Neurone
exprimierten nach Transfektion das Reporterprotein eGFP (griin), was der Visualisierung der shRNA-
Expression diente. Zur Darstellung wurde das Fluoreszenzbild mit einem DIC-IR Bild iiberlagert. An
einem Neuron in der Mitte des Bildes ist eine Pipette fiir whole-cell-Ableitungen zu erkennen. Die
Pia mater befand sich oberhalb des Bildes.
B. VergroBerung eines fluoreszierenden Neurons (E18) und einer Ableitungspipette, bei der sich ein
Teil der griin fluoreszierenden Zellmembran in der Pipette befand (whole-cell-Konfiguration).
C. DIC-IR Bild eines Neurons am Tag P5 in der Schicht V im Neokortex. Im Kontakt mit dem Neuron
ist eine Patchpipette zu erkennen. Der Maf3stab gibt in allen Bildern 10 um an.
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5.1.1 Intrinsische Eigenschaften von Neuronen am Tag E18

In allen beschriebenen Versuchen wurden Neurone untersucht, deren embryonale Vorlduferzellen am
Tag 13,5 mittels in utero-Elektroporation mit ShRNA-Konstrukten transfiziert wurden. Bei der in ute-
ro-Elektroporation wurde von einer tragenden Maus in einen Embryo ein LPP1/1a-shRNA-Konstrukt
und in einen anderen Embryo ein Luziferase shRNA-Kontrollkonstrukt in den Ventrikel injiziert. Die
Transfektion erfolgte, nachdem zwischen zwei an den Kopf gehaltenen Elektroden Spannung ange-
legt wurde. Die Vorlduferzellen nahmen durch diesen Spannungspuls die Konstrukte auf und expri-
mierten diese in den folgenden Tagen. Die Expression der Konstrukte wurde iiber ein eGFP-Reporter
sichtbar gemacht und Neurone, die mit shRNA gegen LPP1/1a oder einer shRNA gegen Luziferfa-
se (Kontrolle) transfiziert waren, fluoreszierten nach Anregung griin (Beispiele siche Abbildung 11).
Die Kontroll-shRNA war gegen die Leuchtkéfer Luziferase gerichtet, ein Protein, dass nicht in Na-
gern vorkommt. Zum ersten Untersuchungszeitpunkt, dem embryonalen Tag 18 (E18), befanden sich
die meisten LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neurone in anderen Abschnitten der kortikalen Platte
als bei den Kontrollen (bereits beschrieben in Velmans, 2010).

Fiir die im Folgenden beschriebenden Experimente wurden die Neurone in zwei Gruppen ein-
geteilt. Zur ersten Gruppe gehorten Neurone, die sich in den unteren Lagen der kortikalen Platte
befanden. Dies waren LPP1/1a-shRNA transfizierte Neurone und nicht transfizierte Neurone in der
direkten Umgebung dieser. Es wurden nicht transfizierte Neurone als Kontrolle gewihlt, da sich nur
sehr wenige Kontroll-shRNA transfizierte Neurone in dieser Region befanden. Die zweite Gruppe bil-
deten Neurone der oberen Schicht der kortikalen Platte, die unabhiingig von der exprimierten sShRNA

dorthin gewandert waren.

5.1.1.1 Neurone in den unteren Schichten der kortikalen Platte

Nach Etablierung der whole-cell-Konfiguration wurden Neurone zunédchst im current-clamp unter-
sucht. Eine Charakterisierung der Neurone wurde durch Injektion von negativen und positiven Strom-
pulsen und anschlieBender Analyse der Spannungen vorgenommen. Negative Strominjektion fiihrte in
allen Neurone zu einer langsamen Hyperpolarisation (langsame Membranzeitkonstante). Bereits klei-
ne Strompulse waren ausreichend, um eine gro3e Auslenkung zu bekommen, was auf einen hohen
Eingangswiderstand hindeutet (siche Tabelle 2 fiir eine Zusammenfassung). Neurone, die als Kontrol-
le gemessen wurden, waren nach positiver Strominjektion alle in der Lage Aktionspotenzial dhnliche
regenerative Potenziale zu erzeugen. Hingegen fiihrte das gleiche Experiment in LPP1/1a-shRNA
exprimierenden Neuronen selten zur Generierung von Aktionspotenzial dhnlichen Potenzialen. Dies
war in 3 von 7 Neuronen der Fall, aber diese Potenziale waren weder repetetiv noch tiberschwellig. In
Abbildung 12A sind von den aufgezeichneten Neuronen zwei typische Spannungsantworten, je von
einem Kontroll- und einem LPP1/1a-shRNA transfizierten Neuron, abgebildet.

Im current-clamp ist keine genaue Analyse der Strome moglich. Daher wurden die spannungs-
aktivierten Strdme im voltage-clamp-Modus nédher untersucht. Dies erfolgte an denselben Neuronen,
die bereits im current-clamp untersucht wurden, da der Verstirker eine Anderung des Aufnahmemo-
dus erlaubte. Die Neurone wurden auf ein Haltepotenzial von -60 mV geklemmt und von diesem

wurde von -90 mV in Intervallen von 10 mV bis zu einer Spannung von 30 mV die Stromantwort der
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Abbildung 12: Verringerte Einwirtsstrome in LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen der
unteren kortikalen Platte.

A. Beispiele von Spannungsantworten auf Strominjektionen fiir ein Kontroll- (oben) und ein LPP1/1a-
shRNA exprimierendes Neuron (unten). Eine Strominjektion fiihrte zum Auslosen von repetitiven Po-
tenzialen in dem Neuron der Kontrolle, aber zu keinen im LPP1/1a defizienten Neuron. Zu beachten
ist, dass doppelt so viel positiver Strom in das LPP1/1a defiziente Neuron injiziert wurde.

B. Reprisentative Beispiele von Stromantworten auf negative- und positive Spannungschritte. Von ei-
nem Haltepotenzial von -60 mV wurden die Neurone fiir 100 ms in 10 mV Intervallen von -60 bis auf
50 mV geklemmt. Native Neurone zeigten einen groferen, schnell aktivierbaren einwértsgerichteten
Strom im Gegensatz zu Neuronen, die LPP1/1a-shRNA exprimierten. Die vergroflert dargestellten
Strome der ersten 3 ms wurden offfine um die kapazitive Transiente korrigiert. Langsam aktivierende
auswirtsgerichtete Strome waren in beiden Gruppen vorhanden.

C. Strom-Spannungsbeziehungen der einwirtsgerichteten Strome (oben) und der auswértsgerichteten
Strome (unten) zeigten, dass ausschlieBlich einwartsgerichtete Strome verdndert waren. Die Daten der
Kontrollen sind jeweils mit offenen Quadraten dargestellt und von den LPP1/1a-shRNA exprimieren-
den Neuronen mit einem gefiillten Kreis. Die Aufnahmen erfolgten ohne Kompensation des seriellen
Widerstands. Fehlerbalken (Standardabweichung) im oberen Graph sind zur besseren Darstellung nur
in eine Richtung gezeigt.

D. Aus den aufgezeichneten Stromen wurden die maximalen einwirts- und auswiértsgerichteten
Leitfdhigkeiten berechnet (siehe 4.14.5) und auf die Kapazitit normalisiert. Es wurden 8 Kontrol-
len und 7 LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone gemessen (oberer Graph). Um diese Daten besser
miteinander zu vergleichen, wurde fiir jede Zelle ein Ratio der Einwérts- und Auswirtsstrome berech-
net und dieses dargestellt (unten). Dieses ist signifikant kleiner in LPP1/1a-shRNA exprimierenden
Neuronen (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,003).

Neurone fiir 200 ms gemessen. Mit diesem beschriebenen Spannungsprotokoll wurden verschiede-
ne spannungsabhingige Ionenkanile aktiviert (Spannungsprotokoll in Abbildung 12B). Die Darstel-
lung in Abbildung 12B erfolgte erst ab -60 mV, da keine substantiellen ein- oder auswirtsgerichteten
Strome zwischen -90 mV und -60 mV aktiviert wurden. Zwei prominente Strome wurden aktiviert.
Der erste Strom war einwirtsgerichtet und aktivierte ab einer Spannung von -30 mV, gefolgt von

einer schnellen Deaktivierung. Die maximale Stromamplitude wurde bei 0 mV gemessen und bei
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positiveren Spannungsschritten wurde der Strom wieder kleiner. Eine Strom-Spannungs-Beziehung
fiir diesen Strom fiir Kontroll- und LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone ist in Abbildung 12C im
oberen Graph gezeigt. Auch in Neuronen, die mit LPP1/1a-shRNA transfiziert waren, wurde dieser
beschriebene Strom gemessen. Hingegen hatten diese Neurone einen kleineren einwértsgerichteten
Strom als die Neurone der Kontrolle (siehe Abbildung 12B und C). Dieses Ergebnis spiegelte die im
current-clamp gemessene verringerte Erregbarkeit von LPP1/1a-shRNA Neuronen wieder.

Der zweite Strom, der mit diesem Protokoll aktiviert wurde, war auswirtsgerichtet und langsamer.
Ab einer Spannung von -20 bis -10 mV konnte dieser Strom aktiviert werden und die Amplitude
vergroferte sich, je positiver die Spannungsschritte wurden. Die Auswertung fiir alle Zellen ergab,
dass die maximale Amplitude bei einer Spannung von 30 mV lag. Eine Strom-Spannungs-Beziehung
ist in Abbildung 12C im unteren Graph dargestellt.

Um zu iiberpriifen, ob der gemessene Strom tatsédchlich kleiner war, oder ob die Strome gleich
waren, sich aber auf Grund der Zellgrée unterschieden, erfolgte von jedem Neuron eine Normierung
der Strome auf die gemessene Zelloberflache (C,,). Fiir diese Berechnung wurde angenommen, dass
zu diesem Entwicklungszeitpunkt die gemessenen einwirtsgerichteten Strome hauptsédchlich durch
Natriumstrome und auswirtsgerichtete Strome durch Kaliumstrome entstehen (siehe Diskussion und
Bahrey und Moody, 2003). Durch diese Annahme konnte nun die Berechnung der Leitfihigkeiten,
basierend auf dem Umkehrpotenzial fiir Kalium und Natrium (siehe Gleichung 3), erfolgen. Die ma-
ximale Leitfihigkeit wurde in der Folge fiir jedes Neuron bestimmt und auf die Kapazitit normiert
(Gmax/Cy), womit die Leitfdhigkeitsdichte erhalten wurden. In LPP1/1a-shRNA exprimierenden Zel-
len (n = 7) war die einwirtsgerichtete (0,20 4= 0,11 pS/pF) und die auswirtsgerichtete (0,20 £ 0,04
pS/pF) Leitfahigkeitsdichte gleich verteilt (Abbildung 12D oben). Hingegen war die einwirtsgerich-
tete Leitfahigkeitsdichte (0,43 £ 0,15 pS/pF) in Neuronen der Kontrolle (n = 8) ungefihr doppelt so
grof} wie die auswartsgerichtete Leitfahigkeitsdichte (0,20 + 0,07 pS/pF). Dies zeigte sich in einem
doppelt so groBen Verhiltnis von 2,21 4+ 0,80 (Kontrolle) zu 1,01 4+ 0,52 (LPP1/l1a-shRNA, sie-
he Abbildung 12D unten). Dieser Unterschied zwischen LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen
und Neuronen der Kontrolle war signifikant (p = 0,003).

Aus diesen Experimenten schlieBe ich, dass die LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neurone, wel-
che in den tieferen Lagen der kortikalen Platte verblieben, eine verringerte Erregbarkeit (gemes-
sen an Aktionspotenzialen) auf Grund verdnderter Leitfahigkeiten zeigten. Dieses Ergebnis stand
im Gegensatz zur Kontrolle, in der die Neurone eine groBeres Verhiltnis von einwértsgerichteten

Leitfahigkeitsdichten zu auswirtsgerichteten Leitfahigkeitsdichten besafen.

5.1.1.2 Neurone in den oberen Lagen der kortikalen Platte

Unabhiéngig davon, ob LPP1/1a-sh-RNA oder Kontroll-shRNA exprimiert wurde, gab es Neurone,
die in den oberen Schichten der kortikalen Platte lokalisiert waren. Es stellte sich daher die Frage, ob
sich diese Neurone von den Neuronen, die in den unteren Schichten verblieben waren, anhand ihrer
Strome unterscheiden. Weiterhin wurde die Frage gestellt, ob Unterschiede zwischen den Neuronen
der oberen Lage der kortikalen Platte vorhanden waren. Die durchgefiihrten Experimente waren ana-
log zu den Experimenten, wie sie fiir die unteren Schichten der kortikalen Platte beschrieben wurden.

Die Neurone beider Gruppen reagierten im current-clamp nach positiven Strominjektionen mit der
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Generierung von Aktionspotenzial dhnlichen regenerativen Potenzialen. Wenn negativer Strom inji-

ziert wurde, war eine langsame Membranzeitkonstante zu beobachten (siehe Abbildung 13A).
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Abbildung 13: E18 Analyse von Neuronen der oberen kortikalen Schicht
A. Beispiele von Spannungsantworten von Neuronen (Kontroll- und LPP1/1a-shRNA) in der oberen
Schicht der kortikalen Platte. Positive Strominjektionen fiihrten in beiden gezeigten Neuronen zur
Ausbildung von aktionspotenzialdhnlichen repetitiven Potenzialen.
B. Strom-Beispiele als Antwort auf 100 ms lange Schritte bei Spannungen von -90 mV bis 40
mV von einem Haltepotenzial von -60 mV ausgehend. In beiden gezeigten Neuronen wurden
spannungsabhiingige lonenkanile aktiviert und es waren schnell aktivierende und deaktivierende
Einwirtsstrome sowie langsamer aktivierenden Auswértsstrome messbar. Die vergroBert dargestell-
ten Strome der ersten Millisekunden wurden um die kapazitive Transiente korrigiert.
C. Die Verteilung der einwirts- und auswartsgerichteten Rektifizierungen wurde in Abhingigkeit
der Leitfdhigkeitsdichte dargestellt (oben). Beide Gruppen zeigten eine hohere einwirts- als
auswiértsgerichtete Rektifizierung. Dies ist auch im Verhiltnis der beiden Rektifizierungen dargestellt
(n =5, Mann-Whitney-U-Test, p = 0,35; unten). Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Um die Stréme von spannungsabhingigen lonenkanilen zu charakterisieren, wurden weitere Un-
tersuchungen im voltage-clamp durchgefiihrt. Die Aktivierung von Stromen erfolgte von einem Hal-
tepotenzial von -60 mV aus in 10 mV Intervallen bis 40 mV (Spannungsprotokoll sieche Abbildung
13B). Typische Beispielstrome, die mit diesem Protokoll aufgezeichnet wurden, sind in der gleichen
Abbildung dargestellt. Vergleichbar mit Neuronen der unteren Lagen wurde ein schnell aktivierender
und deaktivierender Einwértsstrom sowie ein langsamerer aktivierender Auswirtsstrom gemessen.
Von den Stromen wurde die maximale Leitfahigkeit berechnet (gleiche Annahmen wie fiir die Neu-
rone in den unteren Schichten) und diese zur besseren Vergleichbarkeit auf die Zellkapazitit norma-
lisiert. Im Anschluss wurde dann die Dichte der Leitfdahigkeit (pS/pF) miteinander verglichen. Die
Auswertung ergab, dass sowohl LPP1/1a-shRNA als auch Kontroll-shRNA exprimierende Neurone

eine groBere einwértsgerichtete Leitfahigkeitsdichte als auswirtsgerichtete Leitfdhigkeitsdichte besa-
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Ben (siehe Abbildung 13C oben). Die einwirtsgerichtete Leitfahigkeitsdichte war 0,45 + 0,28 pS/pF
in den Neuronen der Kontrolle und 0,63 4 0,21 pS/pF in den LPP1/1a- shRNA exprimierenden Neu-
ronen. Die Gruppen unterschieden sich damit nicht(je n = 5; Mann-Whitney-U-Test, p = 0,25). Auch
die auswirtsgerichtete Leitfahigkeitsdichte war in beiden Gruppen vergleichbar: 0,18 + 0,08 pS/pF
in Neuronen der Kontrolle und 0,15 + 0,08 pS/pF in LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen
(je n = 5, Mann-Whitney-U-Test: p = 0,60). Aus den einwdrtsgerichteten und auswértsgerichteten
Leitfahigkeitsdichten wurde ein Verhiltnis (einwirts/auswirts) berechnet und zeigt, dass beide Grup-
pen eine hohere auswirts- als einwértsgerichtete Leitfdhigkeitsdichte besaen (Kontrolle: 2,86 £ 1,99
LPP1/1a-shRNA: 5,16 £ 2,69) und sich nicht unterschieden (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,35).

In diesen Experimenten wurde gezeigt, dass Neurone, die trotz der Expression von LPP1/1a-
shRNA in die oberen Schichten der kortikalen Platte gewandert waren, sich nicht von ihren Kontrollen
unterschieden. Im Gegensatz zu Neuronen, die zum Untersuchungszeitpunkt in tieferen Schichten der
kortikalen Platte anzufinden waren, hatten sie eine erhohte einwirtsgerichtete Leitfdhigkeitsdichte

und waren damit erregbarer.

5.1.1.3 Intrinsische neuronale Membraneigenschaften

Neben der Analyse der intrinsischen Strome erfolgte von allen untersuchten Neuronen eine Analy-
se von allgemeinen neuronalen Parametern. Diese waren Eingangswiderstand (R;,), Ruhemembran-
potenzial (V) und spezifische Kapazitit (C,,) der Neurone. Charakteristisch fiir alle untersuchten
Neurone war ein sehr hoher Eingangswiderstand im Gigaohm-Bereich, was keine Kopplung der Neu-
rone via gap-junctions vermuten liel (LoTurco und Kriegstein, 1991) sowie auf eine geringe Dich-
te von lonenkanélen hindeutete. Der hohe Eingangswiderstand war unabhingig davon, in welchem
Teil der kortikalen Platte sich die Neurone befanden. Weiterhin wurde das Ruhemembranpotenzi-
al gemessen, es konnte aber nicht von allen Neuronen bestimmt werden, da einige Neurone nicht
im current-clamp untersucht wurden. Die Kapazitit war in allen untersuchten Neuronen in einer
dhnlichen GroBenordnung. Eine statistische Analyse zeigte keine Unterschiede der gemessen Para-
meter zwischen den Gruppen. Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse in Tabelle 2 fiir die unter-
suchten Neurone in der unteren und oberen kortikalen Platte zusammengefasst.

In den vorhergehenden Ergebnissen wurden Experimente vom embryonalen Tag 18 dargestellt,
in denen Neurone, die mit LPP1/1a-shRNA oder entsprechender Kontroll-shRNA transfiziert waren,
physiologisch untersucht wurden. Neurone der oberen und unteren kortikalen Platte unterschieden
sich nicht im Eingangswiderstand, dem Ruhemembranpotenzial und der spezifischen Kapazitit. Neu-
ronen der unteren kortikalen Platte waren nach positiver Strominjektion nicht in der Lage aktions-
potenzialdhnliche regenerative Potenziale zu generieren. Eine genaue Analyse der verantwortlichen
Strome zeigte, dass in LPP1/1a-shRNA exprimierenden Zellen die einwirtsgerichteten Strome ver-
kleinert waren. Hingegen gab es keinen Unterschied in Neuronen der oberen kortikalen Platte. Die
auswirtsgerichteten Strome waren weder in Neuronen der oberen, noch der unteren kortikalen Platte

unterschiedlich.
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E18 Untere kortikale Platte
Parameter Kontrolle LPP1/1a-shRNA p

Ri, [GQ2] 5,26 £ 2,64 (8) 3,69 £ 1,97 (9) 0,08
Vi [mV] -65,18 £ 7,24 (5) -58,31£7,67(6) 0,27
Cnm [PF] 2991 £9,48 (8) 28,56£5,19(9) 0,73

Obere kortikale Platte

R, [GQ] 4,61 £2,39 (5) 3,86 + 2,65 (5) 0,46
Vi [mV] -69,39 £4,58 (5) -64,28+13,1(5) 0,75
Cnm [PFI] 2432 £6,86(5) 27,05£9,05(5) 0,56

Tabelle 2: Membraneigenschaften von Neuronen am embryonalen Tag 18 (E18).
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und in Klammern die Anzahl der Experi-
mente.

5.1.2 Elektrophysiologisches Profil von Neuronen am Tag P5

In vorherigen Experimenten wurde gezeigt, dass LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone nicht nur
langsamer wandern, sondern es auch zu einem Migrationsstopp kommt (Velmans, 2010). Am Tag
P5 waren LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone vermehrt in den tieferen Schichten IV und V des
Kortex lokalisiert. Hingegen war die Mehrzahl der Kontroll-shRNA exprimierenden Neurone in den
Schichten II/III anzufinden (Velmans, 2010). Um einen Vergleich mit den friiher untersuchten Neu-
ronen zu erhalten, erfolgte eine elektrophysiologische Analyse der LPP1/1a-shRNA exprimierenden
Neurone in der Schicht V des Kortex sowie untransfizierten Neuronen als Kontrollen.

Entsprechend der Experimente am Tag E18 wurde von den Neuronen nach Etablierung der whole-
cell-Konfiguration eine Charakterisierung im current-clamp durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass alle
Neurone, unabhédngig von der Menge an LPP1/1a, in der Lage waren regenerative Aktionspotenzia-
le zu generieren (siehe Abbildung 14A). Eine prézise Analyse der Aktionspotenziale wurde durch-
gefiihrt, ist aber zur besseren Ubersicht in Abschnitt 5.1.3 néher erldutert (siche auch Abbildung 16).

Im Anschluss wurden die Neurone im voltage-clamp auf eine Spannung von -70 mV geklemmt
und die einwirts- und auswdrtsgerichteten spannungsabhéngigen Strome experimentell untersucht.
In LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen und entsprechenden Kontrollen wurden Strome nach
Spannungsschritten von -90 mV bis 50 mV in 10 mV-Intervallen aktiviert (dargestellt nur von -50
mV bis 50 mV). Die gemessenen Strome waren sowohl einwirts- als auch auswértsgerichtet und
mehrere Nanoampere grof3 (sieche Abbildung 14B, links: Kontrolle, rechts: LPP1/1a-shRNA). Fiir die
einwirts- und auswartsgerichteten Strome wurde die Leitfiahigkeit des maximalen Stroms berechnet
(basierend auf Natrium- und Kaliumumkehrpotenzialen fiir den einwirts- oder auswirtsgerichteten
Strom) und diese zur Vergleichbarkeit auf die jeweilige Kapazitit der Zelle normiert. In LPP1/1a-
shRNA exprimierenden Neuronen (n = 8) wurde eine einwirtsgerichtete Leitfihigkeitsdichte von
0,75 + 0,24 pS/pF und eine auswirtsgerichtete Leitfdhigkeitsdichte von 0,32 4 0,13 pS/pF gemessen.
Wenn die Leitfahigkeitsdichten dividiert wurden (einwirtsgerichtet/auswirtsgerichtet), ergab dies ein
Verhiltnis von 2,43 + 0,47 (siche Abbildung 14C unten). Auch in nativen Neuronen der Schicht V,
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Abbildung 14: Eigenschaften von Neuronen am Tag P5
A. Spannungsantworten von kortikalen Schicht V LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen und
nativen Neuronen der Schicht V sind gleich. Gezeigt sind zwei Beispiele, die nach positiver Stromin-
jektion repetitive Aktionspotenziale generierten.
B. Typische Stromantworten von LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen und entsprechenden
Kontrollen auf Spannungsschritte zwischen -50 mV und 50 mV ausgehend von einem Haltepotenzial
von -70 mV. Die Amplituden der einwirts- und auswirtsgerichteten Stréme waren in beiden Gruppen
vergleichbar. Das Spannungsprotokoll fiir beide Neurone ist verkleinert dargestellt.
C. Populationsdaten der einwirts- und auswiértsgerichteten Leitfahigkeit nach Normalisierung auf
die Kapazitit der einzelnen Neurone. Kontrollen (n = 11) und LPP1/1a-shRNA exprimierende Neu-
rone (n = 8) hatten eine gleichartige Verteilung der einwirts- und auswirtsgerichteten Strome (oben).
Dies war auch im dhnlichen Verhiltnis der Einwérts- und Auswirtsleitfahigkeitsdichten reprisentiert
(Mann-Whitney-U-Test, p = 0,1; unten). Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung.

die als Kontrollen benutzt wurden (n = 11), war die einwértsgerichtete Leitfdhigkeitsdichte groBer als
die auswirtsgerichtete, womit dies vergleichbar zu den LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen
war. Die einwirtsgerichtete Leitfahigkeitsdichte der Kontrollen betrug 0,74 4 0,43 pS/pF und die aus-
wartsgerichtete 0,31 & 0,11 pS/pF, was einem Verhiltnis von 2,35 + 0,92 entsprach (siehe Abbildung
14C). Das Verhiltnis war in beiden Versuchsgruppen gleich (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,1).

In diesen Experimenten wurde keine Kompensation des seriellen Widerstands durchgefiihrt, da-
her hatte die altersabhingige Vergroferung der einwértsgerichteten Strome zur Folge, dass keine
vollstindige Spannungskontrolle iiber die schnell aktivierenden Einwértsstrome in den durchgefiihr-
ten Experimenten vorhanden war. Erkennbar war die mangelnde Kontrolle daran, dass die Einwirts-
strome nicht graduell aktivierten, sondern dass um die Aktivierungsschwelle der maximale Strom
messbar war. Losungen fiir dieses Problem sind die Kompensation des seriellen Widerstands, eine Re-
duktion der extrazelluldren Natriumkonzentration, ein partieller Block mit TTX (falls Natriumstréme

vorliegen) oder ein Block mit Calciumkanalblockern. Die drei letztgenannten haben eine Reduktion
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des maximalen Stroms zur Folge, wodurch keine Aussage iiber die maximale Leitfahigkeit zu treffen
ist, hingegen eine genauere Beschreibung der Kinetik ermoglicht wird (Huguenard et al., 1988). Da
die maximale Leitfdhigkeit untersucht werden sollte, habe ich mich in einigen Experimenten auf eine
Kompensation des seriellen Widerstands beschrénkt. Nicht fiir jedes Neuron war eine gute Kompen-
sation moglich, da, durch den Schaltkreis des Verstirkers bedingt, ein Uberschwingen des Neurons
verursacht wurde. Dies hatte zur Folge, dass in diesen Fillen das Neuron meistens gestorben ist.
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Abbildung 15: Kompensation des seriellen Widerstands
A. Dargestellt ist eine Strom-Spannung-Beziehung eines PS5 Neurons, von dem nach Depolarisation
die schnellen spannungsabhingigen einwirtsgerichteten Strome gemessen wurden. Der Strom wurde
ohne (M) und mit (¢) Kompensation des seriellen Widerstands gemessen.
B. Zusammenfassung des einwirtsgerichteten Stroms nach Kompensation des seriellen Widerstands
von 10 Kontrollexperimenten und 4 LPP1/-1a-shRNA-Experimenten. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an und sind zur verbesserten Ubersicht nur in eine Richtung dargestellt.

In Abbildung 15A ist fiir ein Neuron beispielhaft in einer Strom-Spannungsbeziehung der ge-
messene Strom vor und nach Kompensation des seriellen Widerstands dargestellt. Wenn der serielle
Widerstand unkompensiert war, aktivierte der Strom maximal, sobald die Aktivierungsspannung er-
reicht wurde. Hingegen ist nach Kompensation vom seriellen Widerstand eine graduelle Vergro3erung
des Stroms zu erkennen mit der maximalen Stromamplitude bei -10 mV. Es konnte fiir 10 native
Neurone (Kompensation 41,2 + 23,6%) und fiir 4 LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone (Kom-
pensation 16,75 & 3,1%) der serielle Widerstand kompensiert werden. Von diesen Stromen wurde fiir
jede Spannung der Mittelwert berechnet und das Ergebnis wurde in Abbildung 15B dargestellt. Der
maximale Strom vergroflerte sich durch die Kompensation des seriellen Widerstands und betrug 9,72
nA + 4,85 nA fiir die Kontrollen und 9,19 nA + 3,56 nA fiir die LPP1/1a-shRNA exprimierenden
Neurone. Auch nach Kompensation des seriellen Widerstands unterschied sich der maximale Strom
nicht (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,99). Da nicht fiir jedes Neuron eine Kompensation des seriellen
Widerstands durchgefiihrt werden konnte und es keinen Unterschied in der maximalen Amplitude
gab, wurden diese Ergebnisse nicht zur Berechnung der Leitfahigkeiten benutzt. Die maximalen Am-
plituden sind durch diesen methodischen Fehler kleiner, als sie nach Kompensation des seriellen
Widerstands waren.

Im vorherigen Abschnitt wurde Ergebnisse dargestellt, die an Neuronen des Tags P5 gemessen

wurden. Die stehengebliebenden Neurone waren nicht mehr von Neuronen in ihrer unmittelbaren
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Umgebung zu unterscheiden, wenn die einwérts- und auswirtsgerichteten Leitfahigkeitsdichten als

Vergleichsparameter herangezogen wurden.

5.1.2.1 Neuronale Membranparameter

Weiterhin wurden zur vollstdndigen Charakterisierung die bereits erwéhnten allgemeinen Zellpara-
meter Ri,, Vi, und Cy, analysiert. Es zeigte sich, dass im Vergleich zu den Versuchen am Tag E18
eine Reduktion des Eingangswiderstands in den Neuronen erfolgt war. Dies korrelierte mit dem Auf-
treten eines durch Hyperpolarisation aktivierten Stroms (17 von 17 Neuronen) und war vergleichbar
mit anderen Entwicklungsstudien (Bahrey und Moody, 2003). Die Neurone wurden aulerdem groBer,
gemessen an der Kapazitit der Neurone. Das Ruhemembranpotenzial war in dhnlichen Spannungs-
bereichen wie bei den jiingeren Neuronen zu finden. Am Tag P5 wurde kein Unterschied der Mem-
branparameter zwischen den Kontrollen und LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen gemessen.

Diese Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

P5 Pyramidale Neokortikale Schicht V Neurone
Eigenschaft Kontrolle (n=11) LPP1/1a-shRNA p
R;, [MQ] 634,2 +271,5 539,7 £ 1928 (n=9) 0,47
Vi [mV] -67,6 £5,3 -69,6 £23(n=7) 0,19
Cn [pF] 89,9 £ 29,5 725+ 178 (n=9) 0,24

Tabelle 3: Membraneigenschaften von pyramidalen Neuronen an Tag P5.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung mit der Anzahl der Experimente in Klammern.

In dem vorherigen Abschnitt wurden Untersuchungen an Neuronen der Schicht V des Kortex am
Tag P5 dargestellt. Es wurden Neurone miteinander verglichen, die entweder shRNA gegen LPP1/1a
exprimierten oder sich in der gleichen Schicht befanden, aber untransfiziert waren. Die Experimente
zeigten, dass die untersuchten Neurone unabhiingig von ihrem LPP1/1a-Gehalt in der Lage waren
repetitive Aktionspotenziale zu generieren. AuBerdem waren die einwirts- und auswiértsgerichteten
Strome gleich, womit die LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neurone eine Stromentwicklung nach-
geholt haben. Eine Unterscheidung anhand allgemeiner neuronaler Membranparameter war nicht
moglich. Daraus wurde geschlossen, dass sich diese Neurone an ihre Umgebung angepasst hatten,

denn sie waren elektrophysiologisch nicht mehr von nativen Schicht V Neuronen zu unterscheiden.

5.1.3 Analyse der Aktionspotenziale

5.1.3.1 Aktionspotenziale am Tag E18

Aktionspotenzialen liegen einwirtsgerichtete Natriumstrome und auswirtsgerichtete Kaliumstro-
me zu Grunde. Da sich am Tag E18 einwirtsgerichtete Strome von Neuronen der unteren Schichten
der kortikalen Platte abhiingig von ihrem LPP1/1a-Gehalt unterschieden und im current-clamp die
regenerativen Potenziale veridndert aussahen, wurden diese genauer analysiert. Fiir die Neurone am
embryonalen Tag 18 (siehe Abbildung 12A und 13A) wurden dafiir die regenerativen Potenziale nach

positiver Strominjektion als Aktionspotenziale behandelt. Fiir Neurone am Tag P5 (siehe Abbildung
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14A) wurde angenommen, dass es sich um Aktionspotenziale handelt. Im Folgenden wird nun aus-
schlieBlich der Begriff Aktionspotenzial benutzt, um eine einheitliche Beschreibung zu ermoglichen.
Die Analyse von allen Aktionspotentialen erfolgte, wie in den Methoden beschrieben.

Wenn ein Neuron Aktionspotenziale (APs) nach liberschwelliger Strominjektion generierte, wur-
de das erste ausgeloste Aktionspotenzial ausgewertet. Als erstes wurden am Tag E18 die APs der
Neurone in den unteren kortikalen Schichten analysiert. Es konnten in den Neuronen der Kontrolle
in 5 von 5 Zellen APs ausgeldst werden und in 3 aus 6 in LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuro-
nen. Zwischen diesen Neuronen gab es keine Unterschiede beziiglich der Aktionspotenzialschwel-
le (p = 0,65), der Dauer (p = 0,99) und des maximalen Anstiegs (p = 0,11). Hingegen war die
Amplitude der APs zwischen LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen und den Kontrollen un-
terschiedlich (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,03). Eine Zusammenfassung der Daten ist zur besseren
Ubersichtlichkeit in Tabelle 4 dargestellt.

E18 Untere kortikale Platte

1. Aktionspotenzial Kontrolle LPP1/1a P

Schwelle (mV) 24,59 + 6,18 (5) 24,71 £4,52(3) 0,65
Amplitude (mV) 39,04 +8,16(5) 229+659(3) 0,03
Dauer (ms) 8,15+4,03(5)  9.85+449(2) 0,99
max dV/dt (mV/s) 3334 + 10,94 (5) 17,98 + 13,14 (3) 0,11

Tabelle 4: Aktionspotenzialeigenschaften von Neuronen der unteren kortikalen Platte an E18.
In Klammern ist die Anzahl der analysierten Aktionspotenziale angegeben. Dargestellt ist der Mittel-
wert mit Standardabweichung.

Neuronen der oberen kortikalen Platte zeigten keine Unterschiede der Aktionspotenzialschwelle
(» =0,99), der Aktionspotenzialhdhe (p = 0,81), der Dauer (p = 0,23) und des maximalen Anstiegs (p

=0,52). Diese Daten sind zur besseren Ubersicht in Tabelle 5 zusammengefasst.

E18 Obere kortikale Platte
1. Aktionspotenzial ~ Kontrolle (4) LPP1/1a (5) p

Schwelle (mV) -18,39 £ 6,93  -20,7+3,39 0,99
Amplitade (mV) 39,71 £ 13,50 41,87 +7,75 0,81
Dauer (ms) 21,34 £13,44 54775 £ 41,19 0,23
max dV/dt (mV/s) 3298 + 23,11 40,13 £13,85 0,52

Tabelle 5: Aktionspotenzialeigenschaften von Neuronen der oberen Kkortikalen Platte an E18.
Analyse der Aktionspotenziale fiir 4 Kontroll-shRNA- und 5 LPP1/1a-shRNA exprimierende Neuro-
ne. Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

Die Aktionspotenziale von Neuronen am Tag E18 waren nur in den unteren Schichten der kortika-
len Platte in ihrer Amplitude verdndert. Hingegen waren alle anderen Parameter unverindert. Neurone

in den oberen Schichten der kortikalen Platte zeigten keine Unterschiede in den Aktionspotenzialen.
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5.1.3.2 Aktionspotenziale am Tag P5

Auch am Tag P5 wurde das jeweils erste Aktionspotenzial eines Neurons analysiert. Im Vergleich
zu den Aktionspotenzialen am Tag E18 war die Aktionspotenzialamplitude am Tag P5 signifikant
vergroBert (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,001). In Abbildung 16A sind Aktionspotenziale von einem
nativen Neuron (schwarz) und einem LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuron (blau) am Tag P5
vergroBert dargestellt. In der Abbildung 16B wurde die berechnete 3. Ableitung der abgebildeten
Aktionspotenziale dargestellt. Der erste Peak der 3. Ableitung korrespondierte mit der Aktionspoten-
zialschwelle, die mit einer gestrichelten Linie in Abbildung 16A markiert wurde. Die in der Abbil-
dung 16 beispielhaft dargestellte Analyse der Aktionspotenziale ergab fiir alle Neurone am Tag P35,
dass LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone gegeniiber Neuronen der Kontrolle eine depolarisierte-
re Aktionspotenzialschwelle besal3en (p = 0,006). AuBler der AP-Schwelle waren weder die Hohe (p
=(0,25), die Dauer (p = 0,92) oder die maximale Steigung (p = 0,12) zwischen nativen Neuronen und
LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen verdndert. Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist

in Tabelle 6 zusammengestellt.

1. Aktionspotenzial Kontrolle (n=10) LPP1/1a(n=7) p

Schwelle (mV) -34,30 £ 2,15 -30,61 £ 2,0 0,006
Amplitude (mV) 69,76 + 8,01 65,67 +£2,72 0,25
Dauer (ms) 6,56 + 3,17 7,54 + 0,73 0,92

max dV/dt (mV/s) 121,39 + 42,81 101,11 £ 12,86 0,12

Tabelle 6: Aktionspotenzialeigenschaften von Neuronen der Schicht V am Tag P5.
Ergebnisse der Analyse fiir 10 native Neurone und 7 LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone am
Tag P5.

A

Abbildung 16: Analyse von Aktionspotenzialen.
A. Dargestellt ist das jeweils erste Aktionspotenzi-
al eines LPP1/1a-shRNA exprimierenden (blau) so-
wie eines nativen Neurons (schwarz) am Tag P5.

e Die Aktionspotentiale wurden durch die die Injek-
LPP1/1a-shRNA ::  Kontrolle tion von positivem Strom ausgelost. Markiert sind
die jeweiligen Aktionspotenzialschwellen durch ei-

B ne gestrichelte Linie mit einer Wertangabe.
3. Ableitung E]ﬂwoﬂ GVims®| B. Das erste Maximum der 3. Ableitung des Akti-
Kontrolle w onspotenzials korrespondiert mit der Aktionspoten-

10 ms

zialschwelle (gepunktete Linie).

0,5 GV/ms®
LPP1/1a-shRNA

Die am Tag E18 gemessene verringerte Amplitude in Neuronen der unteren Schichten der kor-
tikalen Platte war am Tag P5 nicht mehr vorhanden. Weiterhin erfolgte eine Hyperpolarisation der

Aktionspotenzialschwelle und eine Beschleunigung der Aktionspotenziale im Vergleich zu den Mes-
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sungen an E18. LPP1/1a-shRNA exprimierende Neuronen hatten eine depolarisiertere Aktionspoten-

zialschwelle im Vergleich zu den Kontrollen.

5.1.4 Analyse der spontanen synaptischen Strome an den Tagen E18 und P5

Im Zuge der Entwicklung des ZNS bilden sich synaptische Verkniipfungen zwischen den Neuro-
nen aus. Diese Verkniipfungen lassen sich als postsynaptische Strome messen. Eine prisynaptische
Ausschiittung von exzitatorischen (hdufig Glutamat) oder inhibitorischen (hdufig GABA) Neurotrans-
mittern fiihrt zur Aktivierung von postsynaptisch lokalisierten ligandengesteuerten Ionenkanile wie
z.B. AMPA- oder GABA A-Rezeptoren. Die Etablierung von Synapsen wihrend der Synaptogenese ist
ein dynamischer Prozess, der axonale und dendritische Kompartimente verfeinert. Um eine eventuelle
Implikation von einem verinderten LPP1/1a-Level auf die Ausbildung von Synapsen zu untersuchen,

wurden die postsynaptischen Stréme der Neurone néher untersucht.
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Abbildung 17: Entwicklung von spontanen postsynaptischen Stromen (sPSCs)
A. Am Tag E18 wurden keine spontanen postsynaptischen Stréme bei einer Haltespannung von -60
mV gemessen. Dies war unabhiingig von der Lokalisation der Neurone in der kortikalen Platte und
auch dem Level von LPP1/1a.
B. Am Tag P5 konnten bei einem Haltepotenzial von -70 mV sowohl in Kontrollen als auch in
LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen der Schicht V spontane postsynaptische Strome (sPSCs)
gemessen werden.
C. Die Hiufigkeit der sPSCs am Tag P5 wurde in einem Boxplot mit einzelnen Experimenten darge-
stellt. LPP1/1a-shRNA exprimierende (36,1 4 31,5 Events-min—!) und native Neurone (55,9 + 28,1
Events-min~!) zeigten keine Unterschiede in der sSPSC-Frequenz (p = 0,12). Die Begrenzung der Box
sind das 25. und 75. Perzentil, der Strich innerhalb der Box der Median und der waagerechte Balken,
der die einzelnen Datenpunkte umschlie3t, der Mittelwert.

Am embryonalen Tag 18 wurden die Neurone in der unteren und oberen Schicht des Kortex auf
eine Spannung von -60 mV geklemmt. Jedes untersuchte Neuron wurde iiber einen Zeitraum von
mindestens einer Minute auf dieser Spannung gehalten. In den untersuchten Neuronen wurde kein
postsynaptischer Strom gemessen (siehe Abbildung 17A).

Am Tag 5 nach der Geburt wurden die postsynaptischen Strome (PSCs) bei einer Spannung von

-70 mV aufgenommen und post-hoc ausgewertet. Dabei wurde keine Unterscheidung zwischen ex-
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zitatorischen und inhibitorischen Strémen vorgenommen. Auf Grund der benutzten Losung wurden
eher exzitatorische als inhibitorische Strome gemessen, obwohl GABA zu diesem Zeitpunkt noch er-
regend ist (Tyzio et al., 2006). In der Mehrzahl der nativen Neurone der Schicht V wurden postsynap-
tische Strome gemessen (9 von 12). Auch in der Mehrzahl der LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neu-
rone (7 aus 9) wurden postsynaptische Strome gemessen (siche Abbildung 17B). Die LPP1/1a-shRNA
exprimierenden Neurone hatten im Mittel 36,1 & 31,5 Events-min~! und damit weniger Einginge als
die nativen Neurone der Schicht V mit 55,9 + 28,1 Events-min~!. Eine Uberpriifung auf Signifikanz
ergab, dass die beiden Gruppen sich nicht unterschieden (Mann-Whitney-U-Test p = 0,12; Abbildung
170).

In den untersuchten Neuronen am Tag PS wurden, unabhéingig vom LPP1/1a-Level, spontane syn-
aptische Strome gemessen. Es gab keine Unterschiede in der Hiufigkeit der PSCs zwischen LPP1/1a-
shRNA exprimierenden Neuronen und Neuronen der Kontrolle. Daher konnte davon ausgegangen
werden, dass die ortsfremden LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neurone sich in der Umgebung so-

weit integriert hatten, dass sich synaptische Verbindungen herausbilden konnten.

5.1.5 Zusammenfassung Abschnitt 5.1

Neurone, die induziert durch verringerte LPP1/1a-Level in der kortikalen Entwicklung langsamer
migrierten als entsprechende Kontrollen, zeigten eine Verzégerung in der Entwicklung ihrer intrin-
sischen Strome. LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone, die am embryonalen Tag 18 in tieferen
Lagen der sich entwickelnden kortikalen Platte anzutreffen waren, hatten eine geringere Dichte an
einwirtsgerichteten Leitfahigkeiten. Hingegen waren auswirtsgerichtete Strome in ihrer Leitfahig-
keitsdichte mit nativen Neuronen vergleichbar. Am Tag 5 nach der Geburt hatten sich die LPP1/1a-
shRNA exprimierenden Neurone, die sich nun in Schicht V befanden, an ihre Umgebung angepasst
und waren von den Kontrollen nicht mehr anhand ihrer intrinsischen einwirts- und auswirtsgerich-
teten Strome zu unterscheiden. Die Mehrzahl der gemessenen Neurone beider Gruppen hatten syn-
aptische Kontakte ausgebildet, was durch die Anwesenheit von spontanen postsynaptischen Stromen
gezeigt wurde. Der einzige Unterschied, der am postnatalen Tag 5 festgestellt werden konnte, war
eine depolarisiertere Aktionspotenzialschwelle in LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen. Da-
mit hatten LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone in 7 Tagen die Entwicklung ihrer intrinsischen

Strome nachgeholt.
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5.2 Einfluss von Lysophosphatidsidure auf die synaptische Transmission im akuten
Gehirnschnitt

5.2.1 Intrinsische Eigenschaften der untersuchten pyramidalen Neurone der CA1- Region

Die in den nachfolgenden Experimenten genauer untersuchten Neurone wurden zu Beginn der Ex-
perimente elektrophysiologisch charakterisiert, um auszuschliefen, dass es sich um unterschiedliche
Typen von Neuronen handelt. Neurone zwischen dem postnatalen Tag 21-30 wurden visuell als pyra-
midale Neurone (Lokalisation in der CA1 cell-layer, pyramidale Morphologie und Dendritenausrich-
tung) identifiziert und nach erfolgreicher Etablierung der whole-cell-Konfiguration wurden standardi-
sierte Protokolle im current- und voltage-clamp ausgefiihrt. Drei Membranparameter, die untersucht
wurden, waren der Eingangswiderstand (R;,;), das Ruhemembranpotenzial (V,,) und die Kapazitit
(Cp). Um die Qualitdt des Experiments zu iiberwachen, wurde zusitzlich der serielle Widerstand
(Rg) bestimmt. Anderungen des seriellen Widerstands im experimentellen Verlauf von mehr als 20
% oder von mehr als 20 MQ fiihrten zum Ausschluss des Experiments. Der Eingangswiderstand
ermoglichte eine Einschédtzung der Zellgrofle und der Anzahl um das Ruhemembranpotenzial akti-
vierenden Kanile. Die Kapazitit diente zur Abschitzung der Zellgroe durch die kapazitive Aufla-
dung der Zellmembran und damit der geklemmten Fldche. Die Auswertung der untersuchten Neurone
wurde fiir die jeweiligen Stimme einzeln vorgenommen. Die Ergebnisse der beiden Wildtypstimme
C57B1/6 und BALB/c sowie der Knock-out-Stimme LPA,-KO und PRG1-KO sind in der Tabelle 7
dargestellt. In den nachfolgenden Ergebnissen wird genauer auf die Parameter von den drei Maus-
stimmen BALB/c, LPA;-KO und PRG1-KO eingegangen. Die Auswertung ergab, dass die Neurone

der einzelnen Mausstdmme sich nicht anhand ihrer allgemeinen Zellparameter unterschieden.

Pyramidale Neurone CA1

Parameter C57Bl/6 BALB/c LPA; KO PRG1 KO )2
(n=10) n=9) (n=10) (n=9)

R, [MQ] 170,2 £51,8 164,8 52,7 1973 +£69.4 1649 +52,7 0,57
Vi [mV] -65,8 +£2,8 -65,7£2,0  -653 £ 3,7 -66,2+25 0,93
Cnm [PF] 105,1 £294 1093 +48,6 91,2+£342 84,1+11,5 0,35
Rs [MQ] 10,7 £ 3,0 11,5+33 13,3 +£3,5 9,5+£25 0,06

Tabelle 7: Intrinsische Eigenschaften von pyramidalen CA1-Neuronen (P21-P30).
Zum Vergleich der Gruppen untereinander wurde eine ANOVA durchgefiihrt. Der Fehler gibt die
Standardabweichung an.

Des Weiteren wurde fiir die Dauer von 1 Sekunde Strom in die Neurone injiziert (siehe inset
in Abbildung 18) und die Spannungsantworten der Neurone aufgezeichnet. Typische Spannungs-
antworten von C57B1/6-, BALB/c-, LPA,-KO- und PRG1-KO-Neuronen sind in Abbildung 18 dar-
gestellt. Nach Injektion eines stark negativen Stroms zeigten alle Neurone einen sag . Dieser sag
ist ein Hinweis auf die Anwesenheit von einem hyperpolarisationsaktivierten Strom (/py,), da diese

Spannungsidnderung die Aktivierung von /Iy, reflektiert (Poolos et al., 2006). Suprathreshold-Strom-
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injektionen fiihrten zur Generierung von Aktionspotenzialen. Eine Adaptation der Aktionspotenzia-
le, sichtbar als VergroBerung des Inter-spike-Intervalls, konnte in den Neuronen beobachtet werden
(siehe Abbildung 18A, B und C). Es wurde keine genauere Auswertung des Inter-spike-Intervalls
vorgenommen.

Die Neurone in den experimentell benutzten Mausstimmen unterschieden sich nicht hinsichtlich
ihrer intrinsischen neuronalen Eigenschaften und es konnten auch keine Unterschiede in der Span-
nungsantwort nach Strominjektion beobachtet werden. Daher wurde angenommen, dass die unter-
suchten Gruppen homogen hinsichtlich ihrer neuronalen Identitdt waren und dass der Mausstamm

keinen Einfluss auf die intrinsischen neuronalen Eigenschaften hatte.

A B E

Wildtyp C57BI/6 Wildtyp BALB/c

<
g a8
—
C D
LPA, KO PRG1 KO
P~
v g

Abbildung 18: Elektrophysiologische und morphologische Charakterisierung von pyramidalen
CA1-Neuronen

A. Spannungsantworten eines CA1 pyramidalen Neurons (Wildtyp; Stamm: C57Bl/6), die im current-
clamp aufgenommen wurden. Nach iiberschwelliger Strominjektion generierte das Neuron repetitive
Aktionspotenziale. Eine Strominjektion von -120 pA fiihrte zur Ausbildung von einem Sag.

B. Reprisentative Aufnahme eines pyramidalen CA1 Neurons eines anderen Mausstamms (BALB/c)
dhnelte in seinen Charakteristika (Aktionspotenziale und Sag) dem Neuron in A.

C und D. Spannungsantwort eines CA1 pyramidalen Neurons aus einer (C) LPA,-KO- (Hintergrund:
BALB/c) und (D) PRG1-KO-Maus (Hintergrund C57Bl/6) dhnelten den Neuronen der Wildtypen.
Fiir alle Neurone wurde das gezeigte Protokoll (siehe insef) verwendet. Die Dauer der Strominjektion
betrug eine Sekunde und es wurde Strom in Schritten von 60 pA, 20 pA, -20 pA und-120 pA injiziert.
E. Biocytin gefiilltes und post-experimentell fixiertes und anschlieend gefarbtes CAl-Neuron. Zur
kontrastreicheren Darstellung wurde das Bild in ein Graustufenbild umgewandelt und invertiert. SO
- Stratum oriens; PZS - Pyramidale-Zell-Schicht; SR- Stratum radiatum; SLM - Stratum lacunosum
moleculare. GroBenbalken 20 um.
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Abbildung 19: 10 uM LPA erhoht die mEPSC-Frequenz in CA1-Neuronen.
A. Stromaufzeichnungen eines pyramidalen Neurons bei einem Haltepotenzial von -70 mV vor (links)
und nach (rechts) der Applikation von 10 uM LPA. mEPSCs sind erkennbar als einwirtsgerichteter
Strom.
B. Zeitverlauf des mEPSCs-Verhiltnisses (LPA/Kontrolle) eines Neurons. Nach der Zugabe von 10
uM LPA stieg die mEPSC-Frequenz iiber mehrere Minuten an.
C. links: Die gemittelte mEPSC-Amplitude wihrend der Kontrolle und nach Zugabe von 10 uM LPA.
Rechts: Kumulative Darstellung der mEPSC Amplituden vor und nach der Kontrolle von LPA.

5.2.2 LPA Applikation fiihrte zu einem Anstieg von mEPSCs

Eine bekannte Wirkung von LPA in Neuronen ist unter anderem eine Erhohung des intrazelluldren
Calciumspiegels (Holtsberg et al., 1997). Da eine lokale Erhohung des Calciumspiegels in Synapsen
zu einer Ausschiittung von synaptischen Vesikeln fiihrt, wurde im Labor in Feldpotenzialversuchen
(siehe Abbildung 5) die synaptische Transmission an hippocampalen pyramidalen Neuronen der CA1
im akuten Gehirnschnitt (in situ) untersucht. Es wurde nach LPA-Applikation eine Vergroferung der
Feldpotenziale nach Stimulation der Schaffer-Kollateralen und damit der Erregung gemessen. Dieses
Ergebnis war der Ausgangspunkt fiir die hier dargestellten Experimente, um den Einfluss von LPA
auf Einzelzellbasis an hippocampalen Neuronen zu untersuchen. Im folgenden Abschnitt werden die
erzielten Ergebnisse dieser Experimente im akuten Gehirnschnitt hinsichtlich einer Beeinflussung
durch LPA dargestellt. Zur Lokalisierung des Effekts wurden zuerst Untersuchungen zur exzitatori-
schen und inhibitorischen spontanen synaptischen Transmission in unterschiedlichen Experimenten
untersucht.

Nach Etablierung der whole-cell-Konfiguration der patch-clamp-Methode und der durchgefiihrten
Charakterisierung (siehe 5.2.1) wurde von pyramidalen Neuronen der CA1-Region des Hippocampus
(Alter P21 bis P30) eine pharmakologische Isolierung der spontanen exzitatorischen postsynapti-
schen Strome (mEPSCs) durchgefiihrt (siehe Abbildung 19A, Kontrolle). Uber einen Zeitraum von
mehreren Minuten wurden bei einer Spannung von -70 mV die mEPSCs kontinuierlich aufgenom-
men. Wenn unter Kontrollbedingungen eine stabile Baseline beobachtet wurde, d.h. die Frequenz der
mEPSCs blieb stabil, erfolgte eine Applikation von 10 pM LPA mit der ACSF. Die Neurone wurden
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weiter kontinuierlich auf eine Spannung von -70 mV geklemmt und die mEPSCs wurden durchge-
hend aufgenommen (siehe Abbildung 19A rechts). Ein beispielhafter experimenteller Zeitverlauf ist
in Abbildung 19B dargestellt (gefiillte Kreise »). Die Applikation von 10 uM LPA fiihrte in den unter-
suchten Neuronen zu einer Erhéhung der mEPSC-Frequenz von 0,98 4 0,20 Hz auf 1,86 4 0,32 Hz.
Dies entsprach einer Erhohung des Verhiltnisses der mEPSC-Frequenz in Bezug auf die Kontrolle
von 2,00 = 0,11 (n = 10; p < 0.01, gepaarter t-Test).

Fiir die Neurone des Stammes C57Bl/6 wurde von den 10 gemessenen Neuronen von allen
mEPSC-Amplituden der Mittelwert vor und nach der Zugabe von LPA berechnet. Dies waren fiir
die Kontrolle 12,8 + 1,7 pA und nach LPA-Applikation 13,6 £ 1,5 pA (siehe Abbildung 19C links).
Die Amplituden jedes einzelnen mEPSCs wurden zusétzlich kumulativ dargestellt und zeigten keine
Verdnderung (Abbildung 19C rechts).

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dass eine extrazellulére Applikation von LPA zu einer
Steigerung der mEPSC-Frequenz in CA1-Neuronen fiihrte. Diese Anderung entwickelte sich iiber

einen Zeitraum von wenigen Minuten.

5.2.3 Einfluss von LPA auf die spontane inhibitorische synaptische Transmission

In den bisherigen Ergebnissen wurde eine Erhohung der Frequenz der exzitatorischen synaptischen
Strome nach extrazelluldrer LPA-Applikation dargestellt. Pyramidale Neurone der CA1-Region des
Hippocampus erhalten neben dem exzitatorischen Input auch inhibitorischen Input. Da zu Beginn
dieser Experimente nicht bekannt war, wie LPA wirkt, wurde auch die inhibtorische synaptische
Transmission untersucht. Es besteht die Moglichkeit, dass ein Anstieg der Erregbarkeit durch eine
indirekte Verringerung der Inhibition stattfindet, daher wurde untersucht, ob die extrazelluldre LPA-
Applikation die inhibitorische synaptische Transmission moduliert. Um diese Frage zu kldren, wurden
hierzu Experimente in einem unabhingigen experimentellen Set durchgefiihrt. Es wurden inhibitori-
sche Strome pharmakologisch isoliert (siehe Abbildung 10B). Inhibitorische postsynaptische Strome
(IPSCs) entstehen nach Chloridinflux durch GABA s-Rezeptoren. Durch eine Anderung des Umkehr-
potenzials von Chlorid auf circa -70 mV konnten IPSCs um das Ruhemembranpotenzial des Neu-
rons aufgenommen werden. Durch einen Block von spannungsabhédngigen Natriumkanélen wurden
nur spontane (miniatur) inhibitorische Strome (mIPSCs) aufgezeichnet. In Abbildung 20A sind re-
prasentative Traces vor und nach der Applikation von 10 uM LPA dargestellt. Von dem gleichen Neu-
ron wie in Abbildung 20A ist in Abbildung 20B der experimentelle Zeitverlauf abgebildet. Die Dauer
der Applikation von LPA ist mit einem schwarzen Balken indiziert. Fiir alle untersuchten Neurone
zeigte eine Analyse der mIPSC-Frequenz , dass nach Applikation von LPA keine Verdnderung der
mIPSC-Frequenz zu beobachten war. In der Kontrolle betrug die Frequenz 8,42 + 3,39 Hz und nach
10 uM LPA 8,58 &£ 3,46 Hz. Fiir jedes Neuron (n = 7) erfolgte die Berechnung eines Verhiltnisses,
welches sich nicht verinderte (LPA/ Kontrolle: 1,02 £ 0,11; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p =
0,87; siehe Abbildung 20C).

Wie bei den vorherigen mEPSC-Experimenten wurde ein Vergleich der Amplituden aller detek-
tierten mIPSCs durchgefiihrt, denn eine Verdnderung der Amplituden von postsynaptischen Stromen

kann einen Hinweis auf die Lokalisation der Modulation geben. Die mIPSC-Amplitude betrug in der
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Abbildung 20: mIPSCs in CA1-Neuronen wurden nicht durch 10 uM LPA moduliert.
A. Pharmakologisch isolierte mIPSCs eines CA1-Neurons (Wildtyp) vor und nach der Zugabe von
10 uM LPA. Wihrend des Experiments wurde das Neuron bei einer Spannung von -70 mV gehalten.
B. Zeitverlauf der mIPSC-Frequenz des Neurons aus A dargestellt als Frequenzverhiltnis. Die Appli-
kation von 10 uM LPA (ab Zeitpunkt 0) verdnderte nicht die Frequenz der mIPSCs.
C. Die Darstellung der Ergebnisse fiir alle untersuchten Neurone (n = 7) als Boxplot zeigte, dass
keine Verinderung der mIPSC-Frequenz im Verhiltnis zur Kontrolle zu beobachten war (Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, p = 0,86).
D. Die durchschnittliche Amplitude der mIPSCs vor und nach der Applikation von LPA war nicht
verdndert (n = 7; p = 0,13, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).
E. Kumulative Darstellung der mIPSC-Amplituden vor und nach der Applikation von LPA zeigte
keine Verdnderung.

Kontrolle 36,2 + 5,8 pA und nach LPA-Applikation 33,9 + 4,3 pA. Es gab keinen Unterschied zwi-
schen den gemessenen Neuronen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0,13; n = 7; siehe auch Abbil-
dung 20D). Eine kumulative Darstellung der mIPSCs-Amplituden zeigte eine starke Uberschneidung
zwischen den Neuronen wihrend der Kontrolle und nach der Applikation von LPA (siehe Abbildung
20E).

Eine Modulation der inhibitorischen synaptischen Transmission durch LPA wurde in CA1-Neu-
ronen nicht nachgewiesen, was bedeutet, dass die Modulation durch LPA auf die exzitatorische syn-
aptische Transmission beschrinkt war. Aus diesem Grund beschrénkten sich alle nachfolgenden Ex-

perimente auf eine Untersuchung der exzitatorischen synaptischen Transmission.

5.24 LPA;-Rezeptor vermittelte LPA-Wirkung

Lysophosphatidsédure vermittelte Wirkmechanismen wurden hauptsédchlich nach Aktivierung von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren beobachtet und sind oft mit Calciumerhhungen verbunden (siche

3.1.2). Es wurde gezeigt, dass der LPA,-Rezeptor vermehrt in ausdifferenzierten Neuronen exprimiert
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wurde, hingegen andere LPA-Rezeptoren in Neuronen schwicher exprimiert wurden (Kieselmann,
2010). AuBerdem wurde eine priasynaptische Lokalisation des LPA,-Rezeptors nachgewiesen (Trim-
buch et al., 2009). Die zentrale Rolle wihrend der synaptischen Transmission (Siidhof, 2004) und die
prasynaptische Lokalisation des LPA;-Rezeptors dienten als Hinweis darauf, dass der LPA;-Rezeptor
eine funktionelle Rolle in Neuronen spielen kann. In der Folge wurde analog zu den Experimenten im
Wildtyp die exzitatorische synaptische Transmission in Neuronen der CA1-Region des Hippocampus
von LPA;-knock-out-Méausen vor und nach der Applikation von LPA untersucht.
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Die Isolation der mEPSCs erfolgte pharmakologisch (siehe 4.14.4 und Abbildung 10) und wur-
de in Abbildung 21A vor und nach der Applikation von 10 uM LPA dargestellt. Die Anzahl der
mEPSCs wurde analysiert und ein typischer Zeitverlauf (offene Kreise o) der mEPSC-Frequenz ist
als Verhiltnis zur Kontrolle (Mittelwert der letzten 4 Minuten) in Abbildung 21B dargestellt. In
dieser Abbildung ist die Dauer der LPA-Applikation mit einen schwarzen Balken gekennzeichnet
und es ldsst sich erkennen, dass die Frequenz der mEPSCs sich nicht wihrend der Dauer der LPA-
Applikation verdnderte. Fiir alle gemessenen LPA,-knock-out-Neurone erfolgte ein Vergleich der
mEPSC-Frequenz der Kontrolle (0,67 + 0,49 Hz) mit der mEPSC-Frequenz der letzten vier gemesse-
nen Minuten der LPA-Applikation (0,64 + 0,51Hz; n = 6). Daraus wurde ein Frequenzverhiltnis von
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0,96 £+ 0,23 berechnet (10 uM LPA/Baseline der Kontrolle) und die statistische Analyse ergab, dass
die LPA-Applikation zu keiner Anderung der mEPSC-Frequenz fiihrte (Mann-Whitney-U-Test, p =
0,75). Ein Vergleich mit dem Frequenzverhéltnis von Neuronen des Wildtyps zeigte einen signifikan-
ten Unterschied der beiden Gruppen an (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,001). Dieses Ergebnis zeigte
eine Funktion des LPA,-Rezeptors in der durch LPA ausgelosten mEPSC-Reduktion.

Wie fiir den Wildtyp wurden von den gemessenen LPA,-knock-out-Neuronen (n = 6) die durch-
schnittliche Amplitude aller mEPSCs berechnet. Diese war fiir die Kontrolle 11,7 + 0,5 pA und nach
dem Einwaschen von LPA 11,8 & 1,1 pA (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p = 0,75).

Im Gegensatz zu pyramidalen Neuronen des Wildtyps fiihrte LPA in Neuronen, denen der LPA;-
Rezeptor fehlte (LPA,-KO), nicht zu einer Steigerung der mEPSC-Frequenz. Der LPA;-Rezeptor
wurde fiir die LPA induzierte Steigerung von mEPSCs bendtigt.

Der Hintergrundstamm von den LPA, knock-out-Méusen war BALB/c, ein anderer Inzuchtstamm
als der Wildtypstamm C57B1/6, mit dem die ersten Experimente im Abschnitt 5.2.2 durchgefiihrt wur-
den. Da beide Stamme Inzuchtstimme waren, hat sich liber die Zeit ein genetischer Unterschied zwi-
schen den beiden Stimmen herausgebildet. Um auszuschlieen, dass die nicht vorhandene Steigerung
der mEPSCs-Frequenz in LPAj-knock-out-Neuronen an dem unterschiedlichen Hintergrundstamm
lag, wurden zusitzliche Kontrollexperimente mit BALB/c Miusen durchgefiihrt. Diese Gruppe setzte
sich sowohl aus littermates von LPA,-knock-out-Méusen als auch aus normalen BALB/c Wildty-

pen zusammen. Diese Experimente wurden analog zu den Experimenten an Neuronen der Wildtypen

durchgefiihrt.
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Nach der pharmakologischen Isolierung von mEPSCs in BALB/c-Neuronen der CA1 (siehe Ab-
bildung 22A) wurde nach dem Erreichen einer stabilen Baseline 10 uM LPA eingewaschen (siehe Ab-
bildung 22A unten). Diese Experimente wurden analog zu den Experimenten in Wildtyp (C57Bl/6)
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und LPA,; KO-Maiusen durchgefiihrt und, wie in den Methoden beschrieben, ausgewertet. Die Appli-
kation von 10 uM LPA fiihrte zu einer Steigerung der mEPSC-Frequenz von 0,63 4+ 0,31 Hz in der
Kontrolle auf 1,31 £ 0,73 Hz nach der Applikation von LPA. Diese Steigerung der mEPSC-Frequenz
ergab ein Verhiltnis von 2,02 £+ 0,32 (LPA/Kontrolle). Dieser Anstieg der mEPSC-Frequenz nach
LPA-Gabe ist signifikant (n = 5, p = 0,04, Mann-Whitney-U-Test). Eine Analyse der Amplituden er-
gab eine mittlere Amplitude der mEPSCs von 14,35 £ 2,87 pA in der Kontrolle zu 15,04 £ 4,81 pA
nach LPA-Applikation (siehe Abbildung 22C und D).

Die Experimente mit Neuronen von BALB/c-Méusen zeigten, dass auch in diesem Stamm ein
Anstieg der mEPSC-Frequenz nach LPA-Applikation zu beobachten war. Dieses Ergebnis zeigte, dass

der beobachtete mEPSC-Frequenzanstieg unabhiingig vom untersuchten Hintergrundstamm war.

5.2.5 Einfluss von LPA auf pyramidale CA1 PRG1-KO-Neurone

Es wurde in einem Mausmodell gezeigt, dass der knock-out von plasticity-related gene 1 (PRG1) zu
einer Erhohung der Frequenz von glutamatergen postsynaptischen Stromen in CA-1 Neuronen fiihrte
(Trimbuch et al., 2009). PRG1 besitzt strukturelle Ahnlichkeiten zu Lipid-Phosphat-Phosphatasen
(LPP), die in der Lage sind LPA zu dephosphorylieren und damit zu inaktivieren (Brindley, 2004).
Aus den bekannten Befunden wurde die Hypothese aufgestellt, dass exzitatorische synaptische Neu-
rone durch PRG1 vor erhohten LPA-Konzentrationen geschiitzt werden (Trimbuch et al., 2009). Im
Umkehrschluss wurde vermutet, dass in den knock-out-Méusen eine erhohte Menge von LPA zu einer
erhohten Ausschiittung von Vesikeln aus der Prisynapse fiihren konnte. In diesen Experimenten wur-
de untersucht, ob die exzitatorische synaptische Transmission in hippocampalen CA1-Neuronen von
PRG1-knock-out-Miusen durch extrazelluldre Applikation von LPA weiter moduliert werden kann.
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse dieser Experimente dargestellt.

Zu Beginn der Untersuchung erfolgte eine Charakterisierung der Neurone im current-clamp, um
eventuelle Einfliisse des PRG1-knock-outs auf intrinsische Strome auszuschlieBen. Ein typisches Bei-
spiel einer Spannungsantwort auf Strominjektion eines pyramidalen CA1-Neurons ist in Abbildung
18E gezeigt. Aus den aufgezeichneten Spannungen wurde der Eingangswiderstand und das Ruhe-
membranpotenzial berechnet. Weiterhin wurde im voltage-clamp die Kapazitit der CA1-Neurone
bestimmt. Es wurde kein Unterschied der Membraneigenschaften zwischen den anderen in dieser Ar-
beit untersuchten Mausstimmen gefunden. Zur besseren Vergleichbarkeit und Darstellung sind diese
Daten mit den anderen allgemeinen Membraneigenschaften der weiteren Mausstimme in Tabelle 7
zusammengefasst.

Nachdem ich sichergestellt hatte, dass die intrinsischen Eigenschaften unverdndert waren, erfolg-
te eine pharmakologische Isolierung von mEPSCs. Wie in den vorherigen Experimenten wurde nach
dem Erreichen einer stabilen Baseline (siehe Abbildung 23B) 10 uM LPA eingewaschen. In Abbil-
dung 23A sind Strome eines Neurons, die bei einer Spannung von -70 mV aufgenommen wurden,
vor und nach der Applikation von 10 pM LPA abgebildet. Die beschriebene Erhéhung der mEPSC-
Frequenz in nativen PRG1-knock-out-Neuronen (Trimbuch et al., 2009) konnte bestitigt werden. Die
Auswertung zeigte, dass im Vergleich zu den Experimenten im Wildtyp die mEPSC-Frequenz der

Kontrollmessungen erhoht war (n = 7 respektive n = 10, Mann-Whitney-U-Test, p = 0,04).
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Abbildung 23: Extrazellular appliziertes LPA erhohte mEPSCs in hippocampalen PRG1-KO-
Neuronen

A. Pharmakologisch isolierte mEPSCs eines PRG1-KO-Neurons vor (oben) und nach (unten) der Ap-
plikation von 10 uM LPA. Die Zugabe von LPA fiihrte zu einer Erh6hung der mEPSCs.

B. Experimenteller Zeitverlauf der mEPSC-Frequenz dargestellt im Verhiltnis zur Kontrolle. Die Zu-
gabe von 10 uM LPA (siehe Balken) erhohte nach einer kurzen Verzégerung die mEPSC-Frequenz.
C. Zusammenfassung der mEPSC-Frequenz als Frequenzverhiltnis (LPA/Kontrolle) fiir alle durch-
gefiihrten Experimente wie in A und B (n = 7). Die mEPSC-Frequenz erhohte sich nach LPA-
Applikation(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p = 0,018).

D. Die mittlere mEPSC-Amplitude von allen ausgewerteten mEPSCs verdnderte sich nicht nach der
Applikation von LPA.

E. Kumulative Darstellung der mEPSC-Amplituden vor und nach der Applikation von LPA.

Von den LPA-Applikationsexperimenten wurden nach der Auswertung der mEPSC-Frequenz
Zeitverldufe iiber die Dauer des Versuchs erstellt. Ein repridsentatives Beispiel ist in Abbildung 23B
dargestellt. Im dargestellten experimentellen Zeitverlauf der mEPSCs (dargestellt als Verhéltnis zur
Kontrolle) wurde die Dauer der LPA-Applikation mit einem schwarzen Strich markiert. Mit andau-
ernder Anwesenheit von LPA wurde ein Frequenzanstieg der mEPSCs beobachtet. In allen gemes-
senen PRG-1knock-out-Neuronen wurde ein Anstieg der mEPSC-Frequenz nach LPA-Applikation
(2,17 £ 0,61 Hz) im Vergleich zur Kontrolle (1,64 + 0,53 Hz) gemessen. Dies ergab fiir n = 7
Neurone ein Verhiltnis von 1,36 + 0,20 (LPA/Kontrolle). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 23C

als Boxplot mit den einzelnen experimentellen Werten dargestellt. Dabei zeigt die Linie in der Box
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den Median und der horizontale Strich, der die Datenpunkte und die Box einbezieht, den arithme-
tischen Mittelwert an. Eine Frequenzerh6hung von mEPSCs wird normalerweise mit einer erhdhten
Ausschiittungswahrscheinlichkeit von Vesikeln in der Prasynapse in Verbindung gebracht. Um zu
untersuchen, ob es sich um eine priasynaptische Veridnderung handelte, wurden die Amplituden aller
detektierten mEPSCs analysiert. Diese Analyse ergab einen Mittelwert von 14,2 + 1,9 pA in der Kon-
trolle und von 13,8 + 2,6 pA nach der Applikation von 10 uM LPA. Die Amplituden unterschieden
sich nicht zwischen den beiden experimentellen Zustédnden (n = 7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
p =0,24; siehe Abbildung 23D). Weiterhin wurden die Amplituden kumulativ dargestellt, um eventu-
elle Verschiebungen zu grofleren oder kleineren Amplituden zu untersuchen. In Abbildung 23E wurde
diese Darstellung gewihlt und es war kein Unterschied zu erkennen.

Eine Untersuchung der allgemeinen Membranparameter von PRG-1-KO-Neuronen zeigte keine
Verinderung zu den anderen untersuchten Mausstdmmen (siehe 5.2.1). In den durchgefiihrten LPA-
Applikationsexperimenten konnte ich zeigen, dass die mEPSC-Frequenz in PRG1-KO-Neuronen
nach extrazellulidrer LPA-Applikation anstieg. Im Gegensatz zu den gemessenen Neuronen der Wild-

typen (C57Bl/6 oder BALB/c), war die Erhohung der mEPSC-Frequenz jedoch geringer ausgeprigt.

5.2.6 Zusammenfassung vom Abschnitt 5.2

Es konnte an Neuronen im akuten Gehirnschnitt gezeigt werden, dass extrazelluldr appliziertes LPA
einen Einfluss auf die exzitatorische synaptische Transmission hatte. Im Einzelnen zeigte ich, dass
LPA-Applikation eine Erh6hung der mEPSCs-Frequenz in CA1-Neuronen induzierte. In den Wildtyp-
Mausstaimmen C57Bl/6 sowie BALB/c wurde die mEPSC-Frequenz durch LPA um ungefihr das
Doppelte erhoht. Im Gegensatz dazu war in CA1-Neuronen von Méusen, denen der LPA;-Rezeptor
durch knock-out fehlte, keine Steigerung der mEPSC-Frequenz nach LPA-Applikation méglich. In
Neuronen von PRG1-knock-out-Méausen fiihrte die Applikation von LPA nur in einem geringeren
MafBe zu einer mEPSC-Frequenzerhohung verglichen zum Wildtyp. Im starken Gegensatz dazu stand
die inhibitorische synaptische Transmission, die nicht durch LPA-Applikation moduliert wurde. Iso-
lierte mIPSCs zeigten keine Verdnderung nach LPA. Alle allgemeinen Membranparameter, die in den
Neuronen der 4 Mausstimmen untersucht wurden, unterschieden sich nicht. Die hier vorgestellten

Daten wurden in Trimbuch et al. (2009) publiziert.



5 ERGEBNISSE 55

5.3 Einfluss von Lysophosphatidsiure auf die synaptische Transmission in der primaé-
ren neuronalen Zellkultur

Eine Lokalisation des LPA-Einflusses auf die synaptische Transmission sollte durch eine Vereinfa-
chung des Modellsystems, in diesem Fall primére neuronale Zellkultur, genauer untersucht werden.
In der gewéhlten primiren neuronalen Zellkultur wurden Neurone ohne die im Gehirn vorkommen-
den Gliazellen bzw. mit einer stark verringerten Anzahl an Gliazellen kultiviert. In dieser Arbeit
sollte dieser experimentelle Ansatz dazu dienen zwischen einem rein neuronalen und einem astro-
zytir/neuronal vermittelten Effekt zu unterscheiden. Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser Unter-

suchungen an Neuronen in der priméren Zellkultur dargestellt.

5.3.1 Elektropyhsiologische Charakterisierung von primér kultivierten hippocampalen Neu-
ronen

Primir kultivierte Neurone wurden aus Mauseembryos entnommen, daher befanden sich die Neurone
zum Préparationszeitpunkt noch in der Entwicklungs- und Wachstumsphase. Die ersten Tage in vitro
entwickeln sich intrinsische Strome und die Synatpogenese setzt erst zu einem spiteren Zeitpunkt
ein. Die ersten exzitatorischen Synapsen treten nach 7 Tagen in Kultur auf und ausgereifte Synapsen
werden nach 10 Tagen in Kultur beobachtet (Grabrucker et al., 2009). Aus diesem Grund wurden
fiir die Experimente Neurone benutzt, die mindestens 10 Tage in Kultur waren. Beispielhaft ist ein
kultiviertes Neuron, das durch den DIC visualisiert wurde, in Abbildung 24 dargestellt. Am rechten
Bildrand ist die patch-clamp-Pipette zu erkennen, die im Kontakt mit dem Neuron steht. Eine Analyse
der intrinsischen Membraneigenschaften der Neurone wurde durchgefiihrt, um einen Vergleich mit
anderen Studien zu ermdglichen und Parameter zu erhalten, die etwas iiber die zelluldre Verfassung
der Neurone aussagen kdnnen.

In der Analyse wurden die neuronalen Parameter Eingangswiderstand, Ruhemembranpotenzial
und Kapazitit sowie der technische Parameter serieller Widerstand bestimmt. Das, wie in den Metho-
den beschriebene, bestimmte Ruhemembranpotenzial im current-clamp betrug -61,5 £ 6,2 mV, der
berechnete Eingangswiderstand im voltage-clamp war 320,6 + 176,9 MQ und die Kapazitit 62,0 4
12,9 pE. Der Mittelwert des seriellen Widerstands zu Beginn eines Experiments betrug 12,4 £ 2,6
MQ. In den Experimenten wurde keine Kompensation des seriellen Widerstands vorgenommen, eine
Kontrolle erfolgte dennoch in regelméBigen Intervallen, um Verdnderungen auszuschlieBen. In Ab-
bildung 24B sind diese Parameter in Boxplots dargestellt. Aus folgenden Griinden befinden sich in
dieser Auswertung ein andere Anzahl Neurone als in den spiter beschriebenen Experimenten zur Lo-
kalisation der LPA-Modulierung: Erstens, nicht mit allen dargestellten Neuronen konnten langfristi-
ge Ableitungen durchgefiihrt werden und zweitens, nur Neurone, von denen Kontrollaufzeichnungen
mit der intrazelluldren Losung 1 sowie der normalen extrazelluldren Kulturldsung fiir Neurone durch-
gefiihrt wurden, wurden in diese Auswertung einbezogen. Im Anschluss an die elektrophysiologische

Charakterisierung wurden Experimente vor und nach der Applikation von LPA durchgefiihrt.
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Abbildung 24: Membraneigenschaften von primir kultivierten hippocampalen Neuronen
A. Ein kultiviertes Neuron mit einer Ableitungspipette aufgenommen im Differential-Interferenz-
Kontrast.
B. Eingangswiderstand (Rj,; n = 21), Kapazitit (n = 21), Ruhemembranpotenzial (V,; n = 19) und
serieller Widerstand (Rgs; n = 21) von primir kultivierten Neuronen sind in Boxplots dargestellt. Die
Boxen zeigen das 25. und 75. Perzentil an, der waagerechte Strich innerhalb der Box den Median und
der waagerechten Strich, der die Box und die Datenpunkte einschlief3t, den Mittelwert.

5.3.2 Verifizierung des LPA vermittelten Effekts

In Neuronen im akuten Gehirnschnitt konnte gezeigt werden, dass LPA selektiv zu einer Erhohung der
spontanen exzitatorischen synaptischen Transmission fiihrt. Die spontane inhibitorische synaptische
Transmission wurden hingegen nicht durch LPA modifiziert. Um dieses Ergebnis auch in der neuro-
nalen Zellkultur zu verifizieren, wurden in zwei unterschiedlichen Versuchsansitzen sowohl mIPSCs
als auch mEPSCs vor und nach der Applikation von LPA untersucht. Der Vernetzungsgrad von Neu-
ronen in der priméren neuronalen Zellkultur unterliegt Fluktuationen. So sind Neurone, die sich in
Randpositionen befinden, mit weniger Neuronen verbunden, als zentral gelegene Neurone. Elektro-
physiologisch war es moglich, dies grob an der Frequenz der postsynaptischen Strome abzuschétzen,
jedoch war dies nicht in allen Fillen ein verldssliches Maf}. Auflerdem bestand die Méglichkeit, dass
von Priparation zu Préparation die Dichte der Zellkultur differierte, wodurch eine zusitzliche Varia-
ble eingebracht wurde.

Die Herausbildung von GABA vermittelter Inhibition tritt in kultivierten hippocampalen Neuro-
nen erst nach 7-9 Tagen in Kultur auf (Ganguly et al., 2001; Soriano et al., 2008). Die Experimente
wurden aus diesem Grund nur mit Neuronen durchgefiihrt, die mindestens 9 Tage in Kultur waren.
Die Messung von mIPSCs erfolgte nach pharmakologischer Isolation bei einem Haltepotenzial von
-70 mV durch Anderung des Chloridumkehrpotenzials (sieche Methoden 4.14.4 und Abbildung 10).
Uber eine Dauer von mehreren Minuten wurden in der Kontrolllosung mIPSCs in der Anwesenheit
von TTX, CNQX und Magnesium aufgezeichnet, bevor 10 uM LPA mit der Badlésung eingewa-
schen wurden. Es erfolgte eine kontinuierliche Aufzeichnung von mIPSCs (siehe Abbildung 25A),
um einen Zeitverlauf des Einwaschens von LPA zu erhalten (siehe Abbildung 25D fiir einen experi-
mentellen Zeitverlauf). Fiir jedes gemessene Neuron erfolgte der Vergleich der mIPSCs zur internen
Kontrolle vor LPA-Applikation. Die offline-Auswertung ergab, dass 10 uM LPA keine Anderung der
mIPSC-Frequenz induzierten (siche Abbildung 25 B). Das Verhiltnis der mIPSCs vor und nach der
Applikation von LPA betrug 0,99 £ 0,11 (n = 4). In der Abbildung 25B sind 10 Experimente dar-
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gestellt, da die restlichen Zellen von einem anderen Experimentator gemessen wurden. Das Ergebnis
meiner Messungen wurde jedoch durch die erhohte Anzahl von Messungen unterstiitzt. In der Ana-
lyse wurde auch die Grofle der mIPSCs-Amplitude und ein eventueller Einfluss von LPA analysiert.
Sowohl die kumulative Wahrscheinlichkeit der Amplituden als auch die mittlere Amplitude (Kontrol-
le: 28,37 + 5,59 pA; LPA: 28,04 £ 5,74 pA) unterschieden sich nicht voneinander (p = 0,72; siehe
Abbildung 25C).
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Abbildung 25: Wirkung von LPA auf pharmakologisch isolierte mIPSCs in der neuronalen Zell-
kultur

A. mIPSCs konnten durch equimolare intra- und extrazelluldre Chloridkonzentrationen bei einer
Spannung von -70 mV gemessen werden und wurden pharamakologisch durch die Applikation von
TTX und CNQX isoliert. Dargestellt ist eine Beispielaufnahme eines Neurons vor (oben) und nach
(unten) der Applikation von 10 uM LPA.

B. Die Applikation von LPA &dnderte nicht die Frequenz im Vergleich zur Kontrolle. 4 Zellen wurden

im Rahmen dieser Arbeit gemessen.

C. Links: Die Amplituden der mIPSCs dargestellt als kumulativer Plot. Rechts: Die mittlere Ampli-
tude der mIPSCs vor und nach der Applikation von LPA unterscheidet sich nicht (n = 10).

D. Zeitverlauf eines typischen Experiments, der die mIPSCs-Events min~! zeigt. Die Dauer der LPA-
Applikation ist mit einem schwarzen Balken markiert. Eine Verdnderung der mIPSC-Frequenz wurde
nicht beobachtet.

In primér kultivierten Neuronen wurde keine Verdnderung der Frequenz oder Amplituden der
mIPSCs nach LPA-Applikation gemessen. Dieses Ergebnis ist analog zu den Befunden in akut préa-
parierten Gehirnschnitten.

In dieser Arbeit wurde im Gehirnschnitt gezeigt, dass LPA-Applikation die Frequenz von mEPSCs
in hippocampalen CA1-Neuronen erhoht. Ich stellte daher die Frage, ob auch in primir kultivierten

hippocampalen Neuronen LPA zu einer Erhohung der mEPSC Frequenz fiihrt. Dafiir wurden die
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mEPSCs pharmakologisch isoliert (TTX, Bicucullin und Magnesium, siehe auch Abbildung 10) und
nach einer Kontrollperiode von einigen Minuten wurde LPA mit der Badlosung appliziert. Die Ana-

lyse der mEPSCs erfolgte im Anschluss offline wie im Abschnitt 4.14.4 beschrieben.
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Abbildung 26: Wirkung von LPA auf mEPSCs in der priméiren neuronalen hippocampalen Kul-
tur

A. Typische Aufzeichnungen von pharmakologisch isolierten mEPSCs eines Neurons vor (oben) und
nach (unten) der Applikation von 10 uM LPA.

B. Zusammenfassung von 13 Experimenten, in denen das Frequenzverhiltnis als Boxplot dargestellt
ist. Der Mittelwert ist mit einem waagerechten Strich markiert, der sowohl Box als auch die individu-
ellen Datenpunkte einschlief3t.

C. Kumulativer Wahrscheinlichkeitsplot der Amplituden in Kontrollbedingungen (e) und nach Ap-
plikation von 10 uM LPA (o).

D. Die durchschnittliche Amplitude der mEPSCs vor und nach LPA-Applikation.

E. Ein experimenteller Zeitverlauf, in dem nach 6 Minuten Kontrollmessung 10 uM LPA mit der
Badldsung eingewaschen wurde. Mit LPA kam es zu einem Abfall der mEPSC-Frequenz und bereits
nach einigen Minuten erreichte die mEPSC-Frequenz ein Plateau.

Reprisentative Stromaufzeichnungen bei -70 mV zeigen das Vorkommen von mEPSCs in primér
kultivierten Neuronen. Im unteren Trace wurden Strome des gleichen Neurons nach dem Einwa-
schen von 10 uM LPA abgebildet (sieche Abbildung 26A). Im Vergleich zur Kontrolle wurden weniger
mEPSCs gemessen. Dieses Ergebnis liel sich in 13 Neuronen reproduzieren, von denen 6 innerhalb
der Promotion gemessen wurden. Im Vergleich zur Kontrolle wurde eine Verringerung des mEPSC-
Frequenzverhiltnisses von 0,61 £ 0,21 gemessen (siche Abbildung 26B). Diese Verringerung stand
im Gegensatz zu den Ergebnissen im akuten Gehirnschnitt. Daher stellte sich die Frage, ob es wihrend
des Experiments zu einer eventuellen kurzfristigen Steigerung der Frequenz kommt. Um dies ndher

zu untersuchen, wurden Experimentverldufe erstellt und ein Beispiel (gleiche Zelle wie in Abbildung



5 ERGEBNISSE 59

26A) ist in Abbildung 26D abgebildet. In diesem ist zu erkennen, dass die Frequenz innerhalb von
2-3 Minuten absank und auf diesem Niveau stabil blieb.

Um zwischen einer pra- oder postsynaptischen Modulation als Grund der mEPSC-Verringerung
zu unterscheiden, wurden die Amplituden der mEPSCs analysiert. Dafiir wurden die kumulativen
Wahrscheinlichkeiten der mEPSC-Amplituden dargestellt (siehe Abbildung 26C ) und die mittlere
Amplitude der mEPSCs vor und nach der Applikation von LPA berechnet (Abbildung 26D). Es wur-
de keine Verschiebung zu groeren oder kleineren mEPSCs beobachtet. Die mittlere Amplitude der
Kontrollen betrug 28,30 + 8,78 pA und nach LPA 26,6 + 9,17 pA und unterschied sich nicht vonein-
ander (n = 10, gepaarter t-Test, p = 0,23).

In den Experimenten, die in diesem Abschnitt beschrieben wurden, konnte gezeigt werden, dass
im Gegensatz zu Neuronen des akuten Gehirnschnitts, 10 uM LPA eine selektive Verringerung der
Frequenz von exzitatorischen mPSCs ohne eine Anderung der Amplituden hervorruft. Vergleichbar
mit Neuronen des Gehirnschnitts dnderten sich weder Frequenz noch Amplitude der inhibitorischen
mPSCs nach Applikation von LPA.

5.3.3 Lokalisierung des LPA vermittelten Effekts

In den vorhergehenden Experimenten wurde gezeigt, dass extrazellular appliziertes LPA selektiv
die spontane exzitatorische synaptische Transmission moduliert. Aus diesem Grund wurde in wei-
terfiihrenden Experimenten ausschlieBlich die exzitatorische synaptische Transmission untersucht.
Die gemessenen postsynaptischen Strome beruhen auf der Freisetzung von Glutamat aus Vesikeln
der Priasynapse und anschliefender Aktivierung von AMPA / Kainat Rezeptoren (Liganden gesteuer-
te Ionenkanile) auf der postsynaptischen Seite. Normalerweise ist die Exozytose von Glutamat eine
Folge des lokalen Anstiegs der priasynaptischen Calciumkonzentration durch spannungsabhingige
Aktivierung von Calciumkanélen. Dabei spielt das Protein Synaptotagmin 1 eine Rolle als Calcium-
sensor und durch Interaktion mit SNARE-Proteinen (Synaptobrevin oder auch VAMP, Syntaxin 1
und SNAP-25) konnen Vesikel exozytiert werden (Siidhof, 2004). Die Freisetzungen von Vesikeln
auf diese Art und Weise wird als schnelle Freisetzung bezeichnet. Die bisher durchgefiihrten Experi-
mente hingegen basierten auf Messungen von synaptischen Strémen, die einem weiteren vermuteten
Mechanismus der Vesikelfreisetzung, der spontanen langsamen Vesikelfreisetzung, zugeordnet wer-
den. Bei diesem Mechanismus konnte die Rolle von Calcium bisher nicht aufgeklirt werden, da auch
in Abwesenheit von extrazelluldrem Calcium eine spontane Freisetzung von Vesikeln zu beobachten
ist (Llano et al., 2000). Hierfiir konnte ein Anstieg des intrazelluldren Calciums verantwortlich sein
(Llano et al., 2000) oder aber spontan freigesetzte Vesikel stammen aus einem anderem Vesikelpool
(Fredj und Burrone, 2009).

Fiir die Unterscheidung einer pra- oder postsynaptischen Modulation der spontanen Vesikelfrei-
setzung durch LPA wurden zwei experimentelle Ansitze verfolgt. Der erste Teil der Experimente
bestand darin, extrazellulidres Calcium zu entfernen, wodurch sowohl in den pra- als auch in den post-
synaptischen Zellen kein Calcium von auflen einstromen konnte. Hiermit sollte die préasynaptische
Calciumabhingigkeit des LPA-vermittelten Effekts untersucht werden. Im zweiten Teil des experi-

mentellen Ansatzes wurde gezielt das postsynaptische intrazelluldre Calcium reduziert. Dies diente
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Abbildung 27: Anderung von pri- und postsynaptischem Calciumkonzentrationen
A. Gezeigt sind reprisentative Strome (Haltepotenzial: -70 mV) ohne extrazelluldres Calcium vor
(oben) und nach (unten) der Applikation von 10 uM LPA. In der oberen Stromaufzeichnung sind
weniger mEPSCs zu erkennen als in den Kontrollmessung in Gegenwart von Calcium (Vergleich Ab-
bildung 26).
B. Links: Zusammenfassung der Experimente dargestellt als Boxplot. In 7 Experimenten wurde keine
Anderung der mEPSC-Frequenz nach LPA-Applikation gemessen (Wilcoxon Vorzeichen Rang Test,
p =0,24). Rechts: Die kumulative Darstellung der Amplituden vor und nach der Applikation von LPA
zeigten keine Anderung.
C. Stromaufzeichnungen bei -70 mV nach intrazelluldrer Pufferung des freien postsynaptischen Cal-
ciums durch BAPTA in der Pipettenlosung. Eine Kontrollmessung ist oben abgebildet und unten ist
der Strom des gleichen Neurons nach Applikation von 10 pM LPA gezeigt.
D. Links: Die Zusammenfassung dieser Experimente in einem Boxplot zeigt, dass in 9 gemes-
senen Zellen das Frequenzverhiltnis nach LPA-Applikation absinkt (gepaarter t-Test, p = 0,002).
Rechts: Darstellung der Amplituden als kumulativer Plot der Wahrscheinlichkeit, in dem kein Unter-
schied der Amplituden zu erkennen ist. Es sind die Mittelwerte aus 9 Experimenten dargestellt. Zur
Ubersichtlichkeit wurde die Standardabweichung der einzelnen Punkte nicht eingezeichnet.

zur Kldrung der Frage, ob der LPA-Effekt von einer postsynaptischen Calciuménderung abhingig

war.

5.3.3.1 Globale (extrazellulire) Calciumreduktion

Nach der Etablierung des whole-cell-Modus wurde extrazelluldre Losung ohne Calcium und mit
Blockern, welcher der LPA-Puffer ohne LPA zugesetzt war, eingewaschen. Im Anschluss wurden die
pharmakologisch isolierten mEPSCs bei einer Spannung von -70 mV gemessen. Diese Kontrollperi-
ode wurde analog zu den Experimenten in Abschnitt 5.3.2 durchgefiihrt. Nachdem eine stabile baseli-
ne erreicht war, wurde liber mehrere Minuten 10 uM LPA eingewaschen und die mEPSCs fortwihrend
gemessen. Die Analyse ergab, dass sich in Abwesenheit von Calcium die mEPSC-Frequenz nach
LPA-Applikation nicht @nderte. Die Frequenz vor LPA war 2,7 &+ 2,6 Hz und nach der Applikation
von LPA 2,5 4+ 2,6 Hz. Daraus errechnete sich ein Verhiltnis von 0,93 + 0,16 (n =7, p = 0,24). Bei

der Analyse der Amplituden konnte keine Verdnderung festgestellt werden.
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5.3.3.2 Postsynaptische Calciumreduktion

Um freies Calcium gezielt in der postsynaptischen Zelle zu reduzieren, wurden Experimente durch-
gefiihrt, bei denen sich BAPTA in der Pipette befand (siehe Intrazelluldre Losung 2). BAPTA ist ein
Calciumchelator mit hoher Calciumaffinitiit sowie -Spezifitit und schneller Bindung (500 uM~'sec™!,
Ricci et al. (1998)). Intrazelluléres freies Calcium wurde auf diese Art und Weise so weit wie moglich
reduziert und auch neu freigesetztes Calcium sollte durch die Bindungsgeschwindigkeit von BAPTA
ausreichend gepuffert werden. Nachdem der whole-cell-Modus erlangt wurde, erfolgte grundsitzlich
eine Periode, in der sich die Pipettenlosung mit dem Inneren der Zelle vermischen konnte. In die-
sen Experimenten wurde die Wartezeit ausgedehnt, dies sollte die Wahrscheinlichkeit erhohen, dass
BAPTA moglichst weit im Neuron verteilt wurde und Calcium gepuffert werden konnte. Nach dieser
Wartezeit wurden die Experimente durchgefiihrt. Als erstes wurden mEPSCs mit normaler extra-
zelluldrer Losung pharmakologisch isoliert. Nachdem iiber einen lingeren Zeitraum Kontrollstrome
bei -70 mV aufgenommen wurden, erfolgte die Applikation von 10 uM LPA mit der extrazelluldren
Losung. Aufgezeichnete Strome sind in Abbildung 27B abgebildet. Eine Analyse dieser Experiment
ergab, dass LPA in der Lage war die mEPSC-Frequenz im Vergleich zur Kontrolle zu verringern. Vor
LPA-Applikation betrug die Frequenz 4,0 & 3,9 und nach 2,9 £ 3,2. Um die groBen Unterschiede
der mEPSC-Frequenz zwischen den Kulturen zu verringern, wurde fiir jedes Experiment ein Ratio im
Verhiiltnis zur Kontrolle berechnet, das 0,62 + 0,12 in 9 experimentellen Wiederholungen war. Diese
Anderung war signifikant (gepaarter t-Test p = 0,002). Die Amplituden waren 18,38 & 5,55 pA in der
Kontrolle und 20,13 £ 5,64 pA nach LPA und unterschieden sich nicht (n = 8, p = 0,08, gepaarter
t-Test). Wenn die Amplituden kumulativ aufgetragen wurden, war keine Verschiebung zu gréferen
oder kleineren Amplituden zu erkennen (sieche Abbildung 27B).

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dass extrazelluldres Calcium fiir eine Reduktion von
mEPSCs nach LPA-Applikation eine Rolle spielt, da das Weglassen von extrazelluldrem Calcium
eine mEPSC-Reduktion verhindern konnte. Hingegen ist eine Pufferung und damit Reduktion von
postsynaptischen Calcium nicht in der Lage, eine Reduktion der mEPSCs zu verhindern. Aus die-
sen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die LPA vermittelte Wirkung iiber einen priasynaptischen
Mechanismus ablduft, der Calcium bendtigt. Die Aktivierung dieses Mechanismus fiihrte zu einer
Reduktion von mEPSCs.

5.3.4 Funktion des LPA,-Rezeptors

Im akuten Gehirnschnitt konnte bereits gezeigt werden, dass der LPA-Rezeptor fiir den LPA ver-
mittelten Anstieg der mEPSCs benotigt wird. AuBBerdem wurde die Expression des LPA;-Rezeptors
spezifisch in primér kultivierten Neuronen gezeigt (Kieselmann, 2010). Andere LPA-Rezeptoren
wurden nur sehr gering in kultivierten Neuronen exprimiert beziechungsweise lagen diese unter dem
Detektionslevel (Kieselmann, 2010). Um die Rezeptorabhéngigkeit der LPA induzierten Reduktion
von mEPSCs an kultivierten Neuronen zu untersuchen, wurden von embryonalen LPA;-knock-out-
Miusen hippocampale Neurone isoliert und kultiviert.

Fiir diese Experimente wurden Neurone verwendet, die 11-14 Tage kultiviert wurden. Die Ka-

pazitit der untersuchten Neurone betrug 60,5 £+ 14,4 pF und der Eingangswiderstand 332 + 113,3
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MQ (je n = 6). Im Anschluss an die Charakterisierung erfolgte die Durchfiihrung der Experimen-
te analog zu den vorherigen Experimenten. Nach der pharmakologischen Isolation von mEPSC in
Anwesenheit des LPA-Puffers (Kontrollmessung Abbildung 28 A oben) wurde 10 pM LPA mit der
extrazelluldren Losung eingewaschen (Abbildung 28A unten). Die Auswertung von 6 Experimenten
ergab, dass LPA nicht zu einer Reduktion der mEPSC-Frequenz fiihrte (siche Abbildung 28A und B).
Das Verhiltnis von der mEPSC-Frequenz vor und nach LPA-Applikation betrug 0,98 + 0,04 (dar-
gestellt in Abbildung 28B). Die mittlere mEPSC-Amplitude vor LPA-Applikation betrug 20,5 + 8,7
PA und nach LPA-Applikation 20,6 + 7,6 pA (Abbildung 28C), womit die mEPSC-Amplitude nicht
unterschiedlich war (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p = 0.9). Die kumulative Darstellung der Am-

plituden zeigte auch keine Verschiebung zu gréBeren oder kleineren Amplituden (Abbildung 28D).
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Abbildung 28: Neuronen, denen der LPA,-Rezeptor fehlte, zeigten keine LPA induzierte Reduk-
tion der mEPSCs

A. Stromaufzeichnungen im voltage-clamp von einem LPA;-Rezeptor-knock-out-Neuron wéhrend
der Kontrolle (oben) und nach Einwaschen von 10 uM LPA (unten). Die Frequenz der mEPSCs
veridnderte sich nicht durch LPA.

B. Die Zusammenfassung von 6 durchgefiihrten Experimenten zeigte, dass in allen Experimen-
ten keine mEPSC-Reduktion durch LPA in LPAj-Rezeptor-knock-out-Neuronen ausgelost wurde
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p = 0,6).

C. Die gemittelte mEPSC-Amplitude der LPA;-knock-out-Neurone veridnderte sich nicht nach LPA-
Applikation.

D Darstellung der kumulativen Amplituden vor und nach der Applikation von LPA. Fiir eine deutli-
chere Darstellung ist der Mittelwert (n = 6) ohne die Standardabweichung abgebildet.

Experimente mit LPA;-Rezeptor-knock-out-Neuronen zeigten, dass LPA in diesen Neuronen kei-
ne Reduktion der mEPSC-Frequenz auslosen konnte. Auflerdem war eine weitere Modulation der
mEPSCs (Amplitude, Kinetik) nicht zu beobachten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass auch in
der Kultur eine Aktivierung des LPA,-Rezeptors fiir eine LPA vermittelte Wirkung bendtigt wird. In
der Zellkultur fiihrt dies zu einer Reduktion von mEPSCs.

5.3.5 Zusammenfassung Abschnitt 5.3

Um die Ergebnisse von Abschnitt 5.2 in einem einfacheren System zu untersuchen, wurde die primére
neuronale Zellkultur gewihlt. Daraus hervorgegangene Ergebnisse wurden im Abschnitt 5.3 erldutert

und werden hier kurz zusammengefasst.
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Nach dem Wechsel auf primir kultivierte hippocampale Neurone wurde der Einfluss von LPA
auf die synaptische Transmission untersucht. Auch in diesen Experimenten wurde spezifisch die
exzitatorische Transmission moduliert, hingegen konnte keine Modulation der inhibitorischen sy-
naptischen Transmission experimentell bestiitigt werden. Uberaschenderweise fiihrte LPA in diesem
Modellsystem aber zu einer Verringerung der mEPSC-Frequenz. Weiterfiihrende Experimente zeig-
ten, dass sowohl priasynaptisches Calcium als auch der LPA;-Rezeptor fiir die Frequenzverringerung
von mEPSCs notwendig sind. Da postsynaptische Calciuminderungen keinen Einfluss auf die Mo-
dulation hatten, deutet dies darauthin, dass ein hauptsichlich prasynaptischer Mechanismus vorliegt.
Eine Reduktion der mEPSCs konnte daher durch préasynaptische Aktivierung von LPA;-Rezeptoren
erfolgen wodurch es im Anschluss zu einer prisynaptischen Calciumerhdhung kommt. Die Reduk-
tion der mEPSCs ist mit elektrophysiologischen Methoden nicht gut erklérbar, da ein Anstieg von

prasynaptischen Calcium eigentlich eine Erhdhung der Frequenz zur Folge hiitte.
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5.4 Untersuchungen zur LPA-Modulation des durch Hyperpolarisation aktivierten
Stroms und 7;,

Eine Modulation von HCN-Ionenkanilen durch LPA erschien wahrscheinlich, da LPA-Rezepto-
ren sowohl an PLC als auch an den Phosphoinositol-Stoffwechsel und die Adenylatcyclase gekoppelt
sind. Die letztgenannten kénnen cAMP reduzieren oder erhohen, womit ein direkter Einfluss auf
die cAMP-Bindedoméne der HCN Kanile erfolgen konnte. Die Modulation von HCN durch PLC-
Aktivierung kann zu einer Vergroflerung des [y, fiihren (Pian et al., 2007). Weiterhin kann eine Ver-
dnderung von I eine Erh6hung oder Reduktion von exzitatorischen synaptischen Strdmen erkléren,
da dieser Strom eine zentrale Rolle in der dendritischen Integration einnimmt (Magee, 1999). Aus
diesem Grund wurde die Frage gestellt, ob LPA den hyperpolarisationsaktivierten Strom modifiziert.

Um die Frage zu beantworten, wurden somatische whole-cell-Ableitungen an hippocampalen
CA1-Neuronen im voltage-clamp in der Gegenwart von TTX und Gabazin durchgefiihrt. TTX wurde
benutzt, um schnelle Natriumstrome zu blocken, die bei einem Haltepotenzial von -50 mV aktivieren
konnen, Gabazine diente dem Block von GABA-Rezeptoren. Eine Hyperpolarisation vom Halte-
potenzial aktivierte einen Strom (/nyp), der sich aus I, und Ix; zusammensetzte (siche Abbildung
29A). Zu Beginn erfolgte eine Kontrollmessung und eine weitere Messung nach Badapplikation von
10 uM LPA. In der Auswertung wurde offline das lineare Leck subtrahiert (siche Methoden 4.14.7)
und fiir jedes Neuron die Kontrollen mit Werten nach LPA-Applikation miteinander verglichen. Bei
einer maximalen Aktivierungsspannung von -120 mV unterschieden sich die Amplituden der Kon-
trollmessungen mit 270,6 + 45,2 pA nicht von den Messungen nach LPA-Applikation, 251,7 £+ 50,5
pA (n =5, p = 0,14; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, siche Abbildung 29A und B). Dies entsprach
einem Verhiltnis von 0,93 + 8,4 (LPA/Kontrolle). Weiterhin wurde die Spannungssensitivitit des
Stroms von den tail-currents bei -50 mV berechnet. Bei -50 mV konnen in CAl1-Neuronen low-
voltage-gated-Calciumkanile aktiviert werden, der Beitrag zum Gesamtstrom wurde aber als ver-
nachlissigbar gering eingeschitzt (Magee und Johnston, 1995; Klugbauer et al., 1999). Fiir jedes
Neuron wurden die normalisierten tail-currents mit der Boltzmann-Gleichung gefittet (sieche Abbil-
dung 29C). Fiir die Kontrolle ergab dies eine halbmaximale Aktivierungsspannung von -86,6 mV =+
2,0 mV und nach LPA-Applikation von -86,2 mV =+ 3,6 mV (n = 4, siche Abbildung 29D), womit
kein Unterschied bestand (p > 0,99, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Weiterhin ergab sich aus dem
Fit mit der Boltzmann-Gleichung der Anstieg der Aktivierungskurve (k). Dieser betrug fiir die Kon-
trolle 9,4 + 0,7 und nach LPA-Applikation 8,8 4 1,0 und unterschied sich damit auch nicht (n = 4,
p = 0,47, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Fiir eine Beschreibung der Stromkinetik wurde die Akti-
vierung bei -120 mV mit einer doppelten exponentiellen Funktion gefittet und ergab eine schnelle (71)
und eine langsame (7,) Zeitkonstante. In der Kontrolle betrug 7; 31,1 ms £ 2,9 ms und nach LPA-
Applikation 33,6 ms + 4,6 ms (n = 5). Die langsamere zweite Zeitkonstante 7, betrug 246,9 ms +
36,6 ms in der Kontrolle und 280,6 ms & 76,9 ms nach LPA-Applikation (n = 5). Beide Zeitkonstan-
ten unterschieden sich nicht zwischen den Kontroll- und LPA-Messungen (7;: p = 0,35; 7: p = 0,23;
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Von einem aktivierendem Pripuls von -120 mV wurde die Kinetik
der Deaktivierung mit einer einfachen exponentiellen Funktion gefittet und ergab Zeitkonstanten fiir
die Kontrolle von 94,9 4 17,6 ms und nach LPA-Applikation von 97,0 &+ 20 ms und unterschied sich
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Abbildung 29: Einfluss von LPA auf I},
A. Im voltage-clamp wurde von einem Haltepotenzial von -50 mV der Strom mit einem Spannungs-
schritt auf -120 mV aktiviert. Gezeigt sind Strome fiir die Kontrolle (schwarz) und wihrend der Ap-
plikation von 10 uM LPA (rot).
B. Die Auswertung der steady-state-Amplituden nach Subtraktion des linearen Lecks zeigte keine
Verinderung zwischen der Kontrolle und 10 uM LPA (n =5).
C. Spannungssensitivitidt des [ fiir die Kontrolle und wéhrend der Applikation von LPA. Die tail-
currents wurden im steady-state gemessen und auf den maximalen Strom normalisiert. Fiir die Dar-
stellung wurden die Mittelwerte der normalisierten Strome von allen Experimenten gegen die Akti-
vierungsspannung des Vorpulses aufgetragen und mit einer Boltzmann-Gleichung gefittet.
D. Zusammenfassung der halbmaximalen Aktivierungsspannung fiir die Kontrolle und nach LPA Ap-
plikation (n = 4).

nicht (n =5, p = 0,787, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).

In diesen Experimenten war I, nicht vollstandig pharmakologisch isoliert, daher wurden zusétz-
liche Experimente unter vollstindiger pharmakologischer Isolation durchgefiihrt. Dies sollte den un-
wahrscheinlichen Fall ausschlieen, dass Effekte von LPA auf I, und Ix;, nicht gegenldufig waren.
Dafiir wurden in diesen Experimenten auBer Natriumkanilen auch spannungsabhiingige Calcium-
und Kaliumkanile (Nickel, 4-AP, TEA, Barium) sowie exzitatorische postsynaptische Strome (DAP-
5, CNQX) geblockt und die ACSF gegen DCS ausgetauscht. Eine Veridnderung des isolierten /j, nach
LPA wurde nicht beobachtet. Eine Analyse der Amplituden ergab, 359,5 + 116,7 pA in der Kontrolle
und 356,9 + 148,6 pA nach LPA-Applikation (n = 2). Von weiteren Analysen wurde abgesehen, da
wie auch beim Gesamtstrom nach Hyperpolarisation keine Verdanderung gemessen wurde.

Obwohl eine Modulation von I, durch LPA wahrscheinlich war, konnte in diesen Experimenten
nicht gezeigt werden, dass LPA in hippocampalen CA1-Neuronen einen Einfluss auf 7 hat. Aus

diesem Grund wurden keine weiterfiihrenden Experimente durchgefiihrt.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird die neuromodulatorische Wirkungen von LPA anhand von drei Bei-
spielen dargestellt. Ein in utero knock-down von LPP1/1a fiihrt in kortikalen Neuronen zu einer
verdnderten Migration in die kortikale Platte. LPP1/1a-shRNA exprimierende Neurone migrieren
langsamer und sind in tieferen Schichten der kortikalen Platte anzutreffen als Neurone, die mit Kon-
trollvektoren transfiziert sind. Es findet eine zeitliche Regulation der intrinsischen Stromentwicklung
wihrend der neuronalen Migration statt (Bahrey und Moody, 2003), folglich wurden als Erstes in-
trinsische Strome in betroffenen Neuronen in diesem in utero knock-down-Modell elektrophysiolo-
gisch untersucht. Neurone, die zum ersten Untersuchungszeitpunkt (E18) verzogert wanderten, zeig-
ten eine verringerte Erregbarkeit. Am Tag PS5 hatten sich diese Neurone hinsichtlich ihrer elektro-
physiologischen Eigenschaften an umgebende Neurone angepasst. Eine Integration in das neuronale
Netzwerk erfolgte, da postsynaptische Strome gemessen werden konnten. Diese Experimente zeigen,
dass durch ein verdndertes LPP1/1a-Level die Entwicklung von intrinsischen Stromen verzogert wird.
Weil LPP1/1a die Dephosphorylierung von LPA katalysiert, wird eine Implikation von LPA an diesen
Vorgang angenommen. Die zur Zeit verfiigbare Literatur zeigt keine Arbeiten, die darauf hinweisen,
dass es wihrend einer radialen Migrationsstorung zu einer verzégerten Entwicklung der intrinsischen
Strome kommen kann. Damit ist dies die erste Arbeit, in der auf Einzelzellebene Stromverédnderungen
wihrend der friihen neokortikalen Migration beschrieben werden.

AuBer perinatalen LPA-Wirkungen sind z.B. auch LPA induzierte CalciumerhShungen in aus-
differenzierten Neuronen bekannt (z.B. Holtsberg et al., 1997). Nachdem bereits in Vorversuchen
eine Erhohung der synaptischen Erregbarkeit nach LPA-Applikation gezeigt wurde, konnten in der
vorliegenden Arbeit diese Ergebnisse in CA1-Neuronen auf Einzelzellebene bewiesen werden. LPA
erhohte selektiv die Frequenz von exzitatorischen synaptischen Stromen und diese Erh6hung wurde
durch den LPA;-Rezeptor vermittelt. Um den Mechanismus einzugrenzen, wurden diese Experimen-
te in der primiren hippocampalen Neuronenkultur wiederholt. Auch hier war der LPA-Effekt auf die
exzitatorische synaptische Transmission beschrinkt, jedoch wurde eine Reduktion der mEPSCs ge-
messen. Die Ergebnisse zeigen, dass auch in der neuronalen Zellkultur die LPA-Wirkung iiber den
LPA;-Rezeptor vermittelt wird und abhéngig vom extrazellularen Calciumlevel war. Aus diesen Ex-
perimenten und Ergebnissen einer weiteren Arbeit (Kieselmann, 2010) wurde geschlossen, dass LPA
iiber einen priasynaptischen rezeptormediierten Mechanismus die synaptische Transmission modulie-
ren kann.

Ein potentieller Modulator von exzitatorischen Stromen ist der intrinsische Strom /y. Dieser
hyperpolarisations-aktivierte Strom wurde von mir im letzten Abschnitt auf eine direkte Beeinflus-
sung durch LPA untersucht. 7}, ist fiir die Skalierung und Weiterleitung der exzitatorischen synapti-
schen Strome von Bedeutung (Magee, 1999) und LPA-Rezeptor mediierte Signalwege stimmen mit
bekannten HCN-Kanal-Modulatoren iiberein. In diesen Experimenten konnte keine Modulation die-
ses Stroms durch LPA nicht gezeigt werden, was den Schluss zulésst, dass eine direkte oder eine

LPA-Rezeptor vermittelte Modulation nicht vorlag.
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6.1 Kontext der LPA-Effekte

6.1.1 Neuronale Entwicklung

In einer vorangegangenen Dissertation wurde dargestellt, dass die Expression von shRNA gegen
LPP1/1a eine Verlangsamung der neokortikalen Migration von Pyramidenzellen auslost und zu einem
frithzeitigen Stopp der Migration fiihrt (Velmans, 2010). In dieser hier vorliegenden Arbeit beschrei-
be ich, dass in diesen langsamer migrierenden Neuronen eine Verdnderung in der Entwicklung von
einwirtsgerichteten Stromen stattfand, wohingegen auswértsgerichtete Strome unverdndert blieben.
Bisher sind zahlreiche Proteine und Signalmolekiile identifiziert (Ayala et al., 2007), die eine Rolle
wihrend der kortikalen Migration spielen und die z.B. durch Mutationen zu Fehlentwicklungen bei-
tragen konnen. Dabei spielt die Perzeption von extrazelluléiren Signalen eine Rolle und letztendlich
konvergieren diese Signalwege am Cytoskelett. Proteine wie Dcx, Lis1 und Filamin A sind intrazel-
lulidr lokalisiert und interagieren direkt mit dem Cytoskelett (Ayala et al., 2007). Aullerdem existieren
diffusible Proteine wie Reelin, ein Protein der extrazelluliren Matrix (Mochida und Walsh, 2004), das
iiber Rezeptoren/Signalwege auf das Cytoskelett wirkt (Ayala et al., 2007). Eine direkte Interaktion
von LPP1/1a mit dem Cytoskelett ist unwahrscheinlich, da ein Homologievergleich der Proteinse-
quenz ausschlieBlich Ahnlichkeiten mit Phosphatasedomiinen zeigt (siche Anhang, Abbildung 31)
und bisher auch keine weiteren Funktionen von LPPs in der Literatur beschrieben sind.

AuBer Reelin sind zahlreiche weitere diffusible Molekiile beschrieben (Ayala et al., 2007), die
sowohl iiber kurze oder lange Distanzen anziehend oder absto3end auf Neurone wirken kdnnen (Wol-
pert et al., 2007). Der inhibitorische Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) ist fiir die Ent-
wicklung von neokortikalen Neuronen von Bedeutung, denn nach einer Aktivierung von ionotrophen
und/oder metabotrophen GABA-Rezeptoren zeigen Zellen im sich entwickelnden Kortex je nach Lo-
kalisation eine Migration oder einen Migrationsstopp (Behar et al., 2000; Heck et al., 2007). Da LPA
hauptséchlich extrazelluldr produziert wird (siehe 3.1.1) und nicht durch die Zellmembran hindurch
diffundieren kann (Davletov et al., 2007), ist auch eine Diffusion von LPA in der extrazelluldren
Matrix analog zu Reelin oder GABA moglich. In vitro besitzt LPP1/1a die Fihigkeit neben LPA
weitere Phospholipide zu dephosphorylieren (Roberts et al., 1998). Daher ist erdenklich, dass ande-
re Phospholipide, die als LPP1/1a-Substrat gelten, als Ausloser der langsameren Migration in Frage
kommen. Gegen diese These spricht, dass die Affinitdt von LPP1/1a zu LPA sehr viel hoher ist als fiir
die anderen genannten Phospholipide (siehe 3.1.4 und Roberts et al., 1998).

Obwohl aus den vorliegenden Daten und den durchgefiihrten Experimenten kein endgiiltiger
Schluss gezogen werden kann, wie ein Mangel an LPP1/1a und die Signalfunktion von LPA mit
der Fehlmigration von Neuronen und der verlangsamten Stromentwicklung zusammenhéngen, lassen
die Experimente neue funktionelle Aspekte des Interaktionsduos LPA/LPP1/1a fiir die neokortikale

Entwicklung vermuten.

6.1.2 Modulation der synaptischen Transmission

In dieser Arbeit habe ich gezeigt, dass die extrazelluldre Applikation von LPA auf hippocampale

Neurone eine selektive Veridnderung der exzitatorischen synaptischen Transmission im akuten Ge-
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hirnschnitt und der priméren Zellkultur ausloste. Als Mechanismus wird eine Aktivierung des LPA,-
Rezeptors postuliert, da in LPA,-knock-out-Neuronen keine Veridnderung der exzitatorischen synap-
tischen Transmission nach LPA-Applikation stattfand.

Synapsen sind fiir Lernprozesse und Gedichtnisformierung von Bedeutung bzw. werden diese
Prozesse durch stindige Modifikationen von Synapsen vermittelt (siche 3.3.1 und Kleim et al., 2002).
Die Plastizitédt von Synapsen wird durch prisynaptische und/oder postsynaptische modifizierende Me-
chanismen oder Neuromodulatoren beeinflusst: Erstens befinden sich in einer Prisynapse mehr als
1000 funktionelle Proteine, von denen zahlreiche eine Rolle bei der Exozytose von Vesikeln spielen
(Siidhof, 2004). Die Exozytose von Vesikeln erfolgt durch ein Zusammenspiel aus Calciumsenso-
ren, Cytoskelett, Vesikelbereitstellung und Membranstrukturen sowie G-Protein gekoppelten Rezep-
toren (Siidhof, 2004). Zum Beispiel trigt allein die Expression von unterschiedlichen Isoformen des
vesikuldren Glutamat-Transporters zu einer Verdnderung der Ausschiittungswahrscheinlichkeit bei
(Weston et al., 2011). Zweitens kann durch Verdnderungen des Rezeptorbesatzes (Liao et al., 1999)
oder durch Aktivierung von z.B. CaMKII (Calcium/Calmodulin abhiingige Protein Kinase II) auf der
postsynaptischen Seite eine Modulation stattfinden (Lisman et al., 2002). Drittens konnen Interaktio-
nen zwischen Neuronen und Astrozyten zur synaptischen Modulation beitragen (Araque und Perea,
2004; Fellin et al., 2009). Viertens existieren natiirlich vorkommende Neuromodulatoren, zu denen
unter anderem Endocannabinoide (Wilson und Nicoll, 2002), Stickstoffmonoxid (NO, Feil und Klep-
pisch, 2008), BDNF (Kovalchuk et al., 2002; Suzuki et al., 2004) und Serotonin (Horrigan et al.,
1997) gezihlt werden.

Wie hier kursorisch angerissen, existieren zahlreiche Faktoren, die Einfluss auf die synaptische
Transmission haben. LPA besitzt eine enge strukturelle Verwandtschaft zu Endocannabinoiden (Brind-
ley und Pilquil, 2009), fiir die bereits modulatorische Wirkungen der hippocampalen synaptischen
Transmission gezeigt wurden (Wilson und Nicoll, 2001). Unklar ist bisher, welche Funktion LPA in
den komplexen Regulationsvorgingen der Synapse libernimmt. Anzunehmen ist, dass LPA auch in si-
tu in der Lage ist die synaptische Transmission zu modulieren. Weil LPA-Rezeptoren und Wirkungen
aber fiir fast jedes Gewebe beschrieben sind, ist eine prominente Rolle als synaptischer Modulator

unwahrscheinlich, jedoch ist eine wichtige Funktion nicht auszuschlieBen.

6.2 Mechanismen der LPA-Effekte

6.2.1 Neuronale Entwicklung

Fiir Larven von Drosophila melanogaster wurde nachgewiesen, dass Keimzellen, denen das LPP ho-
mologe Protein Wunen fehlt (siehe 3.1.4), ihren Zielort nicht erreichen (Starz-Gaiano et al., 2001).
Auch in embryonalen Gehirnexplantaten in vitro wurde eine Funktion von LPA als chemotaxischer
Stoff beschrieben (Fukushima et al., 2000). In der letztgenannten Studie wurde ein Modell vorgeschla-
gen, in dem post-mitotische Neurone LPA in die Umgebung abgeben und neuronale Vorliduferzellen
in der ventrikularen Zone mit Zellabrundung und der Retraktion von Fortsdtzen reagieren. Die Ab-
rundung von Zellen wird iiber einen zytoskelettalen Mechanismus vermittelt, der den G;3-Signalweg

mit anschlieBender RhoGEF-Aktivierung beinhaltet. Dieser Signalweg kann sowohl von LPA - und
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LPA;-Rezeptoren aktiviert werden (Ishii et al., 2000; Noguchi et al., 2009). Velmans (2010) hat ba-
sierend auf ihren Daten und diesem Modell (Fukushima et al., 2000) postuliert, dass LPP1/1a expri-
mierende Zellen in der ventrikularen Zone extrazelluldres LPA dephosphorylieren und LPA in der
Mikroumgebung dieser Zellen damit wirkungslos wird. Neurone, die ein verringertes LPP1/1a-Level
haben, konnen LPA nicht im ausreichendem Mal} dephosphorylieren und dann wirkt LPA chemo-
taktisch abstoBend. In dem vorliegenden Modell kann ein LPA-Diffusionsgradient mit der hdchsten
Konzentration in der Umgebung der produzierende Zellen und einer niedrigeren Konzentration in
der ventrikularen Zone entstehen. Die Bildung eines Gradienten von diffusiblen Molekiilen im ent-
wickelnden Gehirn ist ein hdufig vorkommender Mechanismus (Ayala et al., 2007). Ein Beispiel ist
Reelin, das durch Bindung an low-density lipoprotein-Rezeptoren die richtige Positionierung von
Neuronen im Kortex mediiert (Zhao und Frotscher, 2010). Da auch LPA an Rezeptoren bindet, wire
ein analoger rezeptorvermittelter Mechanismus denkbar und betroffene Neurone wiirden durch eine
Verdnderung des LPA-Gleichgewichts in der direkten Umgebung (Mikroumgebung) in ihrer Migrati-
on gestort werden (Velmans, 2010).

Weiterhin exprimieren kortikale Vorlduferzellen der ventrikularen Zone den LPA | -Rezeptor (auch
ventricular zone gene-1 - Vzg-1, Hecht et al., 1996). In der ersten beschriebenen LPA-Rezeptor-
knock-out-Maus waren keine anatomischen Veridnderungen in der Gehirnentwicklung beschrieben,
aber ca. 50% dieser Tiere starben prinatal an einer Exencephalie (Contos et al., 2000). Hingegen
zeigt eine andere LPA -Rezeptor defiziente Maus embryonal Veridnderungen in der ventrikularen
Zone und der kortikalen Schichtung in adulten Tieren (Estivill-Torrus et al., 2008). Der Grund fiir
diesen Unterschied der Mauslinien ist bisher nicht bekannt. Dieser Unterschied deutet darauf hin,
dass es eine mogliche Verbindung zwischen LPA-Signalwegen und der richtigen Schichtenbildung
im Neokortex gibt (Estivill-Torrds et al., 2008). Diese Verdnderungen deuten daher darauf hin, dass
LPA-Signalwege fiir eine optimale Ausbildung der Schichtung des Neokortex von Bedeutung sind.
Der Phiénotyp zwischen LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen und dem knock-out-Modell un-
terscheidet sich, aber beide haben gemeinsam, dass die Schichtenbildung im Neokortex verdndert
ist. Generell besteht die Moglichkeit, dass ein vollstindiger knock-out von einem Gen keinen oder
einen anderen Phinotyp zeigt als angenommen, da genetische Kompensationsmechanismen vorhan-
den sind (Bai et al., 2003). Der Vorteil von in utero induzierter RNA-Interferenz gegeniiber einem
knock-out ist, dass nur ein Teil der Zellen innerhalb eines normalen Gewebeverbands betroffen sind
und es sehr unwahrscheinlich ist, dass ein Eingriff 100% effektiv ist (Bai et al., 2003). Daher kann
ein gezieltes silencing von LPA-Signalwegen aussagekréftiger als ein knock-out sein. Die in dieser
Arbeit gewonnenen elektrophysiologischen Daten sind ein weiteres Indiz fiir eine funktionelle Rolle
von LPA wiéhrend der Kortexgenese.

Spit gebildete Neurone sind im Gegensatz zu friih gebildeten Neuronen nicht in der Lage Um-
gebungssignale, die Schichtzugehorigkeit festlegen, wahrzunehmen (Ayala et al., 2007). In den Kon-
trollexperimenten erreichten die transfizierten Neurone die oberen Schichten der kortikalen Platte
und waren am Tag P5 auch fast vollstindig in den Lagen II/III anzufinden. Im Gegensatz dazu be-
fanden sich LPP1/1sh-RNA exprimierende Neurone an Tag P5 hauptséchlich in den tiefen Schichten
(Velmans, 2010). Zu bedenken ist, dass bereits zu einem frilhen Zeitpunkt nach der Transfektion
(E15,5) die LPP1/1a-shRNA-Neurone noch in der ventrikularen/subventrikularen Zone anzufinden
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waren, wahrend die Neurone der Kontrollexperimente bereits in die kortikale Platte eingewandert
waren (Velmans, 2010). Parallel zu der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass am Tag E12,5 ein
durch LPA-Rezeptoren vermittelter Calciumeinstrom in neuronalen Vorlduferzellen stattfindet und
zum gleichen Zeitpunkt ausdifferenzierte Neurone einen verringerten Calciumeinstrom nach LPA-
Stimulus zeigten (Dubin et al., 2010). Fiir die vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass der friithe knock-
down mit LPP1/1a-shRNA wahrscheinlich neuronale Vorlduferzellen trifft und in diesen z.B. ein
Calciumeinstrom durch erhohte LPA-Niveaus bzw. Aktivierung von LPA-Rezeptoren erfolgt (Dubin
et al., 2010). Im Anschluss an eine Ausdifferenzierung migrieren die betroffenen Neurone langsa-
mer und die Fahigkeit mit somatischen Calciumerhéhung auf LPA in der extrazellularen Umgebung
zu reagieren kann verringert sein. In der vorliegenden Arbeit wird dargestellt, dass auch im adul-
ten Tier Neurone auf LPA-Stimuli reagieren, hingegen verindert sich die Art und Lokalisation der
Antwort. Weiterhin verringert sich das Expressionsniveau des LPA produzierenden Enzyms ATX in
den Zellschichten des Kortex und Hippocampus (Savaskan et al., 2007). Mit dieser Reduktion kdnnte
die LPA-Signalverinderung von einem unspezifischen Modulator, der in Zellverbénden einen Calci-

umeinstrom induziert, zu einem spezifisch neuronal wirkenden Modulator einhergehen.

6.2.2 Intrinsische Strome

Elektrische Aktivitit ist fiir die Funktion von Neuronen essentiell und fiir die Entwicklung des Ner-
vensystems mitverantwortlich (Spitzer, 2006). Hat die elektrische neuronale Aktivitit einen Einfluss
auf die Migrationssphase von Neuronen oder wird die elektrische Aktivitét als Folge der Migration
verdandert? Mogliche Optionen wiren, dass entweder die Stromentwicklung als eine Folge der neo-
kortikalen Migration auftritt und abhiingig von der Genexpression ist oder die neokortikale Migration
eine Folge der Stromentwicklung ist und auch durch diese reguliert wird (Garcia et al., 2011). Ein
dritter viel komplexerer Aspekt ist, dass ein Zusammenspiel zwischen elektrischer Aktivitit als Folge
der Genexpression und eine dadurch ausgeloste Verdnderung der Genexpression besteht und dies die
Migration kontrolliert und zusitzlich durch externe Faktoren (hier: LPA) beeinflusst wird (Spitzer,
2006).

Fiir tangential wandernde Interneurone ist die Bedeutung von intrinsischen Stromen fiir die richti-
ge Wanderung und aktivitidtsabhidngige regulierte Genexpression beschrieben (Garcia et al., 2011). Im
untersuchten LPP1/1a-knock-down-Modell habe ich gezeigt, dass die intrinsische Erregbarkeit von
LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen reduziert ist, was eine mogliche Verbindung zwischen
Migration und Stromentwicklung auch in pyramidalen Neuronen interessant macht. Mdgliche int-
rinsische neuronale Mechanismen, die sich auf die elektrische Aktivitit bzw. Erregbarkeit auswirken
konnen, sind eine Veridnderung der Expression von lonenkanélen, eine Veridnderung der subzelluldren

Verteilung von Ionenkanilen oder eine direkte Modulation der Ionenkaniile.

6.2.2.1 Spannungsabhiingige einwirtsgerichtete Strome
In dieser Arbeit stelle ich dar, dass der spannungsabhiingig aktivierte Einwértsstrom am Tag E18 in
LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen sowohl in der Amplitude als auch der berechneten Leit-

fahigkeitsdichte gegeniiber den Neuronen der Kontrolle verringert war. Um einzuordnen, welchen
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Einfluss LPA auf die Stromreduktion haben kann, ist der zu Grunde liegende Strom von Bedeutung.

Mit dem von mir verwendeten Spannungsprotokoll konnen unterschiedliche spannungsabhingige
Ionenkanile aktiviert werden. In Frage kommen spannungsabhzngige Natriumkanéle und spannungs-
abhingige Calciumkanile vom L-Typ. Fiir den Tag E19 ist die Expression vom L-Typ-Calciumkanal
in kortikalen Neuronen beschrieben, jedoch zeigen diese fast keine Deaktivierung des Stroms (Hamill
etal., 1991). Dies steht im Gegensatz zu der gemessenen schnellen Deaktivierung des einwirtsgerich-
teten Stroms. Natriumkanile aktivieren spannungsabhingig und deaktivieren innerhalb weniger Mil-
lisekunden (Yu und Catterall, 2003), was mit den gemessenen Eigenschaften des einwértsgerichteten
Stroms iibereinstimmt (sieche Abbildung 12B und 13B). Dieses Ergebnis wird durch die bekannte Ex-
pression der spannungsabhénigen Natrium a-Untereinheiten 1.2, 1.3, und 1.6 im préinatalen Nager-
hirn (Shah et al., 2001) und dem bekannten Vorkommen von Natriumstrémen am Tag E18 unterstiitzt
(Bahrey und Moody, 2003). Aus den vorliegenden Hinweisen ist abschlieBend zu konstatieren, dass
die gemessenen Strome mit groler Wahrscheinlichkeit Natriumstrome waren. Eine definitive Aussage
iiber die Identitét der Strome wurde in diesem Rahmen jedoch nicht angestrebt.

Aus den durchgefiihrten Experimenten ist nicht ersichtlich, ob eine direkte Modulation der ein-
wirtsgerichteten Strome durch LPA stattfindet, ob die Verinderung des Einwirtsstroms einem LPA-
Rezeptor vermittelten Regulationsmechanismus unterliegt oder ob die Stromreduktion ein sekundérer
Effekt (z.B. Anderung des Zytoskelettes) als Folge der Fehlmigration ist. In neuronalen Progenitorzel-
len werden fast alle LPA vermittelten intrazelluldren Calciumerh6hungen durch LPA-Rezeptoren aus-
geldst (Dubin et al., 2010), wobei unterschiedliche Zellen jedoch verschiedene LPA-Rezeptorkombi-
nation exprimieren. Dadurch entstehen interzelluldre Unterschiede in der LPA-Rezeptor vermittelten
Calciumdynamik (Dubin et al., 2010). AuBerdem fiihrt LPA-Applikation in mikrovaskuldren Endo-
thelzellen iiber einen L-Typ-Calciumkanal zu einem Calciumeinstrom (Yakubu und Leffler, 2002). In
Neuronen konnte eine mogliche Konsequenz eine Verdnderung der Genexpression sein, da der L-Typ
vermittelte Calciumeinstrom als ein wichtiger Regulator der Genexpression gilt (Catterall, 2000). Die
vorliegenden Messungen der Einwirtsstrome zeigten, dass keine L-Typ-Calciumkanile aktiviert wur-
den, was aber nicht ausschlieBt, dass diese exprimiert werden bzw. vorhanden sind. Die Studie von
Dubin et al. (2010) deutet auf eine Verdanderung der Genexpression, vermittelt durch LPA-Rezeptoren
und Calciumeinstrom, als Ursache des gemessenen reduzierten Einwértsstroms hin.

In der vorliegenden Arbeit ist dargestellt, dass am embryonalen Tag 18 LPP1/1a-shRNA expri-
mierende Neurone reduzierte Einwértsstrome im Vergleich zu den Strémen der Kontrollexperimen-
te besalen. Die Amplitude von Iy;, ist durch die Entwicklungsstufe, z.B. Migrationsstadium oder
die Zeit seit dem Ende der letzten Zellteilung des individuellen Neurons bestimmt und nicht durch
das chronologische Alter (Bahrey und Moody, 2003). Dies konnte ein Hinweis auf einen zeitlich
verdnderten Austritt aus dem Zellzyklus sein. Ein experimenteller Hinweis auf einen Unterschied
des Zellzyklus wurde hingegen nicht gefunden (Velmans, 2010). Wéhrend der Migration von Neu-
ronen sind die Natriumstrome entweder kleiner oder es werden andere Natriumkanaluntereinheiten
exprimiert (Bahrey und Moody, 2003). Dies ist ein Hinweis darauf, dass sich die LPP1/1a-shRNA
exprimierenden Neurone noch in einem intrinsischen Migrationsstadium bzw. -programm befanden.
Dieses Argument wird dadurch bekréftigt, dass sich am Tag P5 die Einwirtsstrome von LPP1/1a-

shRNA oder Kontroll-shRNA exprimierenden Neuronen nicht mehr unterscheiden.
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Wihrend der neuronalen Migration ist die strikte Regulation des Cytoskeletts notwendig (Ayala
et al., 2007). LPA induziert F-Aktin-Retraktionsfasern in jungen postmitotischen Neuronen (Fukushi-
ma et al., 2002) und Natriumkanile interagieren mit dem Aktinzytoskelett (Cantiello, 1995). Daher ist
denkbar, dass ein veridndertes Aktinzytoskelett in LPP1/1a-shRNA exprimierenden Neuronen negativ

auf die Membraninsertion oder Membrandistribution der Natriumkanile wirkt.

6.2.2.2 Spannungsabhingige auswirtsgerichtete Strome

Wie fiir die Einwirtsstrome ist auch fiir die Auswértsstrome eine Kenntnis der zu Grunde liegen-
den Ionenkanile von Bedeutung. Die mit dem benutzten Spannungsprotokoll aktivierten und ge-
messenen Strome (siehe 12B und 13B) waren vermutlich delayed-rectifier-Kaliumkanile, da diese
bereits in frithen Stadien der Entwicklung in Zellen der Intermedidrzone exprimiert werden (Bah-
rey und Moody, 2003) und auch in Neuronen der kortikalen Platte zu finden sind (Noctor et al.,
2001). Delayed-rectifier Kaliumkanéle werden bereits exprimiert, bevor postmitotische Neurone in
die kortikale Platte einwandern (Bahrey und Moody, 2003). Mit der Wanderung in die kortikale Plat-
te verandert sich dieser Strom kaum und erst nachdem die postmitotischen Neurone wachsen, findet
eine VergroBerung des Auswirtsstroms statt (Bahrey und Moody, 2003). Die geringe Verdnderung
dieses Stroms wihrend der Migration ist eine mogliche Erklarung, warum sich die LPP1/1a-shRNA
exprimierenden Neurone nicht von den entsprechenden Kontrollen unterschieden. Dennoch zeige ich
in dieser Arbeit, dass am Tag P5 eine Vergroerung der Stromamplitude auftrat, hingegen blieb die
berechnete Leitfahigkeit, normiert auf die ZellgroBe, unveridndert. Weiterhin erschienen am Tag PS5
neben den delayed-rectifier-Stromen mit groer Wahrscheinlichkeit Kaliumstrome vom A-Typ. Dies
war daran zu erkennen, dass nach Aktivierung durch Depolarisation ein Peak in der Amplitude zu
messen war, der sich mit verlangerter Aktivierungsdauer verringerte. Der A-Typ-Kaliumstrom wurde
nicht pharmakologisch durch Block von delayed-rectifier-Stromen mit TEA isoliert (siehe z.B. Bor-
dey und Sontheimer, 1997), daher wurde diese Stromkomponente nicht ndher analysiert, sondern es
erfolgte ausschlieBlich eine Analyse des auswirtsgerichteten Stroms im steady-state.

In der verfiigbaren Literatur ist bisher keine Modulation von spannungsabhingigen Kaliumka-
nilen durch LPA beschrieben und auch in den Experimenten wurde keine Verinderung des Stroms
gefunden. Fiir die Erregbarkeit der Neurone war der unveridnderte Auswértsstrom trotzdem von Be-
deutung. Durch den gleichen Einwérts- und Auswirtsstrom verringerte sich die intrinsische Erregbar-
keit in LPP1/1a-shRNA-Neuronen am Tag E18.

6.2.2.3 Der hyperpolarisations-aktivierte Einwértsstrom

HCN-Kanile sind wichtige Regulatoren der dendritischen Integration (Magee, 1999) und des Ruhe-
membranpotenzials von Neuronen (Wahl-Schott und Biel, 2009). Eine LPA vermittelte Modulation
von HCN-Kanilen wurde aus folgenden Griinden vermutet: 1. LPA-Rezeptoren aktivieren Signal-
wege, die den klassischen HCN-Kanalmodulator cAMP durch Aktivierung von G; oder G verdndern
konnen. 2. Uber eine Gg/11-Aktivierung kann der PLC-Signalweg angestoen werden (Noguchi et al.,
2009). Die Aktivierung der PLC kann eine Vergroerung von Iy, zur Folge haben (Pian et al., 2007)
und cAMP kann mit der cAMP-Bindedoméne von HCN-Kanilen interagieren. Weiterhin reicht ei-

ne Verdnderung von /Iy, aus, um die in dieser Arbeit beschriebenen LPA induzierten Verdnderungen
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der exzitatorischen synaptischen Transmission von einem postsynaptischen Standpunkt zu erklédren.
Eine Reduktion von [y, fiihrt zu einer Verkleinerung der elektrotonischen Distanz, wodurch die zeitli-
che Summierung von exzitatorischen Stromen am Soma steigt. Dies wire ein Mechanismus, um eine
Ubererregbarkeit auszulsen (Strauss et al., 2004).

In den durchgefiihrten Experimenten habe ich keine Verdnderung des HCN vermittelten Stroms
nach LPA-Applikation gemessen. Mdogliche Griinde kommen in Betracht. Die dominierende HCN-
Untereinheit in CA1-Neuronen des Hippocampus ist HCN1 (Brewster et al., 2007), die nur sehr ge-
ring durch cAMP moduliert wird (Wahl-Schott und Biel, 2009). Jedoch ist ein cAMP-Anstieg durch
G, unwahrscheinlich, da bisher nur fiir den LPA4-Rezeptor eine Aktivierung gezeigt wurde (Noguchi
et al., 2009) und dieser nicht in Neuronen dieses Alters exprimiert wird (Kieselmann, 2010). Eine In-
hibierung der Adenylatcyclase durch Gj wire denkbar, aber die Auswirkungen wéren moglicherweise
gering, da durch die Eigenschaft von cAMP als second messenger eine strenge Regulation des freien
cAMPs stattfindet (Alberts et al., 2002). Die Modulation durch PLC wurde bisher ausschlieSlich im
Expressionssystem gezeigt (Pian et al., 2007), daher ist es denkbar, dass eine andere Regulation im

akuten Gehirnschnitt vorliegt.

6.2.2.4 Zusammenfassung von 6.2.2

Eine Regulation der Einwértsstrome wurde in LPP1/1a-shRNA-Neuronen nachgewiesen, jedoch
wurde nicht geklidrt, ob die Strome aufgrund der verlangsamten Wanderung (ausgelost durch LPA)
verringert waren oder ob die Verringerung der Strome durch LPA ausgel6st und damit die kortikale
Wanderung verdndert wurde. Diese Arbeit zeigt als erste die Deregulierung von intrinsischen Strémen
von fehlmigrierten Neuronen wihrend der kortikalen Migration. Daher ist es sehr schwierig zu beur-
teilen, ob eine Stromveridnderung ein generelles Attribut von falsch migrierenden Neuronen ist oder
nur in diesem Modell auftritt. Die Funktion von LPA in diesem Modell der Fehlmigration lisst sich

anhand der durchgefiihrten Experimente nicht feststellen.

6.2.3 Synaptische Transmission

Spezifische Signallipide werden im Gehirn nach Neurotransmitterstimulation, Aktivierung von lo-
nenkanélen oder Membrandepolarisierung produziert (Davletov und Montecucco, 2010). Synaptisch
vorkommenden Lipide sind mobil und werden dynamisch reguliert, was durch die Wirkung von syn-
aptischen oder extrazelluldren Proteinen unterstiitzt wird (Davletov und Montecucco, 2010). Eine
bekannte Gruppe dieser Signallipide sind die Endocannabinoide, fiir die gezeigt wurde, dass sie liber
einen retrograden rezeptorvermittelten Mechanismus die synaptische Transmission modulieren (Wil-
son und Nicoll, 2001). Neben Signallipiden sind Interaktionen von Lipiden mit vesikuldren und syn-
aptischen Proteinen wichtig, womit sie auch eine funktionelle Rolle bei der Exozytose und der En-
dozytose von Vesikeln besitzen (Bankaitis und Morris, 2003). Eine Bedeutung von LPA bei Exo-
oder Endozytosevorgingen ist denkbar. Es wurde die Konversion von LPA zu PA durch Endophilin
I beschrieben, was mit einer anschlieBenden Verinderung der Membrankriimmung und Vesikelinter-
nalisierung einhergeht (Schmidt et al., 1999).

In dieser Arbeit habe ich gezeigt, dass LPA selektiv die spontane exzitatorische synaptische Trans-
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mission iiber eine Aktivierung des LPA,-Rezeptors moduliert. Unterstiitzt wird dieses Ergebnis von
dem Befund, dass der LPA,-Rezeptor sowohl im Gehirnschnitt (Trimbuch et al., 2009) als auch in
der priméren neuronalen Zellkultur (Kieselmann, 2010) an exzitatorischen Prasynapsen lokalisiert
ist. Zusitzlich wurde die Anwesenheit von extrazelluldrem Calcium benétigt, da ansonsten eine LPA-
Applikation keinen Effekt hatte. In weiteren Experimenten konnte ich zeigen, dass die Pufferung
von postsynaptisch lokalisiertem Calcium durch BAPTA eine LPA-Wirkung nicht verhindert. Dies
deutet darauthin, dass ein prasynaptischer Calciumeinstrom vermittelt durch den LPA;-Rezeptor fiir
die LPA-Wirkung benétigt wird. Tatsdchlich wurde in der Arbeit von Kieselmann (2010) gezeigt,
dass Applikation von @-Agatoxin, welches prasynaptische P/Q-Typ-Calciumkanéle blockt (Catter-
all, 2000), den LPA-vermittelten Calciumeinstrom reduziert. P/Q-Typ-Calciumkanile werden durch
verschiedene G-Protein gekoppelte Signalwege reguliert (Catterall, 2000). Diese genannten Arbei-
ten unterstiitzen die These, dass LPA die Aktivierung von LPA,-Rezeptoren induziert, welche im
Anschluss eine priasynaptischen Calciumerhohung hervorrufen, wodurch die Vesikelausschiittung
verdndert wird. Da LPA;-Rezeptor defiziente Miuse keine offensichtlichen phinotypischen und mor-
phologischen Verdnderungen zeigen, trigt dieser vorgestellte Mechanismus wahrscheinlich zu einer
Feinregulierung der Prisynapse bei.

Ein dhnlicher prisynaptischer Mechanismus, der sich auf die exzitatorische synaptische Trans-
mission beschrinkt, wurde fiir Neurone der Schicht III des entorhinalen Kortex beschrieben. Prisy-
naptisch lokalisierte HCN-Kanile kolokalisieren mit Cay3.2-Kanilen und Verdnderungen von HCN-
Kanilen fiihren zu einer spezifischen Modulation der Exzitation (Huang et al., 2011). Diese Modula-
tion ist altersabhingig, da die Expression von priasynaptischen HCN-Kanélen im entorhinalen Kortex
mit dem Alter abnimmt (Bender et al., 2007). In dieser Arbeit habe ich die Modulation von HCN-
Kanilen durch LPA untersucht, aber keine Verdnderung dieses Stroms nachgewiesen. Synaptische
HCN-Strome sind nicht durch somatische Ableitungen messbar, womit Verdnderungen nicht regis-
trierbar sind. Durch den aufgezeigten Mechanismus von Huang et al. (2011) ist eine weiterfiihrende

Untersuchung der HCN-LPA-Interaktion weiterhin interessant.

6.2.3.1 Unterschiede zwischen akutem Gehirnschnitt und neuronaler Zellkultur
Warum 16st extrazelluldre LPA-Applikation die hier beschriebene Steigerung der Exzitation in Ge-
hirnschnitten und eine Verringerung der Exzitation in der priméren neuronalen Zellkultur aus? Einer-
seits ist der Differenzierungszustand von Neuronen fiir LPA vermittelte Wirkungen von Bedeutung
(Dubin et al., 2010), andererseits werden durch das Modellsystem primére neuronale Zellkultur Neu-
rone aus ihrer nativen Umgebung entfernt und unter nachgeahmten Bedingungen kultiviert.
Experimente, welche in dieser Arbeit im akuten Gehirnschnitt durchgefiihrt wurden, erfolgten in
Mausen des Alters P21-P30. Im Gegensatz dazu wurden Experimente mit primér kultivierten Neu-
ronen, die zwischen 10-15 Tagen in Kultur waren, durchgefiihrt. Die Wahl eines jiingeren Alters der
kultivierten Neurone erfolgte aus verschiedenen Beweggriinden. Die Kultivierung fand in Abwesen-
heit von Antibiotika statt und ab 14 Tagen in Kultur stieg die Kontaminationsrate an. Des Weiteren
wurde angenommen, dass nach 10 Tagen in Kultur die Synaptogenese abgeschlossen ist (Grabrucker
et al., 2009). Auferdem wurden die Neurone mit einer relativ hohen Dichte kultiviert, wodurch mit

Anstieg der Kulturdauer die Analyse der sPSC-Frequenz unzuldnglich war. Obwohl ein Unterschied
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im untersuchten Alter der Neurone vorhanden war, wurde durch das Ende der Synaptogenese eine
gleiche Funktionalitit der Synapsen vermutet. An diese Uberlegungen schlieBt sich an, dass withrend
der in vitro-Entwicklung von Neuronen eine Veridnderung der Lipidzusammensetzung von neuronalen
Membranen stattfindet und der Anteil von u.a. Glycerophospholipiden mit dem Alter ansteigt (Pri-
netti et al., 2001). Glycerophospholipide sind wichtige Bestandteile von prasynaptischen Membranen
(Davletov und Montecucco, 2010), an denen Vesikel exozytiert werden. Dies lédsst die Schlussfolge-
rung zu, dass Unterschiede auf zelluldrer neuronaler Ebene zwischen der primiren neuronalen Kultur
und dem akuten Gehirnschnitt bestanden, welche ein moglicher Grund fiir die gegenldufigen Ergeb-
nisse sein konnten.

Weiterhin wurden die Neurone in der primiren hippocampalen Zellkultur in Abwesenheit von
Gliazellen kultiviert. Die Abnahme der mEPSCs in der priméren neuronalen Zellkultur kann auch auf
die Abwesenheit von Gliazellen zuriickzufiihren sein. Gliazellen sind in Prozessen wie Glutamatauf-
nahme (Kanai et al., 1993), Kontrolle und Stabilisierung von Synapsen (Ullian et al., 2001) und der
Versorgung mit Nihrstoffen involviert (Tsacopoulos et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass LPA die Ve-
sikelanzahl in der glutamatergen Priasynapse von kultivierten hippocampalen Neuronen um ca. 30%
reduziert (Kieselmann, 2010). Eine mogliche Erklirung wire, dass das Vesikelrecycling wihrend der
LPA-Applikation nicht aufrechterhalten werden kann, weil die Unterstiitzung von Gliazellen hinsicht-
lich Néhrstoffversorgung und Synapsenstabilisierung fehlt. Eine denkbare Konsequenz ist, dass mehr
Vesikel exozytiert als endozytiert werden, was die gemessene Reduktion der mEPSC-Frequenz zur
Folge hat. In der vorliegenden Arbeit habe ich kontinuierliche Aufnahmen der mEPSCs durchgefiihrt,
aber ein, eventuell auch nur kurzfristiger, Anstieg von mEPSCs wurde in den Zellkulturexperimenten
nicht beobachtet. Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis darauf sein, dass in dieser Art der neuronalen
Zellkultur die Vesikelendozytose veridndert ist. Es bietet sich daher an, dass eine Experimentreihe mit

Neuronen, die auf Gliazellen kokultiviert werden, wiederholt wird.

6.3 Funktionelle Konsequenzen

Die zeitliche Begrenzung einer LPA induzierten Wirkung (Dubin et al., 2010) lisst darauf schlieB3en,
dass die in dieser Arbeit dargestellten unterschiedlichen Ergebnisse der LPA-Modulation wahrschein-
lich durch den Entwicklungszustand oder Reifegrad des Neurons determiniert werden.

Eine funktionelle Konsequenz von LPA als positiven Regulator der exzitatorischen synaptischen
Transmission wurde von mir in weiteren Experimenten untersucht. Von diesen Experimenten liegen
jedoch bisher nur vorldufige experimentelle Daten vor. In drei Neuronen wurden im current-clamp
Strom injiziert und die Aktionspotenziale gemessen. LPA-Applikation fiihrte in diesen Experimen-
ten zu einer Verschiebung der Freqeunz-Strom-Kurve (F-I-Kurve) zu kleineren Stromstédrken. Der
Anstieg der F-I-Kurve verdnderte sich nicht (sieche Abbildung 30). In einem anderen untersuchten
CA1-Neuron kam es hingegen zu einer Verringerung der Erregbarkeit, womit deutlich wird, dass
die Qualitdt des patches bzw. des Neurons eine wichtige Rolle spielt. Diese vorldufigen Ergebnis-
se zeigen, dass eine weitere experimentelle Abklidrung aussichtsreich erscheint. Denkbar ist auller-

dem, dass weiterfithrende Experimente in Gegenwart von pharmakologischen synaptischen Blockern



6 DISKUSSION 76

durchgefiihrt werden. Mit den Ergebnissen dieser Experimente kann eine Aussage getroffen werden,
ob dieser Effekt durch erhohte synaptische Aktivitit entsteht (wie beschrieben) oder ob auch intrinsi-

sche Strome beteiligt sind.

A Abbildung 30: Extrazellulires LPA erhoht
20mV die Aktionspotenzialfrequenz.
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Fiir ektopische Neurone wurde gezeigt, dass diese in ihrer neuen Umgebung iiberleben konnen,
jedoch wurde nicht untersucht, ob diese Neurone auch ins neuronale Netz integriert sind (Rouaux
und Arlotta, 2010). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten fehlmigrierten Neurone besallen
funktionelle synaptische Kontakte (siche Abbildung 17). Interessanterweise wird vermutet, dass sich
postsynaptische exzitatorische Neurone aktiv an der Ausbildung synaptischer exzitatorischer Kontak-
te beteiligen (Bannister, 2005). Die vorliegenden experimentellen Daten lassen den Schluss zu, dass
die Synaptogenese von neokortikalen Neuronen einem intrinsisch ablaufenden Programm unterliegt
und unabhingig von der Lokalisation der Neurone ist.

Weiterhin ist im Neokortex eine hohe spezifische Interkonnektivitit der Neurone vorhanden (Ban-
nister, 2005). Neurone der Schichten II/III projizieren intrakortikal (ausschlieBlich ipsilateral), wohin-
gegen die Mehrheit der Neurone der Schicht V zu Zielen im Thalamus projizieren und Subpopula-
tionen auch auf die contralaterale Seite des Kortex (Bannister, 2005). Die beobachtete Anpassung
der intrinsischen elektrischen Eigenschaften (diese Arbeit) und der Morphologie (Velmans, 2010)
konnte eine Verdnderung der axonalen Projektionen induzieren. Eine Storung von intrakortikalen
Verkniipfungen konnte z.B. Verhaltens- oder Bewegungsédnderungen hervorrufen. In dem vorliegen-
den Tiermodell der in utero-shRNA-Elektroporation sind die zu erwartenden Auswirkungen gering,
da nur eine Subpopulation von Neuronen in einem kleinen Gehirnareal von der Migrationsstérung
betroffen war (siche Abbildung 6). AuBlerdem ist fiir den Motorkortex bekannt, dass es in der Folge
von pathologischen oder traumatischen Verinderungen zu Reorganisationen der betroffenen Regio-
nen kommt, welche die weitere, eventuell eingeschrinkte Funktion erlauben (Sanes und Donoghue,
2000).
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6.3.1 Klinische Implikationen

Durch die Vulnerabilitit des embryonalen Gehirns (Rice und Barone, 2000) fithren Stérungen wéh-
rend der Gehirnentwicklung zu geistiger Retardierung, Epilepsie und schwerwiegenden Lernschwie-
rigkeiten (Marin und Rubenstein, 2003). Die hier auf zelluldrer Ebene vermutete Verdnderung im
Lipidstoffwechsel durch knock-down von LPP1/1a verringerte die Erregbarkeit der betroffenen Neu-
rone (sieche Abbildung 12) und fiihrte zu einem postnatalen Migrationsstopp (Velmans, 2010). Migra-
tionsstorungen konnen im Menschen unter anderem zu Lissenzephalie (glattes Gehirn) oder Hetero-
topien fiilhren (Marin und Rubenstein, 2003). Klinisch manifestiert sich eine Epilepsie, die hdufig von
anderen neurologischen Symptomen begleitet wird (Spalice et al., 2009).

Interessanterweise sind krankhafte Verdnderungen des Lipidstoffwechsels beschrieben, die sich
in Form von fortschreitender Epilepsie mit mentaler Retardierung duflern kénnen (Hermansson et al.,
2005). Erwédhnenswert sind die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen, ein Spektrum von vererbbaren
neurodegenerativen Erkrankungen (Hermansson et al., 2005), fiir die eine Erhohung von Phospha-
tidylcholin im Gehirn beschrieben ist (Kikeld et al., 2003). Phosphatidylcholin wird zu anderen
Phospholipiden verstoffwechselt (Brindley und Pilquil, 2009), wodurch eine neuromodulatorische
Wirkung herbeigefiihrt werden kann. Weiterhin fiihrte der knock-out von PRG-1 zu epileptischen
Anfillen und einer erhdhten exzitatorischen synaptischen Transmission von CA1-Neuronen des Hip-
pocampus (Trimbuch et al., 2009). Eine zentrale Rolle vom bioaktiven Phospholipid LPA an die-
sen Vorgingen wurde vermutet (Trimbuch et al., 2009), da es selektiv die exzitatorische synaptische
Transmission moduliert. Weiterhin wurde gezeigt, dass nach einer entorhinalen Kortexldsion (Neuro-
trauma) ATX hochreguliert wird (Savaskan et al., 2007), was moglicherweise zu einer Erhohung des
LPA-Niveaus im Gehirn fiihren kann. Diese Arbeit zeigt, dass LPA-Applikation im Gehirnschnitt zu
einer erhohten Ausschiittung von Glutamat fiihrt, was als Folge die Erregbarkeit erhoht. Dies wire
ein denkbarer Mechanismus, der eine Epilepsie nach Neurotrauma auslésen konnte.

Diese aufgezeigten klinischen Auspriagungen einer Verdnderung des Phospholipidstoffwechsels
weisen darauf hin, dass Phospholipide an physiologischen Vorgingen des ZNS beteiligt sind. Inter-
essanterweise treten Fettleibigkeit, gemessen am body-mass-index, und Epilepsie hiufig zusammen
auf (Daniels et al., 2009), was auf einen weiteren Zusammenhang zwischen Lipidstoffwechsel und
ZNS-Funktion hindeuten konnte.

6.4 Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen die Richtung von weiteren moglichen Experimenten auf. Ei-
ne Messung der tatsdchlich vorkommenden LPA-Konzentration in den untersuchten Gehirnregionen
konnte erfolgen. Ein Ansatz wire, die extrazellulire LPA-Konzentration im Gehirngewebe, in defi-
nierten Gehirnarealen oder im akuten Gehirnschnitt zu bestimmt. Zu bedenken ist, dass LPA sowohl
extra- als auch intrazellular lokalisiert ist (Moolenaar et al., 2004), wodurch die Messung erschwert
ist. Ebenfalls kann das das LPA-Niveau von primér kultivierten Neuronen gemessen werden. Einen
Riickschluss auf den akuten Gehirnschnitt wiirde diese Methode auf Grund ihres modellhaften Cha-

rakters jedoch nur eingeschrinkt zulassen. Im Gehirnschnitt wiederum wire eine Bestimmung der
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Gesamtkonzentration von LPA moglich ohne die Lokalisation zu unterscheiden. Die Messung der
LPA-Konzentration im Gewebe ist fiir die durchgefiihrten LPP1/1a knock-down-Experimente von
Bedeutung. Die Entwicklung einer LPA-Messmethode von Kryostatschnitten des Gehirns wurde fiir
adulte Ratten beschrieben (Aaltonen et al., 2010), eine Ubertragung auf embryonale Mausschnitte
und die Bestimmung in definierten Arealen ist auf Grund der reduzierten Gewebemenge durch das
geringe Alter schwierig.

Ein anderer experimenteller Ansatz, der fiir elektrophysiologische Experimente die Anwendung
erleichtert, wire die Benutzung von Mausmodellen, in denen der LPA-Spiegel veridndert ist. Da eine
Uberexpression von LPP1/1a nicht das Plasmalevel von LPA verindert (Yue et al., 2004), wire ei-
ne Benutzung einer Autotaxin-knock-out-Maus (Autotaxin_/ ~, van Meeteren et al., 2006) denkbar.
Autotaxin—/~-Miuse sind nicht lebensfihig, aber bereits Autotaxint/~-Mzuse (heterozygot) zeigen
eine Reduktion des LPA-Plasmalevels. Die Annahme, dass ein erhohter LPA-Gradient fiir eine ver-
langsamte Migration verantwortlich ist, konnte in Autotaxin heterozygoten Miusen zu einer Ab-
schwichung des Migrationsphénotyps fiihren, da die Gesamt-LPA-Konzentration verringert ist. Falls
eine Abschwichung des Migrationsphéanotypen zu beobachten wire, sollte bei einem kausalen Zu-
sammenhang auch die Verzogerung der Stromentwicklung abgeschwicht sein.

Um eine Aufklirung der Mechanismen der synaptischen Transmission durch LPA zu erzielen,
konnte eine Aufzeichnungen von evozierten postsynaptischen Stromen erfolgen. Uber diese konnte
das AMPA / NMDA-Verhiltnis sowie eine Beteiligung von NMDA untersucht werden. Weiterhin
konnte eine Untersuchung des Gesamtvesikelpools durch tetanische Stimulation oder die Applikation
von hyperosmolarer Losungen erfolgen. Diese Experimente konnten sowohl zu einem Verstindnis
der postsynaptischen Mechanismen (AMPA / NMDA) als auch der priasynaptischen Mechanismen
(Vesikelpool) beitragen.

Unabhingig von physiologischen Untersuchungen wire eine Aufklarung der genaueren Signal-
wege des LPA-Metabolismus in Neuronen von Bedeutung. Dies konnte dazu beitragen, dass zukiinftig

untersuchte LPA-Wirkungen besser verstanden werden.
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7 Anhang

7.1 Sequenzen

shRNA LPP1/1a 230

1 GATCTCGGAA TCTCTGTCTG TTTACTTTCA AGAGAAGTAA ACAGACAGAG ATTCTTTTTT

61 GGAAC

Kontroll shRNA (Luziferase)

1 GATCTCGCGT ACGCGGAATA CTTCGATTCA AGAGATCGAA GTATTCCGCG TACGTTTTTT

61 GGAAC

7.2 Proteindoméinenhomologie von LPP1

InterProScan Results
Summary Table | Tool Output Submission Details == Submit Another Job
InterProScan Visual Output

Download in SVG format

Abbildung 31: Vorhergesagte Doménen von LPP1

InterProScan (version: 4.8) Launched Tue, May 31, 2011 at 10:
Sequence: Sequence_1 Finished Tue, May 31, 2011 at
Length: 283
CRC64: 66969056 8E549CC6
InterPro Match Query e Description
1 283
[ IPRO00326 | Phosphatidic acid phosphatase type 2 /haloperoxidase
PFO1569» W PAP2
SM00014» M acidPPc
SSF48317» W AcPase_VanPs
[ IPRO16118 | Phosphatidic acid phosphatase/chloroperoxidase, N-terminal
G3DSA:1.20.144.10» M P_Acid_Pase/C|_peroxidase N
| nolPR | unintegrated
PTHR10165» M PTHR10165
PTHR10165:5F26» M PTHR10165:5F26
@ PRODOM @ PRINTS @PIR W PFAM W SMART ETIGRFAMs O PROFILE
OHAMAP OPROSITE M SUPERFAMILY ESICNALP ETMHMM [ PANTHER W GENE3D
© European Bioinformatics Institute 2006-2011. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.

:17:08
10:24:21

Ein InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/) von LPP1 (Mus musculus - GenBank Ascession #
AAP04434.1) ergab, dass ausschlieBlich Sequenzihnlichkeiten zu Phosphatasedoménen vorhanden

sind.

7.3 Klonierung, Expression und Charakterisierung von rHCN1

Zu Beginn der Promotion war die Applikation von LPA auf den hyperpolarisationsaktivierten

zyklisch Nukleotid modulierten Kationenstrom HCN geplant. Dieser Strom wird durch eine Ionenka-
nalfamilie vermittelt, die aus 4 Mitgliedern (HCN1-HCN4) besteht. Der durch HCN Kanile vermit-

telte Strom /;, wird durch die zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP moduliert, aber auch andere
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Modulatoren wie Phospholipase C, PIP, (Pian et al., 2006, 2007) und eine pH Sensitivitdt (Munsch
und Pape, 1999; Stevens et al., 2001) sind bekannt. Eine Aktivierung von G-Protein gekoppelten Re-
zeptoren durch LPA 16st Signalkaskaden aus, die als downstream-Ziel Phospholipase C aktivieren
als auch das cAMP-Niveau regulieren konnen. Als Kandidat wurde HCN1 gewihlt, da diese Unter-
einheit sowohl im Dendriten von pyramidalen Neuronen der CA1-Region als auch von pyramidalen
Neuronen der Schicht V im Neocortex prominent exprimiert wird. Aulerdem wurde eine Modulati-
on von HCN1 durch Phospholipase C beschrieben. Eine Modulation durch cAMP ist im Vergleich
mit den anderen HCN-Untereinheiten gering, aber vorhanden. Es wurde HCN1 aus der Ratte par-
allel zu den anderen Experimenten kloniert. Ein weiterer Vorteil war, dass der durch diesen Kanal
vermittelte Strom dieser Spezies bisher nicht vollstindig beschrieben wurde und sich nur in wenigen

Aminosiduren vom HCN1-Protein der Maus unterscheidet.

Strategie und Klonierung von HCN1

Die Amplifizierung des HCN1-Gens (NM_053375.1), dessen offener Leserahmen ca. 2.8 kb grof3
war, konnte nicht mit einer einzelnen PCR durchgefiihrt werden (Ergebnisse nicht gezeigt), daher
wurde eine andere Strategie gewdhlt. Fiir die Klonierung wurden 2 Primerpaare designt, die an ei-
ner einzelnen BamH1-Schnittstelle iiberlappten (siehe Abbildung 32A). Durch diese Wahl hatten die
Fragmente eine Linge von ca. 1,5 kb und 1,3 kb und konnten durch Restriktion mit BamH]1 in der
richtigen Richtung zusammengefiigt werden. Die Amplifikation (35 Zyklen mit 20 s bei 95°C; 20
s bei 65°C; 3 min bei 72°C) erfolgte mit den Primerpaaren HCNI FW (GTC CTT CGG GCA TGG
AAG GCG G) und HCNI middleRV (CCG TCA CGA AAT TGG GAT CCG CG) sowie HCNI middleFW
(ACG CGG ATC CCA ATT TCG TGA CGG) und HCNI RV (CAA TCA GCA AGA ATC ATA AAT TCG
AAG C) aus Gesamthirn cDNA, die mit oligo-dT-Primern nach dem Protokoll des Herstellers herge-
stellt wurde (Smartll-Kit, Clontech). Die fertigen PCR-Produkte (siche Abbildung 32B) wurden in
den Vektor pCR2.1 inseriert. Kontrollrestriktionen bestétigten die Anwesenheit und Linge der PCR-
Produkte, eine Sequenzierung bestitigte die Richtigkeit der DNA-Sequenzen. Im Anschluss wurden
die zwei Fragmente mit EcoR1 und BamH1 geschnitten, der Zielvektor (pIRES-dsRed-Express) wur-
de ausschlieBlich mit EcoR1 geschnitten, und in einem Gel aufgetrennt (siche Abbildung 32C). Nach
Aufreinigung der Fragmente wurden diese ligiert und in E. coli transformiert. Der full-length-Klon
wurde pIRES-dsRed-Express-HCN1 (siehe Abbildung 32D) genannt und durch eine erneute Sequen-
zierung und Kontrollrestriktion iiberpriift. Durch Expression in HEK293 Zellen sollte der Klon auf

Funktionalitit iiberpriift werden.

Expression und Charakterisierung von HCN1 in HEK293 Zellen

Der erfolgreichen Klonierung folgte eine Expression in HEK293 Zellen, um die Funktionalitéit
des Konstrukts zu verifizieren. Die Moglichkeit der Expression von HCN1 in HEK293 Zellen war
fiir andere Spezies bekannt (Stieber et al., 2005) und auch HCN1 der Ratte wurde bereits in HEK293
Zellen exprimiert (Miiller et al., 2003). In der Arbeit von Miiller et al. (2003) wurde eine ausreichende

Charakterisierung von HCN1 aus Ratte nicht vorgenommen.
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Das Ziel der Klonierung von HCN1 war, die direkte Modulation durch LPA zu untersuchen.
Durch den negativen Ausgang der Experimente in Abschnitt 5.4 wurde beschlossen keine LPA-
Applikationsexperimente im Expressionssystem durchzufiihren.

Fiir die experimentelle Charakterisierung des HCN1 mediierten Stroms sowie weiterfithrende
Untersuchungen verweise ich auf die Publikation Battefeld, A., Bierwirth, C., Li, Y.C., Barthel, L.,
Velmans, T., Strauss, U. (2010). I, “run-up” in rat neocortical neurons and transiently rat and human
HCN1-expressing HEK293 cells. Journal of Neuroscience Research, 88:3067-3078. Mein Beitrag zu
dieser Publikation liegt bei 70%.

A
EcoR1 HCN1.1 BamH1 HCN1.2 EcoR1
1.5kb 1.3kb
ATG Hcn1/ NM_053375.1 STOP
B C D
M id2 w3 . 4 Mz 12527 3 4. alle g M1
10 kb o 10 kb | et
10 kb ' -‘u Ay
25kb S5 weEE = .
1.5kb ——— 1.5 kb g - sl 5 kb I
06kb ¥ 1.0 KD . - §EB~ S
0.6 kb = — 05 kb En — -
0.4 kb :
: 2 kb
0.2 kb
1.5kb

Abbildung 32: Klonierungsdesign und Amplifikation von HCN1
A. Die beiden Fragmente HCN1.1 und HCN1.2 iiberlappten an einer einzigen BamH1-Schnittstelle.
Das Startcodon ist mit ATG und das Stoppcodon mit TGA gekennzeichnet.
B. Amplifikation von HCN1 aus Gesamthirn cDNA. Die Spuren 1 und 2 wurden mit dem Produkt der
Primerkombination HCNI FW und HCNI middleRV beladen, die Spuren 3 und 4 mit dem Produkt
der Primer HCNI middleFW und HCNI RV.
C. Aufgetragen sind Restriktionsverdaue des Leervektors pIRES-dsRed-Express (Spur 1 und 2 mit
EcoR1), des Vektors pCR2.1-HCN1.1 (Spur 3 und 4 mit EcoR1 und BamH1) und des Vektors
pCR2.1-HCN1.2 (Spur 5 und 6 mit EcoR1 und BamH1). Mit einem Pfeil in den Spuren 3-6 sind
die Fragmente von HCN1 markiert.
D. Nach einem Restriktionsverdau von pIRES-dsRed-Express-HCN1 mit EcoR1 zeigt das Gel zwei
Fragmente. Full-length HCN1 ungefihr 2.8 kb l4uft in entsprechender Hohe (Pfeil) und der Vektor-
backbone mit einer Grofle von 5.2 kb lduft auch auf der richtigen Hohe. Die mit M gekennzeichnete
Spur wurde in B, C und D mit dem Marker HyperladderI (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) bela-
den. Es wurden 1% TBE Agarose-Gele benutzt.
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