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1. Einleitung

1.1 Inhibitorische synaptische Transmission im zentralen Nervensystem

Im zentralen Nervensystem (ZNS) ist y-Aminobuttersédure (GABA) der am weitesten verbreite-
te inhibitorische Neurotransmitter (Cherubini und Conti, 2001). GABA wird auf der présynap-
tischen Seite durch die Glutamat-Decarboxylase (GAD) aus Glutamat synthetisiert, in prasy-
naptischen Vesikeln gespeichert und aus diesen in den synaptischen Spalt freigesetzt. Dort
bindet es an GABA-Rezeptoren und wird durch Diffusion und GABA-Transporter (GAT) aus
dem synaptischen Spalt eliminiert.

Aus der Prasynapse freigesetztes GABA kann sowohl an pré- als auch an postsynaptisch
lokalisierte GABA-Rezeptoren binden, wobei die bei der Zusammensetzung verwendeten Unter-
einheiten die Figenschaften des Rezeptors bestimmen. Unterschieden werden zum gegenwirti-
gen Zeitpunkt GABA -, GABAg- und GABA-Rezeptoren. GABAg-Rezeptoren sind iiber
G-Proteine an Ca?*- und K-Kaniile gekoppelt, kénnen dariiber hinaus jedoch in weitere intra-
zelluldre Signalwege einmiinden und pharmakologisch von ionotropen GABA-Rezeptoren unter-
schieden werden (Mehta und Ticku, 1999). Zu den ionotropen GABA-Rezeptoren gehoren die
GABA ,- und GABA -Rezeptoren, wobei letztere sich durch den Einbau von p-Untereinheiten
auszeichnen. Auch diese unterscheiden sich von GABA ,-Rezeptoren in ihren pharmakologischen
Eigenschaften — insbesondere werden sie nicht durch Bicucullin blockiert oder Benzodiazepine
moduliert (Mehta und Ticku, 1999).

Hinsichtlich des GABA ,-Rezeptors besteht momentan Konsens dahin gehend, dass es sich
hierbei um ein Pentamer handelt. Zusammengesetzt wird er aus einer Vielzahl moglicher Un-
tereinheiten. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden die Untereinheiten aq_¢, 814, Y1_3, €, 8 und
m und p;_3 identifiziert (Cherubini und Conti, 2001) (Abb. 1.1C). Da von den einzelnen Un-
tereinheiten zusétzlich noch Splice-Varianten existieren, ist eine uniiberschaubare Anzahl von
Kombinationen denkbar. Momentan geht man jedoch davon aus, dass ein GABA ,-Rezeptor
entweder aus zwei «, zwei § und einer v oder aber aus zwei «, einer 3 und zwei v Untereinheiten
zusammengesetzt wird (Mehta und Ticku, 1999) (Abb. 1.1).

Nach Aktivierung des GABA j-Rezeptors durch GABA kommt es zu einer Erhéhung der
Leitfahigkeit fiir Chloridionen (C17). Je nach Verhéltnis von intrazelluldrer zu extrazelluldrer

Cl™-Konzentration kommt es zum Ein- oder Ausstrom von Cl~ und damit zu einer Hyper- oder
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Abbildung 1.1: Aufbau des GABA-Rezeptors nach Cherubini und Conti (2001). A: GABA ,-
Rezeptor-Untereinheiten bestehen aus einem langen extrazelluldren N-
Terminus, vier Transmembrandoménen (M1-M4), einer intrazelluldren Schlei-
fe zwischen den Abschnitten M3 und M4, welche Phosphorylierungsstellen
enthélt, sowie einem relativ kurzen extrazelluldren C-Terminus. B: GABA -
Rezeptoren sind Pentamere. Der zentrale Cl™-Kanal wird durch die fiinf
M2-Doménen gebildet. C: Verwandtschaftsgrad der verschiedenen GABA-
Rezeptor-Untereinheiten.

Depolarisation. Unabhéngig von der Verdnderung des Membranpotentials kénnen zusétzlich
durch die Verringerung des Membranwiderstands distale, exzitatorische Eingénge unterdriickt
werden (,,Shunt“-Mechanismus).

Sowohl die Hyperpolarisation als auch der Shunt-Mechanismus tragen im adulten ZNS
zur schnellen, inhibitorischen synaptischen Transmission bei, die in verschiedenen physiologi-
schen Prozessen wie der Netzwerksynchronisierung, der Generierung von Theta- oder Gamma-
Rhythmen und nicht zuletzt bei kognitiven Funktionen eine herausragende Rolle spielt. Die
GABAerge Inhibition spielt dariiber hinaus eine wesentliche Rolle in der Genese und Patho-
physiologie der Epilepsie (Olsen et al., 1999), und bietet Angriffspunkte fiir eine grofie Anzahl
klinisch wirksamer Pharmaka.

Aufgrund der bereits angedeuteten Komplexitit der GABAergen Inhibition ergibt sich eine

Vielfalt an moglichen Modulationen. Auf jeder der erwihnten Ebenen — Prasynapse, synap-



tischer Spalt und Postsynapse — ist eine Steuerung der GABAergen Hemmung moglich. So
kann die Anzahl der GABAergen Kontakte, die Synthese von GABA, das Beladen der prisy-
naptischen Vesikel, das Freisetzungsverhalten oder die Wiederaufnahme von GABA an der
Préasynapse durch duflere Einfliisse verdndert sein, wihrend an der Postsynapse die grofie An-
zahl moglicher Rezeptorzusammensetzungen, die Leitfahigkeit des einzelnen Rezeptors, deren
Anzahl oder der Phosphorylierungszustand des Rezeptors als mogliches Ziel steuernder Me-
chanismen in Betracht kommen. Nicht zuletzt haben die Wiederaufnahme von GABA und die
Diffusion aus dem synaptischen Spalt Einfluss auf die Eigenschaften der inhibitorischen Trans-
mission. Dies verdeutlicht die Probleme, die bei dem Versuch einer eindeutigen Zuordnung
zwischen einem modulierenden Faktor und einem bestimmten Wirkungsmechanismus entste-

hen.

1.2 Bedeutung neurotropher Faktoren

Die Entwicklung des peripheren und zentralen Nervensystems wird unter anderem von Neuro-
trophinen (NT) gesteuert (Huang und Reichardt, 2001). Klassischerweise werden sie als Uberle-
bensfaktoren verstanden. Zum Beispiel fiihrt das Fehlen von BDNF (brain derived neurotrophic
factor) zu einer drastischen Verringerung der Neuronzahl in peripheren sensorischen und sympa-
thischen Ganglien (Ernfors et al., 1994; Klein, 1994), zu verlangsamtem neuronalen Wachstum
und zu reduzierter axonaler Myelinisierung im ZNS (Cellerino et al., 1997).

Neurotrophine stellen eine Klasse diffundibler Neuropeptide dar, deren Prototyp NGF (nerve
growth factor) bereits in den 50er Jahren entdeckt wurde (Levi-Montalcini et al., 1954). Dartiber
hinaus gehoren fiinf weitere Proteine zu den Neurotrophinen: BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6 und
NT-7, wobei NT-6 und NT-7 bisher nur bei Fischen gefunden wurden und hochstwahrscheinlich
fiir Sdugetiere bedeutungslos sind (Huang und Reichardt, 2001). Sie kommen in Form nicht-
kovalent gebundener Homodimere als auch als Heterodimere vor und werden in Abhéngigkeit
von neuronaler Aktivitéit freigesetzt.

Neurotrophine kénnen in sekretorischen Vesikeln gespeichert werden, die in unmittelbarer
Néhe von Synapsen lokalisiert sind (Haubensak et al., 1998). Dariiber hinaus ist bekannt,
dass eine durch Kaliumchlorid (KCl) induzierte Depolarisation in hippokampalen Neuronen die
Freisetzung von BDNF ebenso erhoht wie die Hochfrequenzstimulation glutamaterger Synapsen
(Griesbeck et al., 1999; Hartmann et al., 2001), wobei ein Anstieg des intrazelluliren Ca®"
sowohl die Sekretion auslost als auch die Transkription von BDNF selbst steigert (Hartmann
et al., 2001; Tao et al., 2002).

Ob es sich bei der Freisetzung von BDNF um ein antero- oder retrogrades Signal mit auto-

oder parakrinem Wirkungsweg handelt, ist zum gegenwértigen Zeitpunkt noch offen. Sowohl



ein anterograder, axonaler Transport und postsynaptische Internalisierung von BDNF (Koha-
ra et al., 2001; Caleo et al., 2000) als auch die postsynaptische Freisetzung von BDNF mit
anschliefender Wirkung an der priasynaptischen Terminalie (Hartmann et al., 2001) wurden
beschrieben.

Jedes der Neurotrophine bindet mit niedriger Affinitdt an den p75NT-Rezeptor, welcher zur
Familie der TNF-Rezeptoren gehort. Hochaffine und spezifischere Bindungen gehen Neurotro-
phine mit Tyrosinkinase-Rezeptoren (Trk) ein. Von diesen sind drei — TrkA, TrkB und TrkC —
bekannt. Das hier interessierende Neurotrophin BDNF bindet hochspezifisch an TrkB, das auch
als Rezeptor fiir NT-4/5 und NT-3 dienen kann. TrkA- und TrkC-Rezeptoren besitzen jedoch
fiir BDNF keine nennenswerte Affinitéat (Abb. 1.2A). Die Vielfalt an Neurotrophin-Rezeptoren
wird durch verschiedene Splice-Varianten weiter erhoht. Vom TrkB-Rezeptor sind zusétzlich
zum vollstdndigen Rezeptor TrkB.FL eine ganze Reihe von Rezeptorenvarianten mit verkiirz-
ten intrazelluldren Domé&nen (u.a. TrkB.T1) bekannt (Barbacid, 1994; Stoilov et al., 2002).
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Abbildung 1.2: Neurotrophine und ihr Signalweg. A: Affinitdten der einzelnen Neurotrophine
zu den verschiedenen Trk-Rezeptoren nach Barbacid (1994) und Klein (1994).
Niedrige Affinitdten sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. B: Intra-
zelluldre Signalkaskade des Trk-Rezeptors (vereinfacht nach Patapoutian und
Reichardt (2001) und Gunn-Moore und Tavare (1998)).

Die Bindung von BDNF an den TrkB-Rezeptor fiihrt zur Dimerisation zweier TrkB-Rezep-
toren, die intrazelluldren Tyrosinreste werden phosphoryliert und stoflen iiber Adapterproteine
eine Vielzahl intrazelluldrer Signalkaskaden an (Huang und Reichardt, 2001). Die drei wesent-
lichen Signalwege nehmen ihren Ausgang von der Aktivierung der Phospholipase C (PLC) 7,
von Ras und der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Insbesondere die letzteren steuern die
Transkription verschiedener Gene - unter anderem der GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten o g
und 7, (Bulleit und Hsieh, 2000).



Diesen langsamen und letztlich auf einer Steuerung der Transkription beruhenden Signalwe-
gen steht der schnelle PLC-v-vermittelte Anstieg von Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphos-
phat (IP3) und sukzessive des intrazelluliren Ca** gegeniiber. Damit sind die Voraussetzungen
fiir die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) wie auch Ca?*-Calmodulin-regulierter Kinasen
und Phosphatasen gegeben (Huang und Reichardt, 2001).

Unklarheit besteht momentan dariiber, ob freigesetztes BDNF die Proteinkinase A (PKA)
aktivieren kann und wenn ja, ob es sich hierbei um einen TrkB-vermittelten Prozess handelt
(Knipper et al., 1993; Cai et al., 1999; Tartaglia et al., 2001). Im Gegensatz hierzu, verdichten
sich die Hinweise darauf, dass cAMP- und TrkB-abhéngige Signalwege in eine gemeinsame
Endstrecke einmiinden kénnen (Gaiddon et al., 1996; Tartaglia et al., 2001).

Aufgrund dieser Vielfalt intrazellularer Signalwege kann vermutet werden, dass BDNF auf
eine Reihe von Mechanismen der synaptischen Ubertragung Einfluss nehmen kann.

Hier ist zunéchst die hippokampale Langzeitpotenzierung (LTP) zu nennen. Diese ist bei
chronischer Abwesenheit von BDNF in genmanipulierten Tieren beeintriachtigt (Korte et al.,
1995; Patterson et al., 1996). Aber auch eine akute, BDNF-induzierte Verdnderung der LTP
durch BDNF wurde beschrieben (Minichiello et al., 2002; Kovalchuk et al., 2002). Die Erreg-
barkeit von Neuronen ist ein weiterer funktioneller Parameter, der durch BDNF beeinflusst
wird. So hat ein Fehlen von BDNF durch die Verringerung der Dichte spannungsabhéngiger
Nat-Kanile sowohl eine Reduktion der Erregbarkeit als auch funktionelle Defizite im Entla-
dungsverhalten retinaler Ganglienzellen (RGZ) zur Folge (Rothe et al., 1999). Auf der anderen
Seite kann BDNF auch durch Aktivierung eines Na™-permeablen Kanals zur Depolarisation
von Neuronen fithren (Kafitz et al., 1999; Blum et al., 2002), wobei momentan nicht geklart ist,
welcher Natur die Interaktion zwischen dem Na™-Kanal und dem TrkB-Rezeptor ist. Interessant
in diesem Zusammenhang ist, dass hinsichtlich der BDNF-Wirkung auf die neuronale Erreg-
barkeit offensichtlich regionale Unterschiede bestehen. So konnte in hippokampalen Kulturen
keine Verdnderung des intrinsischen Entladungsverhaltens durch BDNF nachgewiesen werden
(Bolton et al., 2000).

Die glutamaterge synaptische Transmission als das wesentliche exzitatorische Neurotrans-
mittersystem im ZNS unterliegt ebenfalls BDNF-abhéingigen Verdnderungen. So konnte ge-
zeigt werden, dass BDNF durch eine prasynaptische Modulation die Freisetzung von Glutamat
erhohen und damit die glutamaterge Exzitation verstirken kann (Lessmann und Heumann,
1998). Interessanterweise scheint dieser Effekt vom Phénotyp des postsynaptischen Neurons
abzuhéngen: Liegt ein GABAerges Interneuron vor, so kommt es zwar ebenso wie im Falle ei-
nes glutamatergen Neurons zu einer Erhohung der Freisetzungswahrscheinlichkeit, nicht aber zu
einer Amplitudenzunahme evozierter exzitatorischer Strome (eEPSC) (Schinder et al., 2000).

Fehlt BDNF, so kommt es zu einer Verringerung angedockter Vesikel an der Prasynapse und



anschliefend zur Beeintrichtigung der synaptischen Funktion. Dies beruht auf einer Reduktion
von Synaptophysin und -brevin, wie von Tyler und Pozzo-Miller (2001) an exzitatorischen
Synapsen im Hippokampus gezeigt werden konnte. Zusétzlich spielt BDNF durch Steuerung
der Offnungswahrscheinlichkeit von NMDA-Rezeptoren auch an der postsynaptischen Seite
glutamaterger Synapsen eine bedeutende Rolle (Levine et al., 1998).

Die klinische Relevanz von BDNF ergibt sich zum einen aus der beschriebenen Eigenschaft
als neurotropher Faktor, zum anderen aus der Féahigkeit, die synaptische Transmission zu steu-
ern. So wurde spekuliert, dass die drastische Reduktion von BDNF-mRNA im parietalen Cortex
beim Morbus Alzheimer als eine Ursache des Funktionsverlusts cholinerger Neurone in Betracht
kommt (Holsinger et al., 2000). Beim Morbus Parkinson — einer weiteren neurodegenerativen
Erkrankung — kommt es zu einer Reduktion von BDNF in der Pars compacta der Substan-
tia nigra, weshalb auch hier das Fehlen von neurotrophen Faktoren als méglicher Grund fiir
den Verlust dopaminerger Neurone anzusehen ist (Parain et al., 1999). Weniger auf neurotrophe
Wirkungen als vielmehr auf eine Modulation der neuronalen Erregbarkeit und der synaptischen
Transmission ist die Rolle von BDNF bei der Entwicklung von Epilepsien zuriickzufiihren (Bin-
der et al., 2001).

1.3 Neurotrophinerge Modulation der GABAergen synaptischen Trans-
mission

Dass auch die GABAerge synaptische Transmission einer neurotrophinergen Modulation unter-
liegt, stellte sich erst kiirzlich heraus (Tanaka et al., 1997). Die entscheidende Frage ist jedoch
nach wie vor, in welcher Richtung und iiber welchen Mechanismus BDNF die GABAerge Inhi-
bition beeinflusst.

Betrachtet man in erster Linie BDNF-induzierte morphologische Verdnderungen, so besteht
momentan Ubereinkunft dahin gehend, dass BDNF die Reifung GABAerger Synapsen und Neu-
rone beschleunigt (Huang et al., 1999; Yamada et al., 2002). Darunter fillt auf der einen Seite
die BDNF-induzierte und auf GABAerge Neurone beschrinkte Zunahme des Somadurchmes-
sers in Kultur (Yamada et al., 2002). Zum anderen fordert BDNF in hippokampalen Kulturen
die Formation GABAerger Verbindungen wahrscheinlich durch vermehrtes Aussprossen von
Dendriten GABAerger Neurone (Vicario-Abejon et al., 1998). Doch auch die Morphologie der
prasynaptischen Seite wird durch BDNF verdndert: In hippokampalen Kulturen zeigen GAD-
markierte Boutons unter BDNF eine Gréflenzunahme, ohne ihre Anzahl zu verandern (Bolton
et al., 2000). Im Widerspruch dazu steht die Arbeit von Murphy et al. (1998), die im glei-
chen Préparat eine Zunahme der Dichte GAD-postiver Punctae durch BDNF beobachteten. In
der Regel bewirkt eine Steigerung der neuronalen Aktivitéit eine Zunahme der Anzahl GAD-



positiver Boutons, ein Effekt der durch TrkB-Blockade mittels spezifischer Antikérper gehemmt
wird (Marty et al., 2000). Dies stiitzt den Standpunkt, dass BDNF die Bildung GAD-positiver
Boutons und damit GABAerger Synapsen foérdert.

Sowohl auf der Ebene der Transkription als auch der Translation von GABA ,-Rezeptor-
Untereinheiten konnte BDNF als steuernder Faktor ausgemacht werden (Thompson et al.,
1998; Yamada et al., 2002). Diese Wirkung von BDNF wurde in zerebelldren Kulturen als
MEK-abhéngig und TrkB-vermittelt beschrieben (Bulleit und Hsieh, 2000). Damit entsteht
eine weitere Moglichkeit fiir BDNF, die GABAerge Inhibition entscheidend zu beeinflussen.

Auf der funktionellen Seite sind die vorliegenden Ergebnisse ausgesprochen widerspriichlich.
Sie reichen von fehlender Modulation GABAerger Miniaturstrome (mIPSC) durch BDNF (Paul
et al., 2001) tber die deutliche Erhohung der mIPSC Frequenz bei unveridnderter Amplitude
(Bolton et al., 2000) bis zur ausschlielichen Verringerung der Amplitude bei konstanter Fre-
quenz (Briinig et al., 2001) in ein und demselben Praparat — der hippokampalen Kultur. Da
bereits gezeigt wurde, dass BDNF die Freisetzung von GABA, Dopamin, Acetylcholin (ACh),
Glutamat und Serotonin TrkB-abhéngig verstirken kann (Sala et al., 1998; Goggi et al., 2002;
Yamada et al., 2002), erscheint eine prasynaptische Steuerung durch BDNF an der GABAergen
Synapse wahrscheinlich und erkldrt zumindest einen Teil der Beobachtungen. Frerking et al.
(1998) fanden allerdings, dass BDNF die Freisetzungswahrscheinlichkeit GABAerger Synapses
auch herabsetzen und so zu einer Supression der GABAergen Transmission fithren kann.

Zusétzlich wird die Lage dadurch kompliziert, dass GABA in jungen hippokampalen Kul-
turen im Gegensatz zu élteren als exzitatorischer Neurotransmitter wirkt und die BDNF-
Expression verstidrken kann (Obrietan et al., 2002). Die postsynaptische Wirkung von GABA
entscheidet also dariiber, ob es eine Riickkopplung {iber BDNF mit zum Beispiel Modulation
der prasynaptischen Freisetzungswahrscheinlichkeit geben kann oder nicht. In Praparationen
mit unreifen Neuronen — zum Beispiel in Kulturen oder Hirnschnitten sehr junger Tiere —,
in denen GABA noch exzitatorisch wirkt, konnten somit vollstéindig andere Wirkungen von
BDNF beobachtet werden. Dafiir spricht, dass in hippokampalen Schnitten mit reiferen Neu-
ronen grofitenteils eine BDNF-induzierte Suppression der GABAergen Inhibition beobachtet
wurde (Tanaka et al., 1997; Frerking et al., 1998; Olofsdotter et al., 2000). Ob diese Sup-
pression der GABAergen Hemmung auf eine pri- oder postsynaptische Wirkung von BDNF
zuriickzufiithren ist, wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Sowohl fiir eine préasynaptische
Wirkung (Frerking et al., 1998; Vicario-Abejon et al., 1998; Bolton et al., 2000; Olofsdotter
et al., 2000; Baldelli et al., 2002) als auch fiir eine postsynaptische (Tanaka et al., 1997; Briinig
et al., 2001) existieren eindrucksvolle Hinweise.

Wie schon angedeutet, konnten diese Diskrepanzen auf unterschiedliche Entwicklungsstande

des jeweils untersuchten Systems zuriickzufiihren sein, da sowohl die GABAerge synaptische



Transmission als auch das neurotrophinerge System deutlichen entwicklungsbedingten Verénde-
rungen unterworfen sind. So verdndert sich die Expression von BDNF und TrkB-Rezeptor mit
zunehmendem Alter (Klein et al., 1990; Friedman et al., 1991; Merlio et al., 1992) und ansteigen-
der neuronaler Aktivitdt (Goodman et al., 1996; Griesbeck et al., 1999; Hartmann et al., 2001).
Als weitere Ursachen fiir die deutlich verschiedenen Beobachtungen sind die BDNF-abhéngi-
ge Myelinisierung (Cellerino et al., 1997) und die Entwicklung des Entladungsverhaltens, die
ebenfalls unter dem Einfluss von BDNF steht (Rothe et al., 1999), in Betracht zu ziehen.

1.4 GABAerge synaptische Transmission im Colliculus superior

Die paarig angelegten Colliculi superiores (CS) bilden als mesencephale Strukturen zusammen
mit den Colliculi inferiores das Tectum mesencephalicum. Die Hauptaufgabe des CS liegt in
der Hinwendung sensorischer Organe auf neue und relevante Reize in der Umgebung (Grantyn,
1988) - im Falle orientierender Augenbewegungen auch als , visueller Greifreflex“ bezeichnet.

Der CS besitzt eine laminére Struktur und setzt sich aus dem Stratum zonale, Stratum gri-
seum superficiale (SGS), Stratum opticum (SOp), Stratum griseum medium, Stratum medullare
medium, Stratum griseum profundum und schlieBlich dem Stratum medullare profundum zu-
sammen. Die drei erstgenannten Schichten werden dabei zum visuellen CS zusammengefasst
(Grantyn, 1988) (Abb. 1.3), dessen Aufgabe ausschliefllich in der Verarbeitung visueller Infor-
mationen liegt. Wahrend im SOp vorwiegend Axone verlaufen, liegen in den oberflichlicheren
Schichten Neurone in hoher Dichte. Diese konnen aufgrund ihrer Morphologie in sechs Klas-
sen unterteilt werden: Marginalzellen, multipolare Zellen, Horizontalzellen, Sternzellen sowie
Vertikalzellen mit weitem und schmalem Dendritenfeld (Isa und Saito, 2001; Edwards et al.,
2002).

Retinale Afferenzen stellen einen Grofiteil der Eingénge des visuellen CS dar. In ausgewach-
senen Ratten und Méausen handelt es sich hierbei in der groflen Mehrheit um Axone kontrala-
teraler retinaler Ganglienzellen (RGZ); nur 3-5% der Axone ziehen von der ipsilateralen Retina
zum visuellen CS. Jedem Areal auf der Retina entspricht eine charakteristische Projektionszone
im CS - es entsteht eine retinotope Karte. Die Aktivitéitsverteilung im visuellen CS korrespon-
diert also mit der der Retina und des ipsilateralen visuellen Kortex, von welchem der visuelle CS
weitere Afferenzen erhilt. Neurotransmitter dieser zwei Haupteingénge ist Glutamat (Grantyn,
1988). Weiterhin terminieren im visuellen CS Axone aus dem kontralateralen Nucleus parabi-
geminalis, bei denen es sich um Axone cholinerger Projektionsneurone handelt (Binns, 1999).
Umgekehrt endet ein Teil der Axone von Projektionszellen aus dem visuellen CS im Nucleus
parabigeminalis.

Damit erhalten die oberflachlichen Schichten des CS ausschliefSlich visuelle Informationen —
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Abbildung 1.3: Der Colliculus superior ist eine Struktur des Tectum mesencephalicum und be-
steht aus Stratum zonale (nicht illustriert), Stratum griseum superficiale (SGS)
und Stratum opticum (SOp) (vereinfacht nach Grantyn (1988) und Jiittner
et al. (2001b)). Schematisch sind eine Horizontal- und Projektionszelle und
die in der Préparation verwendete Schnittfithrung dargestellt.

im Gegensatz zu den tieferen Anteilen, wo die eigentliche Integration multimodaler Informatio-
nen und die Generierung von Sakkaden stattfindet. Neurone im visuellen CS projizieren sowohl
in die tieferen Schichten des CS als auch auch in eine ganze Reihe anderer Strukturen wie z.B.
den Thalamus (Isa et al., 1998; Lee et al., 2001; Isa und Saito, 2001), weshalb die Aufgabe des
visuellen CS also nicht allein im Weiterreichen visueller Signale an die tieferliegenden Schichten
liegt.

Lange bevor Mause an ihrem 13. Lebenstag ihre Augen 6ffnen und der Colliculus seine
physiologische Rolle erfiillen muss, erreichen erste retinale Axone am Embryonaltag 16 und
damit 3 Tage vor der Geburt den CS (Reece und Lim, 1998). Wenig spéter, am ersten Tag nach
Geburt, haben diese bereits exzitatorische Synapsen gebildet und sind funktionstiichtig (Lo
und Mize, 1999). Kortikale Afferenzen erreichen den CS deutlich spiter am postnatalen Tag 3
(Thong und Dreher, 1986). Ungeklért ist, zu welchem Zeitpunkt die kortikotektale Verbindung
vollsténdig entwickelt ist.

Auch die synaptischen Verbindungen innerhalb des visuellen CS unterliegen Reifungspro-
zessen. Bereits kurz nach der Geburt konnte Spontanaktivitdt in Schnittpréparaten des CS
nachgewiesen werden, die sowohl durch Antagonisten der GABAergen Hemmung als auch der

glutamatergen Exzitation beeinflusst werden konnte (Jiittner et al., 2001a). Dies lésst vermuten,



dass bereits zu diesem frithen Zeitpunkt funktionstiichtige synaptische Verbindungen vorliegen.

Von den bereits angesprochenen Neuronklassen sind Sternzellen, Horizontalzellen und eine
Subpopulation der Vertikalzellen — die sogenannten piriformen Zellen — GABAerge inhibito-
rische Interneurone (Mize, 1992), die GABAerge Synapsen in hoher Zahl bilden. Das erklért,
warum in Hirnschnitten von 3-4 Wochen alten Ratten elektrophysiologisch GABAerge Eingénge
— zumeist GABA ,-Rezeptor-vermittelt — in fast allen getesteten Neuronen festzustellen sind
(Edwards et al., 2002). Der visuelle CS ist also als eine Hirnregion zu betrachten, die besonders
reich an GABAergen Neuronen ist und sich demzufolge zum Studium der GABAergen Inhibi-
tion und deren Modulatoren hervorragend eignet. Die hier vorliegenden GABAergen Synapsen
wurden bereits in einer Reihe von Untersuchungen unter verschiedensten experimentellen Be-
dingungen sowohl in Kultur (Warton et al., 1990; Kraszewski und Grantyn, 1992) als auch in
Schnittpraparationen (Jiittner et al., 2001a,b; Clark et al., 2001; Edwards et al., 2002) studiert.

Kurz nach der Geburt zeichnen sich GABA 4-Rezeptor-vermittelte Strome durch ihre lan-
ge, fluktuierende Halbwertszeit bei stabiler Amplitude, niedriger a;- und hoher as-Expression
aus (Jittner et al., 2001b). Innerhalb der ersten drei postnatalen Wochen, in die auch die Au-
genoffnung fallt, wandelt sich das Bild: die Halbwertszeit geht signifikant zuriick und stabilisiert
sich, die Expression der a;-Untereinheit steigt an, wéahrend die a3-Untereinheit an Bedeutung
verliert (Jiittner et al., 2001b). Dabei konnte es sich um einen um die Augenoffnung angesie-
delten Plastizititseffekt (Schmidt et al., 2002) oder um eine allgemeine postnatale Reifung der
GABAergen Inhibition handeln.

1.5 Neurotrophine und ihre Rezeptoren im Colliculus superior

Sowohl BDNF-mRNA (Friedman et al., 1991; Vizuete et al., 2001) als auch -Protein (Frost
et al., 2001) wurden bereits im CS nachgewiesen, was fiir die lokale Transkription und Trans-
lation von BDNF in colliculdren Neuronen und/oder Gliazellen spricht. Die Darstellung von
BDNF im CS ist allerdings in einem gewissem Mafle vom eingesetzten Antikorper abhéngig,
sodass momentan nicht préazise geklért ist, welcher Zelltyp wann und in welchem Mafle BDNF
exprimiert. BDNF kann jedoch auch durch anterograden, axonalen Transport iiber retinale
Axone in den CS gelangen (Caleo et al., 2000). Aber auch der umgekehrte Weg, das heifit
ein retrograder Signalweg vom CS zur Retina, scheint moglich (Lom et al., 2002). In welchem
Verhéltnis das im CS produzierte BDNF zu dem anterograd in den CS transportierten BDNF
steht und ob weitere BDNF-Quellen (z.B. aus kortikalen Afferenzen) vorhanden sind, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

Der BDNF-Rezeptor TrkB wurde ebenfalls im visuellen CS nachgewiesen (Barbacid, 1994;
Vizuete et al., 2001). Ob TrkB zelltypspezifisch exprimiert wird, ist im Detail noch nicht unter-
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sucht worden. Zumindest die Transkription des TrkB-Gens scheint in fast allen Neuronen des
CS abzulaufen (Vizuete et al., 2001). Aber gerade die interessanten Fragen, in welchem Verhélt-
nis die Expression vollstandiger und verkiirzter TrkB-Rezeptoren zueinander stehen und wo der
membranstindige, funktionstiichtige Rezeptor lokalisiert ist, sind momentan unbeantwortet.

Uber den Einfluss von BDNF auf die synaptische Transmission im visuellen CS ist bisher
kaum etwas bekannt. Bedenkt man aber, dass RGZ die Hélfte der Synapsen im adulten Collicu-
lus bilden (Lund und Lund, 1972) und die chronische Abwesenheit von BDNF zu gravierenden
funktionellen Defekten in RGZ fithren (Rothe et al., 1999), so ist davon auszugehen, dass das
Fehlen von BDNF auch im visuellen CS Spuren hinterlésst. Die Beobachtung, dass im Tectum
appliziertes BDNF das Dendritenwachstum von RGZ deutlich beschleunigen kann (Lom et al.,
2002), legt nahe, dass auch ein Fehlen von BDNF im CS zu funktionellen Defekten der RGZ
fithren kénnte, was wiederum Konsequenzen fiir den visuellen CS hétte.

Angesichts der vielfiltigen Moglichkeiten von BDNF, die GABAerge Inhibition zu steuern,
und der Dynamik, mit der sich die synaptische Inhibition im visuellen CS postnatal entwickelt,
stellt sich die interessante Frage, in welchem Mafle BDNF an der Modulation der GABAergen
Hemmung im visuellen CS zum jeweiligen Entwicklungszeitpunkt teilnimmt, und auf welchen

Mechanismen die neurotrophinerge Modulation beruht.
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1.6 Aufgabenstellung
Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

e Die spontane Generierung von Aktionspotentialen kann als das komplexe Produkt ex-
zitatorischer und inhibitorischer Einfliisse, wie auch passiver neuronaler Eigenschaften
aufgefasst werden. Somit eignet sich die Registrierung spontaner Aktionspotentiale fiir
die Beantwortung der Frage, ob BDNF im visuellen CS ein Modulator der neuronalen

Funktion ist.

e Durch gezielte Blockade bzw. Aktivierung der exzitatorischen und/oder inhibitorischen
synaptischen Transmission lésst sich die Wirkung eines Liganden eingrenzen. Ist also die
Modulation der neuronalen Entladung durch BDNF an ein spezifisches Neurotransmit-
tersystem gebunden oder spiegelt sie eine Verinderung passiver neuronaler Eigenschaften

wieder?

e Unter der Annahme, dass BDNF die GABAerge synaptische Transmission in ihrer Funk-
tion beeinflusst, stellt sich die Frage, ob der Angriffspunkt von BDNF in diesem Neuro-
transmittersystem an der pré- oder postsynaptischen Seite liegt. Dies sollte durch ent-

sprechende elektrophysiologische Messungen beantwortet werden.

e Kann unter der Vielzahl der denkbaren Mechanismen einer pré- oder postsynaptischen
Modulation ein spezieller Mechanismus isoliert werden, iiber den die BDNF-Effekte vor-

nehmlich realisiert werden?

e Die GABAerge Hemmung im visuellen CS durchléuft einen dramatischen postnatalen
Reifungsprozess, der — von vielen anderen Faktoren abgesehen — auch durch die Augenoft-
nung um den 13. postnatalen Tag nachhaltig beeinflusst wird. Spielt BDNF' als potenter

Modulator synaptischer Transmission in diesem Zusammenhang eine Rolle?

Als experimentelles Modell wurde der Vergleich von gentechnisch verdnderten Mausen gewéhlt.
Diese exprimieren BDNF (bdnf+/+) oder verfiigen iiber kein funktionelles BDNF-Gen (bdnf-/-)

e Eine Voraussetzung der Arbeit mit gentechnisch veréinderten Tieren ist die effiziente Ge-
notypisierung. Géngige Verfahren gehen mit einem hohen Zeitaufwand einher, welcher
insbesondere die Arbeit mit frithpostnatalen Tieren erschwert. Eine wichtige methodische

Vorarbeit war demzufolge die Optimierung der Genotypisierung der verwendeten Méuse.
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e Aufgrund der zu erwartenden Fiille elektrophysiologischer Messdaten stellte sich die Frage
nach einem effizienten Verfahren der Auswertung. Im Zuge der Registrierung von Aktions-
potentialen oder postsynaptischen Stromen konnen durchaus mehrere tausend Ereignisse
auftreten, die nur mit extremem Aufwand manuell auszuwerten waren. Im Standardana-
lyseprogramm des Labors (TIDA) stehen entsprechende Routinen nicht zu Verfiigung.
Deshalb sollte ein Analyseprogramm fiir die halb- bzw. vollautomatische Auswertung

einer Reihe verschiedener Messdaten erstellt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien und Praparation

Die hier verwendeten BDNF-defizienten Mause wurden auf der Basis heterozygoter Mutanten
(Jackson Laboratories, Bar Habor, ME, USA) mit einem gemischten genetischen Hintergrund
(129Sv, BALB/c, C57B1/6) geziichtet (Ernfors et al., 1994). Sie zeigen dieselben Defizite, wie
die von Thoenen et al. erzeugten Tiere (Korte et al., 1995). Diese bdnf-/- Mause sind fiir
gewohnlich kleiner als ihre bdnf+/+ bzw. bdnf+/- Geschwister und sterben in der dritten
bis vierten postnatalen Woche. Weiterhin entwickeln sie mit zunehmendem Alter Defekte in
der Motorik wie z.B . Ataxie und Episoden von Hyperaktivitit. Bei ihnen ist keine BDNF-
mRNA nachweisbar (siche auch Abschnitt 3.3). Heterozygote Méuse sind fertil, zeigen keine
offensichtlichen Defizite und sind somit zur Zucht geeignet. Vor jedem Experiment wurde der
Genotyp der jeweiligen Maus bestimmt (siehe auch Abschnitt 2.4).

Zu einem definierten Zeitpunkt wurden horizontale Schnitte des visuellen CS angefertigt
(Abb. 1.3). Das Geburtsdatum wurde als postnataler Tag (P) 0 definiert. Bei fiinf verschiedenen
Altersstufen (P2/3, P11/12, P15/16, P20/21 und P30/31) wurden Experimente durchgefiihrt,
wobei beide Genotypen zwischen P13 und 14 die Augen 6ffneten. Soweit nicht explizit anders
angegeben, wurden die Experimente zum Zeitpunkt P15/16 (im folgenden als P15 bezeichnet)
durchgefiihrt.

Nach vorangehender Ather-Narkose wurden die Mause durch Dekapitation getétet. Das Hirn
und anschlieBend die Colliculi superiores wurden durch Préparation unter dem Binokular in
eiskaltem kiinstlichen Liquor (ACSF) (NaCl 120 mM, KCIl 5 mM, Glucose 10 mM, NaH,PO,
1.25 mM, NaHCOj3 25 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 2 mM, pH 7.3) isoliert. Anschlieflend wur-
den horizontale Schnitte von 150 pm Dicke mit Hilfe eines Vibratoms (Vibratome Series 1000
Sectioning System, Vibratome, St. Louis, MO, USA) ebenfalls in eiskaltem ACSF hergestellt
(Abb. 1.3) und eine Stunde bis zum Beginn der Messungen unter Begasung (5% COs / 95% O2)
bei Raumtemperatur (20-22 °C) gelagert. In einem Teil der Experimente wurden die Schnitte
mindestens anderthalb Stunden mit K-252a (200 nM; Alexis, San Diego, CA, USA) inkubiert.

Lidocain-N-ethyl-bromid (QX-314) wurde von RBI, Tetrodotoxin (TTX) von Alomone, 6,7-
dinitroquinoxaline-2,3(1H,4H)-dione (DNQX) von Tocris gekauft. Soweit nicht anders angege-

ben, sind alle weiteren Chemikalien von Sigma bezogen worden.
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2.2 Elektrophysiologische Messungen

Zur Durchfiithrung elektrophysiologischer Messungen wurden die Schnitte in einer Immersions-
kammer unter einem platingestiitzten Nylonnetz fixiert und mit begaster ACSF superfundiert
(1 ml/min). In einem Teil der Messungen mit lokaler Applikation unter Verwendung einer se-
paraten Superfusionspipette enthielt die ACSF weiterhin humanes, rekombinantes BDNF (100
ng/ml; Alomone, Jerusalem, Israel) und Cytochrom-C (0.05%). Kontrollexperimente bestétig-
ten, dass die Cytochrom-C Superfusion allein keine Wirkung auf die GABAerge synaptische
Transmission besitzt.

Die Intrazellulérlosung (KCI 120 mM, EGTA 10 mM, Glucose 10 mM, HEPES 10 mM, KOH
14 mM, MgCl,; 1 mM, CaCl, 1 mM, pH 7.3) enthielt fiir Ganzzellableitungen zusétzlich QX-314
(2 mM) zur Unterdriickung iiberlagerter Aktionspotentiale und in einem Teil der Messungen
PKC inhibitor peptide 19-31 (600 nM; Calbiochem, Bad Soden, Deutschland).

Die Positionierung der Pipetten (Stimulation, Patchpipette, Superfusion) und die Auswahl
der Neuronen erfolgte visuell unter Verwendung eines 63x Wasserimmersionsmikroskops. Es
wurde nicht versucht, die verschiedenen Neuronenpopulationen durch histologische Aufberei-
tung der verwendeten Schnitte zu unterscheiden. Jedoch zeigten mit Lucifer Yellow gefiillte
Neurone fiir gewohnlich ein Dendritenfeld mit einem Durchmesser von mehr als 200 pm und
einen Somadurchmesser von mehr als 12 pym, sodass zu vermuten ist, dass es sich hierbei um
Vertikalzellen mit weitem Dendritenfeld (sogenannte wide field neurons) handelt (Jiittner et al.,
2001b). Jedoch wurden alle Daten ohne Riicksicht auf die Morphologie der postsynaptischen
Zelle zusammengefasst.

Spontane Aktionspotentiale (AP) wurden in der cell attached-Konfiguration mit einem Hal-
tepotential (V) von 0 mV, einem Seal-Widerstand von 30-250 M2, einem Pipettenwiderstand
von 3-5 MQ und der oben beschriebenen KCI basierten Intrazelluldrlosung registriert (Abb.
3.1). Pharmakologische Untersuchungen wurden mit 200 pM DNQX, 200 M APV, 20 uM
d-Tubocurarin und 50 uM Bicucullin durchgefiihrt.

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Pharmaka iiber die Badlésung appliziert.

Die bei der Ganzzellableitung verwendeten Pipetten besaflen einen Offnungsdurchmesser
von 1-2 pm und einen Widerstand von 4-6 M(). Der Serienwiderstand wurde weitestmoglich
korrigiert (50-70%). Es wurden ausschlieBlich Messungen mit einem Zugangswiderstand von
weniger als 35 M() akzeptiert. Inhibitorische postsynaptische Strome (IPSC) wurden in der
Ganzzellableitung (V;, = -70 mV) gemessen. Diese kommen aufgrund des Cl™-Ausstroms bei
hoher intrazellularer Cl™-Konzentration als einwérts gerichtete Strome zur Darstellung. Sie
wurden durch Verwendung von 20 M DNQX, 100 uM APV, 0.5 pM Strychnin und 20 uM
d-Tubocurarin isoliert (siche auch Abschnitt 3.3). Miniatur-IPSC (mIPSC) wurden in der Ge-
genwart von 1 uM TTX zur Vermeidung AP-induzierter IPSC aufgenommen. Die blinde Sti-
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Abbildung 2.1: Darstellung des Zusammenhangs zwischen Stimulusintensitét (100% entspricht
10 pA) und Amplitude individueller eIlPSC. Hier sind zwei Amplitudenniveaus
der eIPSC zu erkennen, wobei das hohere wahrscheinlich auf die Stimulation
zweier Axone zuriickzufiihren ist. Der Pfeil gibt die in diesem Experiment
anschliefend verwendete Stimulusintensitat an.

mulation von Axonen bzw. Neuronen wurde zur Auslosung evozierter IPSC (eIPSC) verwendet.
Es wurde nicht versucht, den Ursprung der GABAergen Afferenzen zu identifizieren. Es ist je-
doch sicher, dass es sich hierbei ausschlieflich um intrinsische GABAerge Interneurone handelt
(Jiittner et al., 2001b). Die Stimulationspipette (Offnungsdurchmesser 2-3 pgm, Widerstand 0.5-
2 MQ) wurde unter visueller Kontrolle platziert. Es wurden Stimulationsintensitéten zwischen
2 und 10 pA bei einer Stimulusdauer von 0.5 ms gewéhlt. eIPSC sind durch Anwendung der

minimalen Stimulation unter Verwendung der folgenden Bedingungen registriert worden:

e Die postsynaptische Antwort tritt nach dem Alles-oder-Nichts Prinzip auf.

e Die Latenz zwischen Stimulus und postsynaptischer Antwort fluktuiert um weniger als
40% des Mittelwerts.

e Die mittlere Amplitude der Antwort bleibt trotz Erhohung der Stimulusintensitdt um
20% stabil.

e Die Verringerung der Stimulusintensitdt um mehr als 20% fithrt zum kompletten Ausfall

der postsynaptischen Antwort.

Abb. 2.1 zeigt ein Beispiel des Zusammenhangs zwischen Stimulusintensitdt und Amplitude
des eIPSC.
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2.3 Rechnergestiitzte Auswertung der elektrophysiologischen Daten

Die Menge der bei elektrophysiologischen Messungen anfallenden Daten macht die manuelle
Auswertung unpraktikabel, sodass eine automatische Analyse der gewonnenen Daten wiinschens-
wert ist. Eine Gemeinsamkeit der mit der patch clamp-Technik gewonnenen Signale und insbe-
sondere von PSC ist die abrupte Abweichung von der Grundlinie (Abb. 2.2A).

A
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Abbildung 2.2: Auswertung postsynaptischer Stréme. A: Beispiel eines GABAergen IPSC. Der
Zeitpunkt des maximalen Stromflusses stellt ein lokales Minimum der aufge-
nommenen Spur dar. B: Der Ausschlag der Ableitung % markiert die steile
Flanke des Stromsignals. C: Nach Bestimmung des lokalen Minimums kann
der Zeitpunkt des Auftretens des PSC, dessen Amplitude, die Halbwertszeit
sowie — durch monoexponentiellen Fit — die Zeitkonstante 7 ermittelt werden.
D: Bildschirmfoto der erstellten Anwendung mit detektiertem Ereignis.

Es bieten sich zwei Moglichkeiten zur Auffindung eines Ereignisses an: Es wird entweder
detektiert, wenn der Abstand zwischen Signal und Grundlinie eine festgelegte Schwelle iiber-
schreitet. Oder aber man betrachtet es als lokales Minimum/Maximum und sucht anhand der
1. Ableitung nach diesem (Cochran, 1993; Hwang und Copenhagen, 1999). Vorteil des letzte-
ren Verfahrens ist vor allem seine Robustheit in Hinsicht auf Grundlinienverschiebungen (z.B.
durch Applikation von Pharmaka), sodass unsere Wahl auf dieses Verfahren fiel.

Das hierfiir in C++ entwickelte Programm detektiert nach eventuellem Filtern (Fourier-

transformation oder Mehrpunktefilter) und anschlieBender Berechnung der ersten Ableitung %
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ein Ereignis dann, wenn % einen visuell oder relativ zur Standardabweichung des Rauschens der
ersten Ableitung festgelegten Schwellenwert iiberschreitet und nachfolgend die Abszisse kreuzt
(Abb. 2.2A B). Parameter wie Amplitude (/y), Halbwertszeit (¢;/,) und Anstiegszeit werden
unmittelbar berechnet.

Nach Ermittlung aller Ereignisse stehen diese zur visuellen Kontrolle zur Verfiigung. Da
— im wesentlichen durch Rauschen bedingt — t;/, keine hinreichende Aussagekraft hinsicht-
lich der Kinetik besitzt, kann ein monoexponentieller Fit durchgefiihrt werden (Grundlinie I,

Zeitkonstante 7):
I(t) = I+ Ipe™~

Die monoexponentielle Approximation der einzelnen Antworten ist fiir die in dieser Arbeit
vorgestellten GABAergen IPSC ausreichend. Auf komplexere PSC (z.B. ein EPSC mit NMDA-
als auch AMPA-Komponente) ist dieser vereinfachte Ansatz natiirlich nicht anwendbar.

Die ermittelten Daten stehen anschliefend zur Weiterbearbeitung mit geeigneter statisti-
scher Software bereit.

Zur Bestimmung passiver Zellparameter, wie des Membranwiderstands (R,), der Ganzzell-
kapazitiat (C), oder zur Ermittlung des Serienwiderstands (Rg) als Giitekriterium der Ganz-
zellableitung, kann die Auswertung der Stromantwort auf depolarisierende/hyperpolarisierende
Spannungsschritte herangezogen werden (Abb. 2.3). Die Ganzzellableitung kann vereinfacht
als eine Reihenschaltung von Rg mit einer Parallelschaltung von R); und C aufgefasst wer-
den (Numberger und Draguhn, 1996, S.88). Die in Numberger und Draguhn (1996, S. 93)
angegebenen Naherungen fiir Rg, Ry, und C gelten unter der Bedingung Rs < Rj; — der
Hauptbedingung fiir eine korrekte Ganzzellableitung. Verzichtet man fiir die Berechnung von
Rg, Ry und C auf diese Annahme, um prézisere Ergebnisse zu erhalten, so verhélt sich die
Stromantwort I(t) in Abhéngigkeit von Rg, Ry, C und Uy (Grofle des Spannungsschrittes) wie
folgt:

Uy Ry _BstRu,
I(4) — (1 L )
*) Rst Ry T RGE T

Fiir die hier vorgestellten Anpassungen von Daten an die jeweilige Funktion wurde als
Giitekriterium (G) die Abweichung der approximierten Funktion y(z) von den Messdaten (x;, y;)

verwendet:

G=3 (s — yla))

1=0

Als Optimierungsverfahren wurde ein Evolutionsalgorithmus (Bliimecke, 1991) gewéhlt, bei
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dem eine Anzahl von Parametersets untereinander kombiniert und anschlieend anhand des
Giitekriteriums selektiert werden. Dies kann beliebig oft unter Verwendung der jeweils vorher-
gehenden Parametersets wiederholt werden. Der Algorithmus bietet den Vorteil, auch bei vielen

abhéngigen Variablen ausreichend schnell zu konvergieren.

-70 mV

20 mV

1ms

Abbildung 2.3: Zur Bestimmung des Eingangswiderstands, des Membranwiderstands und der
Zellkapazitat wurde die Zelle ausgehend von einem Haltepotential von -70 mV
mehrfach um 10 mV und 20 mV depolarisiert bzw. hyperpolarisiert. Es sind
das Haltepotential (obere Spuren) und der aufgezeichnete Stromverlauf (untere
Spuren) dargestellt.

Eine bisher nicht angesprochene Anwendung der erstellten Software ist die Analyse spon-
taner, in der cell attached-Konfiguration gemessener AP (Abb. 3.1). Diese sind aufgrund der
schnellen Abfolge eines Einwérts- und eines Auswéartsstroms mit dem vorgestellten Algorith-
mus gut zu detektieren. Das Muster und die Frequenz der AP ldsst sich anschliefend leicht
beurteilen und quantifizieren.

Durch Verwendung der hier vorgestellten Auswertungstechnik steht ein — im Vergleich zur
manuellen Auswertung — komfortables, auf die Analyse von PSC zugeschnittenes Verfahren
zur Verfiigung, welches fiir die Evaluation von Messdaten mehrfach Anwendung gefunden hat
(Jiittner et al., 2001a,b; Henneberger et al., 2002; Meier et al., 2002).

2.4 Genotypisierung

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung von experimentellen Arbeiten mit gentechnisch ver-
dnderten Tieren ist die Klarung des Genotyps des verwendeten Tiers. Da bdnf-/- Mause in-

nerhalb der ersten vier Wochen nach Geburt sterben, ist eine Zucht mit homozygoten bdnf-/-
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Méusen nicht moglich; eine Erhaltungszucht ist mit bdnf+ /- Mausen durchzufiithren, weshalb
die konsequente Genotypisierung aller Wiirfe notwendig ist, will man mit definierten Genotypen
arbeiten.

Die Genotypisierung kann in zwei Schritte unterteilt werden: die Isolation der genomischen
DNA und die Amplifikation eines bestimmten Gens mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion
(PCR). Beide Schritte sind methodisch aufwendig und zeitintensiv (Laird et al., 1991). Fiir die
Durchfithrung géngiger Protokolle werden bis zu drei Tagen benétigt, was Untersuchungen an
besonders jungen Tieren P1-3 unméglich macht. Daher bestand die Notwendigkeit, den Prozess
der Genotypisierung zu optimieren.

Als Ausgangsmaterial zur Isolation der genomischen DNA dienten 0.3-0.5 cm lange Stiicke
der Schwanzspitze. DNA wurde durch eine Kombination verschiedener Methoden (Internet,
Laird et al. (1991), Tovar et al. (2000)) isoliert.

7 —

6 —

—e—

2 |

1

Isolierte DNA / Gewebe (ug/mg)

0

0 5 10 15 20 25 30
Einfrierzeit (min)

Abbildung 2.4: Die Menge an isolierter DNA pro verwendetem Gewebe steigt mit zunehmender
Dauer der Einfrierzeit bei -80 °C, um nach 15 Minuten ein Plateau zu errei-
chen. Die dargestellten Werte sind die Mittel zweier, doppelt durchgefiihrter
Isolationen (n=4).

Zunéchst sind die Proben fiir 15 min auf -80 °C gekiihlt und anschliefend in 500 pl Lysispuf-
fer (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 100 mM EDTA; 0.5% SDS; 0.2 mg/ml Ribonuclease A; 1 mg/ml
Proteinase K) verdaut worden. Die Lyse war bei 56 °C und zwischenzeitlichem Mischen nach 2
Stunden komplett. Danach wurden die Proben bei Raumtemperatur 10 min bei 13000 rpm zen-
trifugiert, um Riickstédnde zu entfernen. Durch Zugabe von 500 ul Isopropanol zum Uberstand
wurde die DNA prézipitiert und anschliefflend in 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Letztendlich
wurde die genomische DNA in 50 ul eines 5 mM Tris-HCI Puffers (pH 8.5) durch Inkubation
bei 65 °C fiir 5 min wieder gelost. Die Qualitit der Probe und die DNA-Konzentration wurde
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photometrisch (Spectrophotometer, Beckman, Fullerton, USA) bestimmt. Die Konzentration
der DNA wurde auf 250 ng/ul eingestellt.

Im Anschluss wurde unter Verwendung der in Tabelle 2.1 angegebenen Primer nach dem aus
Tabelle 2.2 zu ersehenden Protokoll die PCR durchgefiihrt. Der PCR-Mix (50 pl) enthielt 0.2
mM dNTP, 1.1 mM MgCl,, 1 uM eines der Primersets und 1.25 U Red Taq DNA-Polymerase in
10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI (pH 8.3). 1 ul der DNA-Probe wurde jedem der beiden Ansétze
— zum Nachweis des BDNF-Gens sowie der statt des BDNF-Gens vorhandenen Sequenz —
zugesetzt und amplifiziert.

Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gel-Elektrophorese (2% Agarose in TAE-Puffer
[40 mM Tris-Azetat, 1 mM EDTA, pH 8.0]) bei 80 V aufgetrennt, durch Ethidiumbromid
sichtbar gemacht und fotografiert.

Durch Verwendung der hier vorgestellten Methode konnte der Zeitaufwand der Genotypi-
sierung von urspriinglich 3 Tagen auf weniger als 6 Stunden reduziert werden. Die drastische
Verkiirzung der Isolation genomischer DNA tragt dazu den Hauptanteil bei. Es zeigte sich, dass
allein das Einfrieren der Probe auf -80 °C fiir 15 min die letztendlich isolierte DNA Menge (5.5
+ 0.2 pug/mg n=4) im Vergleich zu nicht eingefrorenen Gewebeproben signifikant erhoht (2.9
+ 0.9 ug/mg n=4, P < 0.05) (Abb. 2.4). Die Resuspension von prézipitierter DNA bei 65 °C
fiir 5 min statt — wie vorher durchgefiihrt — bei 4 °C iiber Nacht hatte keinen Einfluss auf die
Qualitat der isolierten DNA und konnte das Protokoll ganz erheblich verkiirzen.

Bei Einsatz von 50 bis 500 ng genomischer DNA pro PCR-Ansatz waren Amplifikate, wenn
auch im ersteren Fall nur als gerade wahrnehmbare Banden, sicher erkennbar, sodass die in der
PCR eingesetzte Menge an DNA {iber einen groflen Bereich ohne qualitative Einbuflen variiert
werden kann. Ein weiterer wichtiger Parameter der PCR ist die MgCl, Konzentration: Wéhrend
der Nachweis des bdnf Allels bei MgCly; Konzentrationen von 1.1 bis 3.1 mM zuverlassig gelang,
war die sichere Amplifikation des inaktivierten bdnf Allels nur bei einer MgCl, Konzentration
von 1.1 mM moglich.

Durch Anwendung dieses Protokolls konnte erfolgreich genomische DNA mit ausreichender
Qualitéit zur Genotypisierung von eNOS- und H1F1la-defizienten Méausen (Dr. K.D. Wagner,
personliche Mitteilung) isoliert werden, sodass man davon ausgehen kann, dass es sich um ein

vielfach einsetzbares Protokoll handelt.

2.5 Semiquantitative mRNA-Bestimmung durch RT-PCR

Fiir die semiquantitative mRNA-Bestimmung wurden Schnitte des visuellen CS analog zu den
elektrophysiologischen Messungen gewonnen. Im Anschluss an die Priaparation, Inkubation und

Entfernung der restlichen Fliissigkeit wurden die Schnitte schockgefroren (-80°C). Die Gesamt-
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RNA wurde unter Verwendung von Trizol (GibcoBRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD,
USA) nach dem Protokoll des Herstellers extrahiert, anschliefend photometrisch die Reinheit
tiberpriift und die Menge bestimmt. Durch reverse Transkription (Reverse Transkriptase PCR
[RT-PCR], GibcoBRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) wurden 2 mg der zuvor
gewonnenen Gesamt-RNA mit Hilfe eines oligo-dT Primers in komplementidre DNA (cDNA)
tiberfithrt (15 min bei 70 °C, 60 min bei 42 °C und 10 min bei 70 °C). Aliquots der cDNA

wurden unter Einsatz des entsprechenden Primerpaars (Tab. 2.1) amplifiziert.

| Primer | Vorwiirts (5" — 3) | Riickwiirts (5" — 3) |
BDNF ATA AGG ACG CGG ACT TGT ACA | GTG TCT ATC CTT ATG AAT CGC
3’-neo GAT TCG CAG CGC ATC GCC TT | GTG TCT ATC CTT ATG AAT CGC
TrkB.T1 AAG GAA AGA CAA AGG CTG GG | TAA GTG TGT TCT TCT GCT GCT TCT
TrkB.FL TGC ACG CAA GGA CTT TCA TCG | CGA TAG TAG TCG GTG CTG TAG

GABA-A «a; | ATC GTC TGA GAC CAG GTT TGG | CCC ATC TTC TGC TAC AAC CAC
GABA-A «ay | AAT CGG CTT AGA CCA GGA CTG | GGG CCA CTG ACT TTT TCC CAT
GABA-A a3 | TCA AGA CGA CAA GAA CCT GGG | TAT CAG TGT CTG ACA CAG GGC
GABA-A v, | CAA GGT CTC CTA TGT CAC AGC | AAG GCG GTA GGG AAG AAG ATC
(-Aktin ACC AAG GTG TGA TGG TGG GAA | CGC TCG TTG CCA ATA GTG ATG

Tabelle 2.1: Aufstellung der fiir Genotypisierung und semiquantitative mRNA-Bestimmung
verwendeten Primerpaare.

Fiir die anschlieBende PCR enthielt ein Ansatz (25 ul) entsprechend den Herstellerangaben
0.2 mM dNTP, 1.1 mM MgCl; und 1.25 U RedTaq DNA-Polymerase. Die Konzentration der
Primer betrug in allen Ansétzen 200 nM. Als Thermocycler kam ein PCRSprint (Hybaid-AGS,
Heidelberg, Deutschland) unter Verwendung der in Tabelle 2.2 angegebenen Protokolle zum

Einsatz.
Genotypisierung mRNA-Bestimmung
BDNF, 3’-neo GABA-A ay,a9,03,7 TrkB.FL
TrkB.T1, BDNF
5 min 94°C 5 min 94°C 5 min 94°C
1 x | 30sec | 585°C | 1 x 1 min | 58.5°C | 1 x 1 min | 58.5°C
60 sec 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C
30 sec 94°C 1 min 94°C 1 min 94°C
30 x | 30 sec | 58.5°C || 29 x | 1 min | 58.5°C || 35 x | 1 min | 58.5°C
60 sec 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C

[1x [5min| 72°C[1x [10min| 72°C[1x [10min | 72°C |

Tabelle 2.2: Aufgefiihrt sind die fiir die PCR und RT-PCR verwendeten Protokolle.

Bei der semiquantitativen mRNA-Bestimmung wurde durch Titration der eingesetzten Men-
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ge cDNA sichergestellt, dass sich die PCR im linearen Bereich der Amplifikation befand. Kreuz-
reaktionen der verwendeten Primer mit unerwiinschten Sequenzen wurden durch die Ahnlich-
keitssuche BLAST der NCBI-Datenbank ausgeschlossen. Zur Quantifizierung wurde als Stan-
dard die Expression von $-Aktin (Primerkonzentration der jeweiligen Ansétze: TrkB.FL 40 nM;
TrkB.T1, BDNF, GABA-A ay,a5,03,72 100 nM) gewihlt und in allen Ansétzen mitamplifiziert.
[-Aktin ist insofern geeignet, als dass seine Protein-Expression durch BDNF nicht beeinflusst
wird (Thompson et al., 1998).

Die PCR-Produkte wurden wie in Abschnitt 2.4 nachgewiesen und anschlieBend mit Image-
Quant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) quantifiziert. Die relative Expression an
mRNA wurde als das Verhiltnis zwischen der Intensitéit der nachzuweisenden mRNA und der
Intensitéit von B-Aktin berechnet.

2.6 Immunhistochemie

Ein gegen den vesikuldren inhibitorischen Aminoséauretransporter gerichteter, polyklonaler An-
tikorper (VIAAT, 1:600, Hase, (Dumoulin et al., 2000), freundlicherweise {iberlassen von B. Gas-
nier) und ein monoklonaler, gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 gerichteter Antikérper
(MAP-2, 1:50, Maus, Sigma) fanden als primére Antikorper Verwendung. Als sekundére An-
tikorper wurden Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-konjugierte Antikorper verwendet (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Baltimore, PA; USA).

Ausschlieflich aus einem Colliculus superior bestehende Gewebeblocke wurden iiber Nacht
bei 4 °C in phosphatgepufferter Saline (PBS; 120 mM, pH 7.4) einschliefllich 4% (w/v [Men-
ge/Volumen|) Paraformaldehyd und 4% Saccharose fixiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS
wurde das Gewebe fiir 15 min in 50 mM Ammoniumchlorid (in PBS) inkubiert, anschlieBend
in PBS gespiilt und in TissueTek OCT Compound 4583 (Plano W. Plannet GmbH, Wetzlar,
Deutschland) eingebettet. Die anschliefend angefertigten, 10 pm dicken, horizontalen Gefrier-
schnitte (Jung CM 1800, Leica, Bensheim, Germany) des visuellen CS wurden auf Gelatine-
beschichtete Glastriger aufgezogen. Diese wurden einmal in PBS und nachfolgend zweimal in
0.12% (w/v) Gelatine-PBS gewaschen, bevor sie iiber Nacht mit dem priméren Antikérper
in 0.12% (w/v) Triton X-100 in Gelatine-PBS bei 4 °C inkubiert wurden. Nach mehrfachem
Waschen in Gelatine-PBS, Inkubation mit dem sekundéren Antikoérper fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur und nochmaligem Waschen in Gelatine-PBS und PBS wurden die Schnit-
te mit Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) {iberzogen und mit einem
Glaspléattchen abgedeckt.

In Kontrollfarbungen wurde die Spezifitdt der Immunfarbung durch Weglassen der priméren

Antikorper tiberpriift. Fluoreszensbilder wurden mit einer gekiihlten, 12-bit CCD Kamera (KAF
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1400, Photometrics, Tucson, AZ, USA) an einem Standard Epifluoreszenzmikroskop (Objek-
tiv 100x, Axiovert, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines fiir FITC
spezifischen Filtersatzes (Omega Optical Inc., Brattleboro, VT, USA) aufgenommen.

Drei Schnitte von jeweils drei verschiedenen bdnf+/+ und bdnf-/- Méusen wurden einer
morphologischen Analyse unter Benutzung von Scionlmage (Scion Corporation, Frederick, Ma-
ryland, USA) unterzogen. In jedem Schnitt wurde die mittlere Anzahl VIAAT-immunoreak-
tiver Boutons und MAP-2-immunoreaktiver Somata in jeweils zwei willkiirlich ausgew&hl-
ten Ausschnitten mit einer Fliche von 40 x 40 pm? bestimmt. Von Bildern mit VIAAT-
immunoreaktiven Boutons wurde vor der Analyse der Hintergrund subtrahiert und interaktiv
ein Schwellenwert der Intensitét festgelegt. Der Durchmesser MAP-2-immunoreaktiver Somata

wurde als das Mittel des grofiten und des dazu senkrecht stehenden Durchmessers bestimmt.

2.7 Analyse der erhobenen Daten

Elektrophysiologische Messdaten wurden mit einer Aquisitionsrate von 10 und mehr kHz auf-
genommen. Dabei fand ein 16bit AD-Wandler (ITC-16) mit entsprechender Software (Win-
Tida 4.11, HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) mit Bessel-Filter bei 3 kHz Verwen-
dung. Séamtliche gewonnenen Daten wurden wie in Abschnitt 2.3 beschrieben ausgewertet. Die
Paarpuls-Ratio wurde als der Quotient aus Amplitude der zweiten Antwort und Amplitude der
ersten definiert (eIPSC,/eIPSCy). Fiel die zweite Antwort in die abfallende Flanke der ersten,
so wurde die zweite Amplitude relativ zum Fulpunkt bestimmt.

Numerische Daten sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler angegeben. Fiir die An-
zahl der in eine Statistik eingehenden Neurone wurde die Variable n verwendet. In Diagrammen
ist sie in der Form (n) dargestellt. Auf Ausnahmen wird im Text explizit hingewiesen. Fiir sta-
tistische Vergleiche wurde je nach Art der zugrundeliegenden Daten der Mann-Whitney U-Test,
der Wilcoxon-Signed-Rank-Test oder der Spearman-Test verwendet. Signifikanzniveaus sind in
Diagrammen mit * fiir P < 0.05, ** fiir P < 0.01 und *** fiir P < 0.001 gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von BDNF auf die Dichte und die passiven Eigenschaften

collicularer Neurone

Neurotrophine, unter ihnen BDNF, sind trophische Faktoren, deren Fehlen im peripheren Ner-
vensystem (PNS) zum Verlust von Neuronen fithrt (Huang und Reichardt, 2001). Im ZNS
hingegen fiihrt die Abwesenheit von BDNF nicht notwendigerweise zu einem Untergang von
Neuronen. Allerdings entstehen nach Infusion von BDNF in die Seitenventrikel der Ratte neue
MAP-2 positive Neurone (Pencea et al., 2001). BDNF kann demnach die Neuronzahl sowohl im
PNS als auch ZNS regulieren. Dariiber hinaus zeigten Rothe et al. (1999), dass das Fehlen von
BDNF eine Verdnderung des Membranwiderstandes retinaler Ganglienzellen nach sich zieht.
Damit entsteht die Frage, ob die hier verglichenen Schnitte von bdnf+/+ und -/- M#usen
hinsichtlich ihrer Neurondichte vergleichbar sind und ob sich Unterschiede in den passiven

Zellparametern wie Membranwiderstand und Ganzzellkapazitit ergeben.

| | bdnf+/+ | bdnf-/- |
Membranwiderstand (M) 521 4+ 101 (22) | 503 + 91  (22)
Ganzzellkapazitit (pF) 6 £ 2 (22)| 16 + 4 (22
Neurondichte (pro 40x40 ym?) | 2.65 + 0.22 (18) |2.57 + 0.13 (18)
Neurondurchmesser (um) 140 + 04 (99)|13.7 £ 03 (96)

Tabelle 3.1: Hinsichtlich der grundlegenden Eigenschaften des verwendeten Priparats zei-
gen sich zwischen bdnf+/+ und -/- Schnitten zum Zeitpunkt P15 keine sig-
nifikanten Unterschiede. Neurondichte und -durchmesser wurden anhand der
MAP-2 Farbung bestimmt. Die Anzahl der Untersuchungen bezieht sich bei
der Neurondichte auf die Menge der ausgewerteten Schnitte.

Die Neurondichte und der Somadurchmesser wurden anhand einer MAP-2 Féarbung — einem
spezifischen und sensitiven neuronalen Marker (Zhou et al., 1995) — bestimmt. In Anbetracht der
oben zitierten Arbeiten zeigten sich interessanterweise zum Zeitpunkt P15 keine signifikanten
Verénderungen infolge der chronischen Abwesenheit von BDNF (siehe Tab. 3.1).

In der Ganzzellkonfiguration wurden durch de- und hyperpolarisierende Spannungsschritte
(jeweils 8 mal +10 mV, 420 mV, -10 mV und -20 mV) ausgehend von einem Haltepotential
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von -70 mV die Ganzzellkapazitét als auch der Membranwiderstand bestimmt (Abb. 2.3). Wie
aus Tabelle 3.1 zu ersehen ist, fithrt das Fehlen von BDNF im CS nicht zu einer signifikanten

Anderung dieser passiven neuronalen Parameter.

3.2 BDNF-abhangige Modulation der Entladungsrate collicularer Neu-

rone

Neuronale Aktivitdt — hier als spontane Entladungsrate eines Neurons definiert — ist das Er-
gebnis eines Gleichgewichts zwischen Exzitation und Inhibition. Sie kann unter weitgehender
Vermeidung von Manipulationen des studierten Neurons in der cell attached-Konfiguration
bestimmt werden. Nach Lynch und Barry (1989) korreliert der so gemessene Strom mit der
1. Ableitung des Membranpotentials nach der Zeit. Ein AP stellt sich in der cell attached-
Konfiguration bei einem Haltepotential von 0 mV aufgrund der schnellen Folge von De- und
Repolarisation als ein scharf begrenztes, biphasisches Ereignis dar (Abb. 3.1A). Diese Messan-
ordnung eignet sich sowohl fiir die kontinuierliche Aufzeichnung spontaner neuronaler Entla-
dungen als auch fiir die Charakterisierung der Reaktion auf pharmakologische Manipulationen

(McLarnon, 1991).

3.2.1 Pharmakologische Charakterisierung spontaner Aktionspotentiale

Die pharmakologische Charakterisierung der in der cell attached-Konfiguration gemessenen
spontan generierten AP wurde zum Zeitpunkt P15 an Schnitten von bdnf+/4+ Méausen durch-
gefiihrt.

Die Applikation des Nat-Kanal-Blockers TTX (1 pM) fiihrte innerhalb einer Minute zum Si-
stieren spontaner Entladungen. Diese Unterdriickung der AP-Generation war nach Beendigung
der TTX-Applikation und zehnminiitigem Auswaschen vollstandig reversibel (Abb. 3.1B).

Durch Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission durch den AMPA-Blocker
DNQX (200 M) und den NMDA-Blocker APV (200 M) sowie der cholinergen synaptischen
Transmission durch Tubocurarin (20 pM) lassen sich spontane Entladungen colliculdrer Neuro-
ne unterbinden. Dieser Prozess ist nach zehnminiitigem Auswaschen der verwendeten Blocker
wahrscheinlich aufgrund der Persistenz von DNQX im Schnitt nicht vollstdndig reversibel. In-
teressanterweise ist die alleinige AMPA- und NMDA-Rezeptorblockade nicht ausreichend zur
Suppression spontaner AP. Es verbleiben ca. 20% Prozent Restaktivitit, die durch Zusetzen
von Tubocurarin unterbunden werden kann. Dies kénnte auf cholinerge Eingédnge vom kon-
tralateralen Nucleus parabigeminalis zuriickzufithren sein, von denen angenommen wird, dass

ihre Aktivierung zur Erhohung der Entladungsrate (z.B. durch Erhthung der prasynaptischen
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Abbildung 3.1: Charakterisierung spontaner AP in bdnf+/+ Schnitten zum Zeitpunkt P15.
Die GroBe und Form der AP wurde nicht analysiert. A: Beispiel der Regi-
strierung von AP in der cell attached-Konfiguration. B: Applikation von 1 uM
TTX unterdriickt die Generierung von AP vollsténdig und reversibel (n=>5).
C: Die Blockade der glutamatergen (200 pM APV und 200 M DNQX) und
cholinergen (20 M Tubocurarin) synaptischen Transmission unterbindet das
Entstehen spontaner AP (n=5). D: Durch Unterdriickung der GABAergen In-
hibition mit Hilfe von Bicucullin kann die Entladungsrate reversibel gesteigert

werden (n=>5).

Glutamatfreisetzung) fithrt (Binns, 1999).
Blockade der GABA ,-Rezeptor-vermittelten Inhibition durch 50 M Bicucullin erhohte die

Entladungsrate signifikant (Kontrolle: 4.87 + 1.73 Hz [n=>5]; Bicucullin: 5.54 + 1.78 Hz [n=5];
P < 0.05) (Abb. 3.1D). Dieser Anstieg ist nach 15 miniitigem Auswaschen von Bicucullin
reversibel (4.64 + 1.87 Hz [n=5]). Daraus ldsst sich ableiten, dass die Rate spontaner AP im
visuellen CS von der Stérke der GABAergen Inhibition abhéngig ist.

Dariiber hinaus ist das gezeigte Phénomen der pharmakologischen Disinhibition ein geeig-

netes Mittel zur Identifikation von Modulatoren der GABAergen synaptischen Transmission.
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3.2.2 Postnatale Entwicklung des Entladungsverhaltens von bdnf-/+4 Mausen

Zum Zeitpunkt P2/3 betriagt die spontane Entladungsrate colliculdrer Neurone in bdnf+/+
Schnitten bereits 0.93 £+ 0.35 Hz (n=14) und steigt bis zum Zeitpunkt P11/12 — kurz vor
der Augenoffnung — auf 3.73 £ 0.68 (n=11) signifikant (P < 0.01) an. Die Augenéffnung
selbst zieht keine drastische Erhohung der Netzwerkaktivitdat nach sich; die Frequenz spontaner
Entladungen steigt bis P15 auf 5.30 £ 0.64 (n=32). Im Anschluss an die Augenoffnung erhoht
sich die Entladungsrate bis P20/21 signifikant (P < 0.05) auf 9.11 £+ 1.53 Hz (n=18). Es ist
keine weitere signifikante Anderung des Entladungsverhaltens bis zum Zeitpunkt P30/31 zu
verzeichnen (8.44 £ 1.86 Hz [n=10], n.s.) (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Die Rate, mit der Neurone spontan AP generieren, steigt mit zunehmendem
Alter an, um am 20. postnatalen Tag ein Plateau zu erreichen. Der Zeitpunkt
der Augenoffnung ist im Diagramm als gestrichelter Kasten illustriert.

Hinsichtlich der Entwicklung der Netzwerkaktivitat ist interessant, dass schon kurz nach
Geburt (P2/3) spontane AP beobachtet wurden. Applikation des GABA ,-Rezeptorblockers
Bicucullin (50 M) fithrte zu einem signifikanten Anstieg der Entladungsrate (Kontrolle: 0.61
+ 0.11 Hz [n=5]; Bicucullin 1.15 + 0.43 Hz [n=5]; P < 0.05). Da sich mit Hilfe des Ca®"-
Imaging nachweisen lief}; dass zu diesem Zeitpunkt GABA seine Funktion als exzitatorischer
Neurotransmitter bereits verloren hat (J. Akyeli, personliche Mitteilung), zeigt dieser Befund,
dass die GABAerge Inhibition schon kurz nach der Geburt voll funktionstiichtig und in der

Lage ist, die Netzwerkaktivitdat zu kontrollieren.

3.2.3 BDNF erhoht die Entladungsrate collicularer Neurone

Der Vergleich der spontanen Entladungsrate in bdnf+/+ und -/- Schnitten zum Zeitpunkt
P15 zeigt, dass die Inaktivierung des BDNF-Gens zu einer signifikanten Verringerung der AP-
Frequenz fithrt (bdnf+/+: 5.30 & 0.64 Hz [n=32]; bdnf-/-: 2.52 £ 0.34 Hz [n=21]; P < 0.01).

K-252a ist ein potenter Inhibitor des BDNF-Rezeptors TrkB (Kniisel und Hefti, 1992).
Um zu iiberpriifen, ob es sich bei der Erhéhung der Entladungsrate um einen iiber TrkB-

vermittelten Effekt handelt, wurden Schnitte beider Genotypen zunédchst mit K-252a (200 nM)
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Abbildung 3.3: Die spontane Entladungsrate colliculdrer Neurone ist in Abwesenheit von
BDNF signifikant geringer. TrkB-Blockade in bdnf+ /4 Schnitten imitiert das
chronische Fehlen von BDNF, wéhrend in bdnf-/- Schnitten keine weitere
Verdnderung durch K252a zu beobachten ist. Signifikanzniveaus sind in Be-
zug auf bdnf+/+ Schnitte ohne K-252a angegeben.

fiir anderthalb Stunden inkubiert. Anschliefend wurde in Anwesenheit von 200 nM K-252a die
spontane Entladungsrate bestimmt (Abb. 3.3).

Es zeigte sich, dass TrkB-Blockade in bdnf+/+ Schnitten eine signifikante Verminderung
der Entladungsrate nach sich zieht (2.56 £ 0.55 Hz [n=17], P < 0.01). Bei Blockade von TrkB in
bdnf-/- Schnitten ergab sich im Vergleich zu unbehandelten bdnf-/- Schnitten keine signifikante
Verénderung (2.86 + 0.45 Hz [n=18)).

Diese Ergebnisse zeigen, dass allein die anderthalbstiindige Blockade von TrkB-Rezeptoren
ausreicht, um in bdnf+/+ Schnitten das Entladungsverhalten von bdnf-/- Schnitten herzustel-
len. Die fehlende Modulation des Entladungsverhaltens durch K-252a in bdnf-/- Schnitten gibt
weiterhin Anlass zu der Vermutung, dass die in bdnf-/- Schnitten beobachtete Reduktion der
Entladungsrate durch die fehlende Aktivierung von TrkB-Rezeptoren zustande kommt, und es
sich demzufolge um eine spezifische Folge des akuten Fehlens von BDNF handelt. Weiterhin
ist hiermit eine kompensatorisch verstirkte Ausschiittung anderer TrkB-Liganden (z.B. NT3,
NT4) als unwahrscheinlich zu betrachten.

Fiir bdnf+/+ Méause kann geschlussfolgert werden, dass Neurotrophine im CS vorhanden

sind, sezerniert werden und TrkB aktivieren.

3.2.4 Das intrinsische Entladungsverhalten collicularer Neurone wird von BDNF nicht
beeinflusst

Die durch das funktionelle Fehlen von BDNF — durch Inaktivation des Gens im bdnf-/- Tier
oder Blockade des BDNF-Rezeptors TrkB — verringerte spontane Entladungsrate kann durch

mehrere Mechanismen erklért werden. So konnte BDNF die exzitatorische synaptische Trans-
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mission positiv oder die inhibitorische negativ modulieren. Weiterhin ist eine Verringerung
der Erregbarkeit in Betracht zu ziehen. So konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung des
Entladungsverhaltens von RGZ in bdnf-/- Tieren verzogert abliuft (Rothe et al., 1999). Die-
se Moglichkeit wurde durch die Messung depolarisationsinduzierter Aktionspotentiale in der
current-clamp-Konfiguration genauer untersucht.

Es sind drei Formen der AP-Generierung colliculdrer Neurone — erstmals von Lo und Mize
(1999) nach Stimulation des Tractus opticus beschrieben - zu unterscheiden: Neurone, die auf
Depolarisation mit einem einzelnen AP reagieren, die eine Reihe von AP generieren und die
iiber die gesamte Dauer der Depolarisation AP erzeugen (letzteres ist in Abb. 3.4A illustriert).

Hinsichtlich der Zuordnung zu den drei Gruppen unterscheiden sich die beiden Genotypen
nicht signifikant (einzelnes AP: bdnf+/+ 7%, bdnf-/- 9%; eine Reihe von AP: bdnf+/+ 21%,
bdnf-/- 21%; Dauerentladung: bdnf+/+ 72%, bdnf-/- 70%). Auch hinsichtlich der minimalen
und mittleren AP-Intervalle ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Minimum: bdnf+/+
16.4 £ 2.2 ms [n=8], bdnf-/- 17.0 & 1.9 ms [n=9]; Mittelwert: bdnf+/+ 30.8 = 3.5 ms [n=§],
bdnf-/- 30.7 & 3.1 ms [n=9]) (Abb. 3.4B). Daraus lassen sich maximale Entladungsraten von
61.0 Hz fiir bdnf+/+ bzw. 58.8 Hz fiir bdnf-/- Neurone ableiten.
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Abbildung 3.4: Das Entladungsverhalten colliculdrer Neurone in der current-clamp-Konfigura-
tion zeigt keine Unterschiede zwischen bdnf+/+ und -/- Schnitten zum Zeit-
punkt P15. A: Beispiel einer Messung von einem bdnf-/- Schnitt. B: Weder
das minimale noch das durchschnittliche AP-Intervall wird durch die An- bzw.
Abwesenheit von BDNF verédndert.

Damit ist es unwahrscheinlich, dass die in Abb. 3.3 gezeigte Verdnderung des spontanen
Entladungsverhaltens durch die Modulation der depolarisationsinduzierten AP-Generierung zu

erklédren ist.
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3.2.5 BDNF erhoht die Entladungsrate durch Modulation der GABAergen Hemmung

Eine Erklarung fiir die zuvor beobachtete Erhohung der Entladungsrate in Anwesenheit von
BDNF konnte in der Suppression der GABAergen Hemmung bestehen. Im Abschnitt 3.2.1
konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von AP in der cell attached-Konfiguration und
GABA ,-Rezeptorblockade mit 50 uM Bicucullin ein geeignetes Mittel ist, die Wirkung der
GABAergen Inhibition auf die Entladungsrate colliculdrer Neurone zu bestimmen. Quantifi-
ziert werden kann diese als das Verhéltnis der Entladungsrate unter Bicucullin zu der unter
Kontrollbedingungen (fgicucuttin/ fKontrolic)-

Wie in Abb. 3.5 dargestellt, erhohte sich in bdnf+ /4 Schnitten durch Bicucullin-Appli-
kation die Entladungsrate um 31% (fBicucuttin/ frontrone: 1.31 £ 0.17 [n=14]). Blockade der
GABAergen synaptischen Transmission in bdnf-/- Schnitten ergab einen signifikant hoheren
Anstieg der Entladungsrate ( fgicucuttin/ frontroue: 1.99 £ 0.32 [n=11], P < 0.05). In Abwesenheit
von BDNF nimmt der Einfluss der GABAergen Hemmung auf die Entladungsrate also zu, was
die beobachtete verringerte spontane Aktivitdt (Abschnitt 3.2.3) erklirt. Dies ist als ein erster
Hinweis darauf zu werten, dass BDNF die GABAerge Inhibition negativ moduliert.
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Abbildung 3.5: Der relative Anstieg der Entladungsrate durch Blockade der GABAergen Hem-
mung (fpicucultin/ frcontroie) In Abhéngigkeit von der Anwesenheit von BDNF
und TrkB-Rezeptor-Blockade (K-252a). Signifikanzniveaus sind in Bezug auf
bdnf+/+ Schnitte ohne K-252a angegeben.

TrkB-Blockade mittels K-252a in bdnf+/4 Schnitten, wie in Abschnitt 3.2.3 bereits be-
schrieben, erhohte den relativen Zuwachs der Entladungsrate durch GABA ,-Rezeptorblockade
signifikant ( fgicucultin/ ficontroue: 2.34 + 0.46 [n=11], P < 0.05).

In bdnf-/- Schnitten fithrte die TrkB-Blockade zu keiner signifikanten Anderung von
[ Bicucuttin/ [icontrole iM Vergleich zu unbehandelten bdnf-/- Schnitten (ficucuttin/ [Kontrone: 1.84
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+ 0.25 [n=10]).

Wie schon bei der Verdnderung der Entladungsrate durch Abwesenheit von BDNF ge-
zeigt, imitieren bdnf+/+ Schnitte nach TrkB-Blockade das Verhalten von bdnf-/- Schnitten,
wéhrend eine TrkB-Blockade in bdnf-/- Schnitten zu keiner weiteren signifikanten Anderung
von [Bicucultin/ fKontrone filhrt. Dies unterstreicht die Annahme, dass es sich bei den beobachteten
Verénderungen um BDNF-abhéingige, TrkB-vermittelte Effekte handelt.

3.3 Postsynaptische Suppression der GABAergen Transmission durch
BDNF

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt, erhoht BDNF die Entladungsrate colliculidrer Neu-
rone durch die Suppression der GABAergen Inhibition. Im folgenden sollte dies anhand von
Messungen in der Ganzzellkonfiguration verifiziert werden. Dariiber hinaus war zu klédren, ob
es sich um eine pré- oder postsynaptische Modulation handelt.

Fiir die folgenden Messungen wurden GABAerge IPSC pharmakologisch durch Blockade
der glutamatergen (DNQX und APV) und glycinergen (Strychnin) synaptischen Transmission

isoliert.
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Abbildung 3.6: Vollstédndige und reversible Blockade der isolierten sIPSC in beiden Genotypen
durch 50 gM Bicucullin. A: Beispielspuren mit sIPSC in Kontrolle, unter Bi-
cucullin und nach dem Auswaschen. B: Sowohl in bdnf+/+ und -/- Schnitten

fithrt die Blockade von GABA 4-Rezeptoren zur vollstindigen, reversiblen Un-
terdriickung der sIPSC.

Um sicherzustellen, dass die verbleibenden IPSC iiber GABA ,-Rezeptoren vermittelt wer-

den, wurden ohne Suppression von Netzwerkaktivitit spontane IPSC (sIPSC) nach folgendem

Protokoll aufgezeichnet: Aufnahme der Kontrolle iiber 5 Minuten, Aufzeichnen von sIPSC und
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Applikation von Bicucullin (50 M) tiber die Badlosung fiir weitere 5 Minuten, Auswaschen
von Bicucullin iiber 15 Minuten und Aufnahme einer weiteren Kontrolle.

Sowohl in bdnf+/+ als auch bdnf-/- Schnitten fiihrt die Blockade von GABA ,-Rezeptoren
zur vollstdndigen Unterdriickung von sIPSC. Damit ist sichergestellt, dass die isolierten IPSC
ausschliellich von GABA ,-Rezeptoren herrithren. Weiterhin zeigt dies, dass die fiir pharmakolo-
gische Manipulationen der Entladungsrate (Abschnitt 3.2.5) gewéhlte Bicucullin-Konzentration
von 50 puM ausreicht, die GABAerge Inhibition vollstédndig zu unterdriicken.

3.3.1 BDNF senkt die Amplitude spontaner und evozierter GABAerger IPSC

Nachdem sichergestellt wurde, dass die pharmakologisch isolierte Aktivitdt ausschlielich durch
GABA ,-Rezeptoren vermittelt wird, sollte die in Abschnitt 3.2.5 formulierte Annahme bestétigt
werden, dass BDNF die GABAerge synaptische Transmission inhibiert.

Hierzu wurden sowohl sIPSC als auch evozierte IPSC (eIPSC), die als die postsynaptische
Antwort auf die Stimulation eines einzelnen Axons aufzufassen sind, aufgezeichnet. In Abb. 3.7

sind die erhobenen Befunde dargestellt.
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Abbildung 3.7: BDNF vermindert die Amplitude GABAerger sIPSC und eIPSC. A: Von oben
nach unten sind beispielhaft eIPSC von bdnf+/+ und bdnf-/- Méausen und de-
ren gemittelte Antworten dargestellt. Stimulationsartefakte wurden entfernt.
B: Das Fehlen von BDNF fiihrt zu einer signifikanten Erhohung der Amplitu-
den GABAerger eIPSC und sIPSC.

Der Vergleich der mittleren Amplituden der eIPSC ergibt, dass diese in Anwesenheit von
BDNF signifikant geringer ausfallen (bdnf+/+: 93.5 + 8.0 pA [n=19], bdnf-/-: 178.4 + 20.2
pA [n=20], P < 0.01), wihrend die Analyse der Kinetik der eIPSC weder eine Anderung der
mittleren Abfallskinetik (7) (bdnf+/+: 14.3 & 1.1 ms [n=19], bdnf-/-: 15.8 £ 1.2 ms [n=20],
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n.s.) noch der Anstiegszeit von 20 auf 80% der erreichten Amplitude (bdnf+/+4: 0.68 + 0.10
ms [n=5], bdnf-/-: 0.68 + 0.24 ms [n=>5|, n.s.) zu Tage brachte.

Der Variationskoeffizient (CV) der Amplituden unterschied sich in Abwesenheit von BDNF
nicht signifikant vom Kontrollwert (bdnf+/+: 0.34 £ 0.05 [n=>5], bdnf-/-: 0.33 £ 0.03 [n=5],
n.s.). Ohne Berticksichtigung einer méglichen Sattigung postsynaptischer Rezeptoren gilt nach
Bennett und Kearns (2000):

I1—p
np

CV =

Hierbei beschreibt p die prasynaptische Transmitterfreisetzungswahrscheinlichkeit und n die
Anzahl der Freisetzungsorte. Da aus keinem der bisher aufgefiihrten Ergebnisse diese Parameter
abzulesen sind, benotigt man weitere Experimente, um eine Modulation dieser préasynaptischen
Parameter zu bestétigen oder auszuschlieen (siche Abschnitte 3.3.3 und 3.3.4).

Der Vergleich der GABAergen sIPSC ergab ebenso eine signifikante Suppression der Am-
plitude in Anwesenheit von BDNF (bdnf+/4: 32.23 4+ 2.19 pA [n=29], bdnf-/-: 42.15 £+ 2.70
pA [n=30], P < 0.001). Wiederum bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Geno-
typen hinsichtlich der mittleren Kinetik der aufgezeichneten sIPSC (bdnf+/+: 20.31 + 1.74
ms [n=29], bdnf-/-: 22.07 + 1.68 [n=30], n.s.). Auch fiihrte das Fehlen von BDNF zu keiner
signifikanten Modulation der Frequenz der sIPSC (bdnf+/+: 0.82 £ 0.27 Hz [n=29], bdnf-/-:
0.75 £ 0.20 Hz [n=30], n.s.).

Dies zeigt, dass BDNF in den visuellen Schichten des CS die GABAerge synaptische Trans-
mission durch eine signifikante Suppression der Amplitude der IPSC beeinflusst, ohne deren

mittlere Kinetik zu verandern.

3.3.2 Die Amplitude GABAerger mIPSC, nicht jedoch deren Frequenz wird durch
BDNF moduliert

Offen blieb bisher, wo die Modulation von BDNF an der GABAergen Synapse stattfindet.
Prinzipiell kommen hier die pra- und die postsynaptische Seite in Frage.

Ein oft verwendeter experimenteller Ansatz besteht in der Registrierung von Miniatur-IPSC
(mIPSC). Hierbei wird die Generierung von AP durch Applikation von TTX (1 M) unterbun-
den. Ausgewertet werden sowohl die Frequenz als auch die Amplitude der aufgetretenen mIPSC.
Es ist anzunehmen, dass eine isolierte Verdnderung der Frequenz einem prisynaptischen bzw.
eine alleinige Regulation der Amplitude einem postsynaptischen Mechanismus zuzuschreiben
ist.

Beispiele aufgezeichneter mIPSC beider Genotypen sind in Abb. 3.8 dargestellt. Die Analyse
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der mIPSC-Amplituden zeigt die bereits beschriebene Suppression der GABAergen Transmissi-
on durch BDNF. In Abwesenheit von BDNF verschiebt sich die Amplitudenverteilung zugunsten
hoherer Strome (Abb. 3.8C), was sich in signifikant hoheren mittleren Amplituden niederschlégt
(bdnf+/+: 21.3 £ 1.9 pA [n=13], bdnf-/-: 33.7 & 4.3 pA [n=13|, P < 0.05).

Die Blockade des Signalwegs von TrkB mit K252a fiihrte in bdnf+/+ Schnitten zu einer
signifikanten Aufregulation der Amplitude im Vergleich zu unbehandelten Schnitten (30.8 +
3.3 pA [n=12]). Das Ausbleiben eines Effekts der K252a-Behandlung auf die Amplitude bei
bdnf-/- Schnitten (29.5 £ 2.7 pA [n=11]) im Vergleich zu unbehandelten bdnf-/- Schnitten
zeigt, dass es sich bei dem Einfluss von BDNF auf die synaptische GABAerge Transmission um
einen TrkB-vermittelten Effekt handelt.

Deletion des BDNF-Gens oder TrkB-Blockade zeigten keinen Einfluss auf die mittlere Ki-
netik GABAerger mIPSC (bdnf+/+: 20.4 + 1.5 ms [n=13]; bdnf-/-: 22.7 + 2.1 ms [n=13];
bdnf+/+ K252a: 20.6 £+ 2.8 ms [n=12]; bdnf-/- K252a: 23.5 + 1.8 ms [n=11]).

Hinsichtlich der Frequenz der GABAergen mIPSC ist zu beobachten, dass weder An- oder
Abwesenheit von BDNF noch TrkB-Blockade zu einer signifikanten Modulation dieses Parame-
ters fithrte (bdnf+/+: 0.11 £ 0.03 Hz [n=13]; bdnf-/- 0.13 &+ 0.04 Hz [n=13]; bdnf+/+ K252a:
0.14 £+ 0.03 Hz [n=12]; bdnf-/- K252a: 0.14 + 0.03 Hz [n=11]).

Auffillig ist die angedeutete (Abb. 3.8) aber nichtsignifikante Erhohung der mIPSC Fre-
quenz in allen untersuchten Konditionen im Vergleich zu bdnf+/+ Schnitten. Da in bdnf+/+
Schnitten jedoch die mIPSC Amplituden deutlich geringer sind, kann der — bei Amplituden
der GroBenordnung von einigen pA — abnehmende Abstand zwischen Signal und Rauschen und
die daraus resultierende abfallende Detektierbarkeit von mIPSC als Erklarung herangezogen
werden.

Aufgrund dieser Beobachtungen kann man vermuten, dass BDNF die GABAerge Transmis-
sion durch einen postsynaptischen Mechanismus supprimiert. Auf der anderen Seite konnte eine
Verringerung von p bei gleichzeitiger Erhohung der Anzahl synaptischer Kontakte die erhobe-
nen Messdaten ebenso erklaren. Da sowohl fiir eine BDNF-abhéingige Modulation von p (Li
et al., 1998) als auch fiir eine Verdanderung der Anzahl inhibitorischer Kontakte (Huang et al.,

1999) Hinweise existieren, waren detailliertere Untersuchungen notig.
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Abbildung 3.8: GABAerge mIPSC. A: Beispiel abgeleiteter mIPSC aus je einem bdnf+/+
und bdnf-/- Schnitt. B: Es findet sich kein signifikanter Frequenzunterschied
der mIPSC zwischen bdnf+/4 und bdnf-/- Schnitten mit oder ohne K252a.
C: Kumulative Wahrscheinlichkeit von mIPSC Amplituden von bdnf+/+ und
bdnf-/- Tieren. D: bdnf-/- zeigen im Vergleich zu bdnf+/+ Schnitten eine
signifikant hohere mIPSC-Amplitude, welche durch K252a nicht beeinflusst
wird. TrkB-Blockade in bdnf+/+ Schnitten fithrt zu einer signifikanten Anhe-
bung der mIPSC Amplituden auf bdnf-/- Niveau.
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3.3.3 BDNF fiihrt nicht zu einer Anderung des Paarpulsverhaltens

Eine Moglichkeit p indirekt zu erfassen, stellt die Aufzeichnung des Paarpulsverhaltens GABA-
erger e[PSC dar. Eine Erhchung von p ist fiir gewohnlich von einer Verminderung des Grades
der Paarpulsfazilitierung (PPF) begleitet (Jiang et al., 2000). Nach der Augenéffnung ist PPF
die vorwiegende Antwort GABAerger Synapsen im visuellen CS auf Paarpulsaktivierung mit
kurzen Intervallen (Jiittner et al., 2001b).
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Abbildung 3.9: Paarpulsverhalten GABAerger eIPSC. A: Beispiel einer Paarpulsableitung mit
einem Stimulationsintervall (At) von 25 ms. Die Stimulationsartefakte wurden
entfernt. B: Weder bei At = 25 ms noch bei At = 50 ms unterscheiden sich
bdnf+/+ und bdnf-/- Schnitte im Paarpulsverhalten.

Wie in Abb. 3.9 illustriert, zeigen sowohl bdnf+/+ als auch bdnf-/- Schnitte bei einem Sti-
mulationsintervall At von 25 ms PPF, ohne sich dabei signifikant voneinander zu unterscheiden
(bdnf+/+: 1.37 £ 0.19 [n=18]; bdnf-/-: 1.33 £ 0.11 [n=18]; n.s.). Bei einem At von 50 ms ist
ein Riickgang in der PPF bei beiden Genotypen zu verzeichnen (bdnf+/+: 1.08 + 0.11 [n=18];
bdnf-/-: 1.17 = 0.07 [n=18]; n.s.).

Die hierbei verwendeten At sind nicht zu klein gew&hlt, da — wie in Abschnitt 3.2.4 be-
schrieben — colliculdre Neurone diesen Alters unabhéngig vom Genotyp mit maximal 60 Hz
(entsprechend einem At von 16.7 ms) AP generieren konnen.

Ausgehend von diesen Beobachtungen erscheint eine Modulation von p durch BDNF im CS
unwahrscheinlich. Aufgrund des Auftretens von PPF ist vom einer niedrigen p der GABAergen

Synapsen im CS auszugehen. Diese Schlussfolgerung wird durch den hohen CV der Amplituden
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GABAerger eIPSC gestiitzt (Abschnitt 3.3.1).

3.3.4 Die Anzahl inhibitorischer Boutons wird durch BDNF nicht verandert

Ein weiterer Parameter, dessen Modulation die Suppression der GABAergen synaptischen
Transmission durch BDNF erkldren konnte, ist die Anzahl der GABAergen Synapsen. Der
vesikulére, inhibitorische Aminosauretransporter (VIAAT) (Dumoulin et al., 2000) ist ein zu-
verlassiger Marker inhibitorischer Kontakte und eignet sich daher aufgrund der Abwesenheit
glycinerger synaptischer Transmission in diesem Alter (Dr. J. Meier, personliche Mitteilung)

zur Bestimmung der Dichte GABAerger Synapsen.
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Abbildung 3.10: VIAAT-positive Boutons. A: Bild einer immunhistochemischen Aufarbeitung
eines 10 pum dicken Gefrierschnittes von einer bdnf+/+ Maus mittels eines
gegen VIAAT gerichteten Primérantikorpers. B: Der Vergleich der Dichten
GABAerger Synapsen in bdnf+/+ und bdnf-/- Schnitten erbringt keinen sig-
nifikanten Unterschied.

Ein immunohistochemischer Vergleich (Abb. 3.10) von bdnf+/+ und -/- Gefrierschnitten
zeigt, dass die Anzahl inhibitorischer Kontakte pro 40 x 40 um? (bdnf+/+: 163.0 £ 11.3 [n=20;
bdnf-/-: 159.9 + 9.7 [n=20]; n.s.) durch das Fehlen bzw. die Anwesenheit von BDNF nicht
beeinflusst wird. Die Anzahl der GABAergen Kontakte gibt nur indirekt Auskunft dariiber,
wie viele Freisetzungsorte vorhanden sind und ob beide Genotypen iiber die gleiche Menge
bzw. Dichte verfiigen. Da p in bdnf+/+ und -/- Schnitten jedoch gleich ist und dariiber hinaus
die mIPSC-Frequenzen nicht verschieden sind, ist davon auszugehen, dass auch die Anzahl der

Freisetzungsorte durch BDNF nicht wesentlich veréindert wird.

3.4 Mechanismen der BDNF-Wirkung an der GABAergen Synapse

Die bisher gezeigten Experimente deuten darauf hin, dass BDNF die Amplitude GABAerger

IPSC durch einen postsynaptischen Mechanismus vermindert, da keine Verdnderungen présyn-
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aptischer Parameter, wohl aber eine Amplitudenreduktion GABAerger IPSC durch BDNF zu
beobachten war. Mogliche Ansatzpunkte hierfiir sind die Verminderung der Anzahl postsynap-
tischer Rezeptoren, eine Verdnderung ihrer Zusammensetzung, Offnungswahrscheinlichkeit oder

ihres Desensitisierungsverhaltens und die Verringerung der Leitfdhigkeit des einzelnen Kanals.

3.4.1 Abwesenheit von BDNF fiihrt zur Sattigung postsynaptischer Rezeptoren
Korrelation von Kinetik und Amplitude GABAerger Strome

Die Rezeptoranzahl beeinflusst sowohl die Amplitude der postsynaptischen Stréme als auch
deren Kinetik. Steht withrend der synaptischen Ubertragung mehr Neurotransmitter als post-
synaptische Rezeptoren zur Verfiigung, kommt es zur Sattigung (Auger und Marty, 2000). Hier
wird die Amplitude der PSC nur noch durch die Anzahl der Rezeptoren bestimmt. Weiterhin

kommt es zu einer Verdnderung der Kinetik, die Zeitkonstante 7 nimmt zu.
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Abbildung 3.11: Korrelation zwischen der Amplitude und der Zeitkonstanten 7 GABAerger
sIPSC in bdnf+/+ und -/- Schnitten. In Abwesenheit von BDNF nimmt die
mittlere Dauer eines sIPSC mit steigender Amplitude zu — ein Effekt, der bei
bdnf+/+ Schnitten nicht beobachtet werden kann.

Unter diesem Gesichtspunkt wurde der Zusammenhang zwischen der Amplitude und 7
GABAerger sIPSC beider Genotypen untersucht (Abb. 3.11). Es zeigt sich, dass in bdnf-/-
Schnitten eine Korrelation vorhanden ist (Spearman-Test: P < 0.01), die sich in bdnf+/+
Schnitten nicht findet (P = 0.79). Applikation von exogenem BDNF auf bdnf-/- Schnitte
(detailliert in Abschnitt 3.4.3 beschrieben) beseitigt den in bdnf-/- Schnitten beobachteten
Zusammenhang innerhalb von 10 Minuten (P = 0.38).
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Diese Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe, dass die postsynaptischen GABA ,-Rezep-
toren in Abwesenheit von BDNF eher geséttigt sind. Als mégliche Ursachen kommen hierfiir
eine Verminderung der Rezeptoranzahl, verdnderte Rezeptoreigenschaften, eine herabgesetzte
Wiederaufnahme von GABA oder auch eine Erhohung des Neurotransmittergehalts prasyn-
aptischer Vesikel in Frage. Aufgrund der Tatsache, dass es sich hierbei um ein innerhalb von
10 Minuten umkehrbares Phdnomen handelt, kann es sich nicht um ein entwicklungsbedingtes

Defizit und nicht um einen iiber de-novo Proteinsynthese vermittelten Prozess handeln.

Applikation von Zolpidem

Ein weiterer Ansatz, den Zustand der Rezeptorséittigung zu iiberpriifen und damit Riickschliisse
auf deren Anzahl ziehen zu konnen, ist die Applikation von Benzodiazepinen und insbesondere
Zolpidem (Perrais und Ropert, 1999; Hajos et al., 2000). Diese erhéhen die Affinitat von GABA
zu seinem Rezeptor. Sind die Rezeptoren vollstandig besetzt, wird unter Applikation dieser
Substanzen keine Erhohung der ITPSC-Amplitude zu beobachten sein. Kommt es jedoch zu

einem Anstieg der Amplitude, ist die Séttigung der Rezeptoren unwahrscheinlich.
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Abbildung 3.12: Messung GABAerger sIPSC und Applikation von Zolpidem. A: Applikation
von 10 uM Zolpidem erhoht signifikant die mittlere Amplitude GABAerger
sIPSC in bdnf+/+ Schnitten auf das Niveau von bdnf-/- Schnitten. In letzteren
fithrt Zolpidem nicht zu einer Amplitudenzunahme. B: In beiden Genotypen ist
die Applikation von Zolpidem von einem signifikanten Anstieg von 7 begleitet.

Die Modulation der sIPSC-Kinetik durch Zolpidem wurde experimentell folgendermaflen
bestimmt: Aufnahme der Kontrollwerte iiber 5 Minuten, Badapplikation von Zolpidem (10
uM) iiber 7 Minuten und Registrierung der sIPSC in den letzten 5 Minuten, Auswaschen von

Zolpidem fiir weitere 15 Minuten und Aufnahme einer weiteren Kontrolle iiber 5 Minuten.
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Unter Applikation von Zolpidem steigt die Zeitkonstante 7 der sIPSC sowohl in bdnf+/+
Schnitten (Kontrolle: 20.6 + 2.9 ms [n=10]; Zolpidem: 36.9 £+ 5.9 ms [n=10]; P < 0.01) als
auch in bdnf-/- Schnitten (Kontrolle: 24.1 £ 2.5 ms [n=11]; Zolpidem: 51.7 £+ 5.7 ms [n=11];
P < 0.001) signifikant an (Abb. 3.12B). Dieser Anstieg war in allen 21 untersuchten Zellen
zu verzeichnen. Damit ist gesichert, dass die hier untersuchten GABA ,-Rezeptoren Zolpidem-
sensibel sind.

Im Gegensatz zu 7 unterscheidet sich der Einfluss von Zolpidem auf die sIPSC Amplitude
deutlich zwischen den Genotypen (Abb. 3.12A). Wahrend in den bdnf+/+ Schnitten ein signifi-
kanter Zuwachs der Amplituden beobachtet wurde (Kontrolle: 28.3 + 3.2 pA [n=10]; Zolpidem:
41.0 £+ 5.4 pA [n=10]; P < 0.001) fehlt dieser in bdnf-/- Schnitten (Kontrolle: 38.1 + 4.7 pA
n=11]; Zolpidem: 42.4 4+ 5.3 pA [n=11]; n.s.). Der Unterschied der Amplituden in der Kon-
trolle zwischen den beiden Genotypen entspricht dem in Abschnitt 3.3.1 gezeigten. Interessant
ist, dass die Zolpidemapplikation in bdnf+/+4 Schnitten die IPSC-Amplitude auf das Niveau
von bdnf-/- Schnitten anhebt.

Hinsichtlich der 20-80% Anstiegszeit der sIPSC ergab sich keine signifikante Verdnderung
durch Anwendung von Zolpidem in bdnf+/+ (Kontrolle: 0.73 & 0.08 ms [n=10]; Zolpidem: 0.80
+ 0.13 ms [n=10]; n.s.) oder bdnf-/- Schnitten (Kontrolle: 0.78 4+ 0.12 ms [n=11]; Zolpidem:
0.80 £ 0.09 ms [n=11]; n.s.).

Nach 15-miniitigem Auswaschen von Zolpidem waren alle beschriebenen Effekte vollstindig
reversibel.

Ahnlich den in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Effekten lassen auch die Ergebnisse der
Zolpidem-Applikation vermuten, dass es in Abwesenheit von BDNF zu einer stirkeren Beset-
zung postsynaptischer Rezeptoren durch GABA kommt. Da es sich hierbei um spontane IPSC
— also sowohl AP-abhéingige als auch Miniaturstrome — handelt und die Kinetik in Kontrolle
zwischen bdnf+/+ und -/- Schnitten vergleichbar ist, liegt der Gedanke nahe, dass in bdnf-/-
Schnitten GABAerge Synapsen nahe der Sattigung operieren, was unter Zolpidem-Applikation
bzw. gesteigerter synaptischer Transmission und damit hoherer Amplituden besonders deutlich

wird.

3.4.2 Die Expression von GABA-Rezeptor-Untereinheiten wird durch BDNF gesteu-

ert

BDNF erhéht die Expression der GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten a;, ag und 7, von zere-
bellaren Kornerzellen in Kultur (Bulleit und Hsieh, 2000). In der rezessiven Mausmutante
stargazer konnen zerebelldre Kornerzellen kein BDNF' exprimieren, was zu einer reduzierten
Expression der GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten o und 3 fithrt (Thompson et al., 1998).
BDNF konnte die Transkription von GABA-Rezeptor-Untereinheiten mRNA im CS beein-
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flussen und somit iiber die Menge der verfiigharen mRNA die Rezeptorzahl steuern. In-situ-
Hybridisierungen zeigten, dass im CS mRNA der GABA-Rezeptor-Untereinheiten «;_3, as,
B1-3 und 7 exprimiert wird (Wisden et al., 1992).

Die in Abschnitt 3.4.1 gezeigte Sensibilitat GABAerger sIPSC gegeniiber Zolpidem besté-
tigt, dass im CS keine ay- und ag-Untereinheiten am Aufbau des GABA ,-Rezeptors beteiligt
sind, da Rezeptoren, die entweder die a4- oder ag-Untereinheit enthalten, nicht Zolpidem-
sensibel sind (Khan et al., 1996; Crestani et al., 2000). Weitere Untersuchungen kamen zu
dem Ergebnis, dass die Untereinheit as die Affinitat von Zolpidem zum Rezeptor authebt bzw.
extrem vermindert (Barnard et al., 1998).

Die Expression der Untereinheiten a;_3 ist entwicklungsbedingten Modifikationen unterwor-
fen, welche von Verdnderungen der PSC-Kinetik begleitet werden (Okada et al., 2000; Jiittner
et al., 2001b; Vicini et al., 2001). Die Untereinheit ~, wird dagegen eher fiir die Verankerung
des GABA j-Rezeptors in der Membran verantwortlich gemacht (Cherubini und Conti, 2001).

Durch semiquantitative RT-PCR von bdnf+/+ und -/- Schnitten in Verbindung mit TrkB-
Blockade in einem Teil der bdnf+/+ Schnitte durch Inkubation mit 200 mM K252a wurde die
Modulation der mRNA-Expression untersucht.

Wie in Abbildung 3.13 dargestellt, kommt es in Abwesenheit von BDNF zu einer Verminde-
rung der Expression von a;-mRNA (bdnf+/+: 1.22 £ 0.18 [n=10]; bdnf-/-: 0.37 £ 0.09 [n=11];
P < 0.001). Préainkubation von bdnf+/+ Schnitten in K252a iiber 6 Stunden fiithrt zu einer
nicht-signifikanten Reduktion der relativen Expression (bdnf+/4+ K252a: 0.80 + 0.08 [n=7],
n.s.). Betrachtet man die Expression der as Untereinheit, so findet sich ein dhnliches Ergebnis
(bdnf+/4: 0.33 £ 0.07 [n=10]; bdnf-/-: 0.14 £ 0.06 [n=11]; P < 0.05). Wieder verschob die
sechsstiindige Blockade von TrkB in bdnf+/+ Schnitten die Expression in Richtung bdnf-/-
(bdnf+ /4 K252a: 0.18 £ 0.06 [n=9], n.s.). Die azg-Untereinheit zeigt mit reduzierter Expression
bei Fehlen von BDNF (bdnf+/+: 0.31 £ 0.06 [n=10]; bdnf-/-: 0.12 £+ 0.04 [n=10]; P < 0.05) und
nicht-signifikanter Reduktion der relativen Expression bei TrkB-Blockade (bdnf+/+ K252a:
0.14 £ 0.03 [n=4], n.s.) ein dhnliches Verhalten.

Eine Modulation der GABA-Rezeptor-Untereinheit v auf mRNA-Ebene durch BDNF war
— im Gegensatz zu den von Bulleit und Hsieh (2000) im Kleinhirn beschriebenen Expressi-
onsénderungen — im CS nicht zu beobachten (bdnf+/+: 1.02 £+ 0.22 [n=11]; bdnf-/-: 0.97 £
0.20 [n=11]; n.s.). Die beiden Splice-Varianten ~,;, und 7, konnten in bdnf+-/4 und bdnf-/-
Schnitten nachgewiesen werden; auf eine Quantifizierung wurde verzichtet.

Die Aufregulation der GABAergen Hemmung in Abwesenheit von BDNF kann somit nicht
durch eine vermehrte Transkription der GABA-Rezeptor-Untereinheiten a;_3 oder v erklért
werden. Die im Abschnitt 3.4.1 beobachtete Sattigung postsynaptischer Rezeptoren kénnte je-

doch sehr wohl ihre Ursache in der verminderten Expression von GABA-Rezeptor-Untereinheiten
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Abbildung 3.13: Einfluss von BDNF auf die Expression von GABA-Rezeptor-Untereinheiten.
A: Beispiel des Nachweises der GABA ,-Untereinheiten a; 3 und 7, in
bdnf+/+ und -/- Schnitten. Die Expression wurde relativ zur Expression von
(-Aktin berechnet und angegeben. B-D: In Abwesenheit von BDNF kommt
es zu einer verminderten Expression der Untereinheiten o;_5. Vorangehende
Inkubation der bdnf+/+ Schnitte mit K252a imitiert diesen Effekt.

haben. Dies wirft die Frage auf, wie die postsynaptische Zelle mit weniger GABA-Rezeptor-

mRNA grofiere Stréme generiert.

3.4.3 Exogenes BDNF wirkt PKC-abhangig

Sowohl die Zeitskala, auf der BDNF die GABAerge Hemmung moduliert, als auch die Umkehr-
barkeit der Gen-Inaktivierung durch akute Applikation von BDNF blieben bisher unbertick-
sichtigt. Daher wurde BDNF (100 ng/ml) mittels lokaler Superfusion auf Schnitte von bdnf-/-
Ma&usen nach folgendem Protokoll appliziert: Aufzeichnung von sIPSC fiir 5 Minuten, Gabe von
BDNF fiir 10 Minuten in die unmittelbare Néhe des studierten Neurons und Aufzeichnung der
sIPSC wihrend der letzten 2 Minuten der Superfusion, Auswaschen von BDNF fiir weitere 10
Minuten und erneute Erfassung von sIPSC in den letzten 2 Minuten.

Exogenes BDNF hatte weder signifikanten Einfluss auf die mittlere Kinetik (Kontrolle:
27.744.4 ms [n=8]; BDNF: 24.3+2.9 ms [n=8]) noch auf die Frequenz (Kontrolle: 1.6+0.6
Hz [n=8|; BDNF: 1.6+0.6 Hz [n=8]) der aufgezeichneten sIPSC. Wie in Abbildung 3.14A zu
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sehen, trat jedoch eine signifikante Reduktion der Amplituden auf (Kontrolle: 37.842.8 pA
[n=8]; BDNF: 29.6+2.4 pA [n=8]; P < 0.01). Die Umkehr des Effekts der Gen-Inaktivierung
auf die GABAerge synaptische Transmission ist also innerhalb von 10 Minuten moglich, sodass
davon auszugehen ist, dass die bisher beobachteten Phéanomene nicht die Folgen der chronischen

Abwesenheit in der Entwicklung sondern das akute Fehlen von BDNF widerspiegeln.
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Abbildung 3.14: PKC-abhéngige Suppression GABAerger sIPSC durch exogenes BDNF. A: Lo-
kale Superfusion von BDNF (100 ng/ml) reduziert die Amplitude GABAerger
sIPSC innerhalb von 10 Minuten signifikant. B: Durch intrazelluldre Appli-
kation eines PKC-Inhibitors kann die Wirkung von exogenem BDNF auf die
GABAerge Hemmung aufgehoben werden.

Die Aktivierung von TrkB durch BDNF kann zur Aktivierung der PLC~ fiithren (Gunn-
Moore und Tavare, 1998), welche ihrerseits zum Anstieg der intrazelluldren Spiegel von DAG
und Ca?* fithrt — die Voraussetzung zur Aktivierung der PKC. Weiterhin wurde gezeigt, dass
sowohl Inaktivierung der PLCr als auch die Verwendung des hochaffinen Ca?*-Puffers BAPTA
in der Intrazelluldrlosung die Wirkung von exogenem BDNF auf die GABAerge synaptische
Inhibition unterbindet (Tanaka et al., 1997). Zur Uberpriifung der These, dass die hier beob-
achtete Suppression der GABAergen IPSC durch BDNF durch PKC vermittelt wird, ist das
oben beschriebene Experiment dahin gehend modifiziert worden, dass die Intrazelluldrlosung
zusitzlich PKC inhibitor peptide 19-31 (600 nM) enthielt.

Wie Abbildung 3.14B zu entnehmen ist, verhinderte die PKC-Blockade vollstdndig die Sup-
pression der Amplitude durch BDNF (Kontrolle: 34.7+3.7 pA [n=8]; BDNF: 38.1£3.2 pA
[n=8]; n.s.). Dieses Ergebnis ist in zweierlei Hinsicht von Bedeutung: Es bestitigt die bisherige
Vermutung, dass die Aktivation der PKC einen bedeutenden Schritt im Signalweg der BDNF-

vermittelten Hemmung der GABAergen Inhibition darstellt. Zum anderen zeigt es, dass sich
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der Angriffsort des applizierten BDNFs am postsynaptischen Neuron befindet, da aufgrund
der Peptideigenschaften des PKC-Inhibitors davon auszugehen ist, dass der PKC-Block auf die
postsynaptische Zelle beschréankt ist.

3.5 Der Einfluss von BDNF auf die Reifung GABAerger Synapsen

Ein wesentlicher Schritt in der postnatalen Entwicklung des CS stellt die Augenoffnung zum
Zeitpunkt P13/14 dar. Mit ihr setzt die Phase des Mustersehens ein. Gleichzeitig stellt dieses
Ereignis einen wichtigen Schritt in der Entwicklung der GABAergen synaptischen Transmission
dar (Clark et al., 2001; Schmidt et al., 2002). Hierbei kommt es zu einer Verringerung der
Zeitkonstanten 7 GABAerger IPSC, welche von einer Aufregulation von a; mRNA begleitet ist
(Schmidt et al., 2002). Es sollte im folgenden geklart werden, ob BDNF diese kritische Periode

in der postnatalen Entwicklung des visuellen CS beeinflusst.

3.5.1 BDNF moduliert die Entwicklung der GABAergen synaptischen Transmission

Die hier verwendeten Méuse 6ffnen die Augen am 13. postnatalen Tag. Zur Charakterisierung
der Entwicklung der GABAergen Transmission wurden GABAerge eIPSC am 11. und 12. (im
folgenden als P12 zusammengefasst) herangezogen. Weiterhin ist die relative Expression der
GABA-Rezeptor-Untereinheiten a;_3 und 75 bestimmt worden. Die erhobenen Daten wurden
mit den bereits bekannten Werten nach der Augenéffnung zum Zeitpunkt P15 aus den Ab-
schnitten 3.3.1 und 3.4.2 verglichen.

Wie Tabelle 3.2 zu entnehmen ist, lasst sich erstaunlicherweise zum Zeitpunkt P12 kein
Unterschied zwischen bdnf+/4 und -/- Schnitten finden. Dies ist umso bemerkenswerter, da
sich nur 3 Tage spéter eine — in den vorangegangenen Abschnitten beschriebene — deutliche
Modulation der GABAergen synaptischen Transmission durch BDNF demonstrieren lief3.

In Schnitten von bdnf+ /4 Mausen besitzen eIPSC zum Zeitpunkt P12 eine deutlich lang-
samere Kinetik als bei P15. Dies ldsst sich auch fiir bdnf-/- Méuse zeigen. Wihrend jedoch
in Schnitten von bdnf+/+ Mausen die Amplitude der eIPSC iiber die Augenoffnung hinweg
konstant bleibt, steigt diese in bdnf-/- Schnitten signifikant an. Die relative Expression der
GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten /3 und 7o zeigt weder in bdnf+-/4 noch bdnf-/- Schnit-
ten eine signifikante Modulation im Vergleich P12 versus P15. Die Ausnahme stellt die a;-
Untereinheit dar: in bdnf+/+ Schnitten kommt es im Gegensatz zu bdnf-/- Schnitten parallel
zur Augendffnung zu einer signifikanten Aufregulation der Expression dieser GABA ,-Rezeptor-

Untereinheit. Eine zusammenfassende, graphische Darstellung der wichtigsten Parameter ist in
Abb. 3.15 zu finden.
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bdnf+/+ bdnf-/- P12 bdnf+/+ bdnf-/-
+/+ vs. -/- | P12 vs. P15 | P12 vs. P15
eIPSC y (pA) | 93.7 £ 19.6 (15) | 104.2 £ 20.2 (15) n.s. n.s. P < 0.01
eIPSC 7 (ms) || 27.9 + 3.9 (15) | 28.1 + 2.9 (15) n.s. P <000l | P <0001
GABAAOq 0.37 £ 0.10 (10) | 0.43 £+ 0.13 (10) 7.8. P < 0.001 n.S.
GABA,a; | 039+ 0.09 (9) | 039 + 0.12 (9) n.s. n.s. n.s.
GABAAOzg 0.30 £ 0.05 (9) | 0.34 + 0.11 (9) n.S. n.S. n.S.
GABA 7 1.07 + 0.18 (10) | 1.02 + 0.22 (10) n.s. n.s. n.s.

Tabelle 3.2: Vergleich der Amplituden (y) und Zeitkonstanten (7) GABAerger eIPSC so-
wie der mRNA-Expression von GABA-Untereinheiten bei P12. Es wurde iiber-
priift, ob sich bei P12 zwischen bdnf+/+ und -/- Schnitten signifikante Unter-
schiede finden lassen. Weiterhin erfolgte ein Vergleich aller angegebenen Werte
zwischen P12 und P15 jeweils fiir bdnf+/+ sowie bdnf-/- Schnitte.

Diese Ergebnisse sind in zweierlei Hinsicht interessant. Zum einen konnte u.a. im Thalamus
(Okada et al., 2000) als auch im CS (Jiittner et al., 2001b) iiberzeugend demonstriert werden,
dass eine Erhohung der a;;-Expression zu einer Verkiirzung GABAerger IPSC fiihrt. Die iiber die
Augenoffnung in bdnf-/- Schnitten beobachtete Verkiirzung GABAerger eIPSC ohne Erhchung
der ay-Expression stellt dazu einen scheinbaren Widerspruch dar. Zu vermuten ist, dass allein
die Expression der a;-Einheit auf mRNA-Ebene nicht fiir die Verdnderung der Kinetik verant-
wortlich ist, sondern dass fiir den Grad des a;-Gehalts von GABA ,-Rezeptoren nachfolgende
Schritte wie z.B. die Translation, der Rezeptorzusammenbau oder der Rezeptortransport zur
Synapse und Membran entscheidend sind.

Das Ergebnis, dass es bei keiner der untersuchten GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten zu ei-
nem Anstieg der Expression in bdnf-/- Schnitten kam, parallel jedoch die Amplitude GABA-
erger e[PSC signifikant anstieg, unterstiitzt die im Abschnitt 3.4.2 geduflerte Vermutung, dass
die Suppression der GABAergen Transmission nicht allein durch eine Regulation der Expression

von GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten zustande kommt.
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Abbildung 3.15: Einfluss der Augenoffnung auf die GABAerge synaptische Transmission in

Abhéngigkeit von BDNF. A: Die Amplitude GABAerger eIPSC bleibt in
bdnf+/+ Schnitten iiber die Augenéffnung unverandert, wihrend es in bdnf- /-
Schnitten zu einem signifikanten Anstieg kommt. B: Sowohl in bdnf+/+ als
auch in bdnf-/- Schnitten wird die Kinetik der eIPSC signifikant beschleu-
nigt. C: In bdnf+/+ Schnitten steigt die relative mRNA-Expression der a;-
Untereinheit signifikant an, wiahrend sie in bdnf-/- Schnitten konstant bleibt.
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3.5.2 BDNF- und TrkB-mRNA-Expression dandern sich durch die Augenéffnung nicht

Die Beobachtung, dass zum Zeitpunkt P12 kein Unterschied zwischen bdnf+/+ und -/- Schnit-
ten zu finden ist, wirft die Frage auf, ob BDNF zu diesem Zeitpunkt im CS anzutreffen ist und
ob TrkB-Rezeptoren vorhanden sind. Hinsichtlich des TrkB-Rezeptors sind verschiedene Splice-
Varianten zu unterscheiden. Da TrkB.T1 aufgrund der fehlenden intrazelluliren Doméne die
Wirkung von endogenem BDNF abschwichen bzw. autheben kann (Biffo et al., 1995; Haapa-
salo et al., 2001), kommt eine Verschiebung des Verhéltnisses der Expression von TrkB.FL und
TrkB.T1 als Erkldarung in Betracht.

Daher wurde sowohl zum Zeitpunkt P12 als auch P15 durch semiquantitative RT-PCR die
relative Expression von BDNF-, TrkB.FL- und TrkB.T1-mRNA in bdnf+/+ und -/- Schnitten

bestimmt.

P12 P15

bdnf+/+ | bdnf-/- bdnf+/+ | bdnf-/-
BDNF | 1.23 + 0.25 (5) | 0.00 = 0.00 (5) || 1.33 = 0.10 (5) | 0.00 = 0.00 (5)
TrkB.FL || 0.97 + 0.09 (5) | 0.94 + 0.17 (5) || 0.90 = 0.06 (5) | 0.97 =+ 0.07 (5)
TrkB.T1L || 1.33 + 0.23 (5) | 1.65 = 0.35 (5) || L.14 = 0.08 (5) | 1.23 £ 0.15 (5)

Tabelle 3.3: Die durch die semiquantitative RT-PCR bestimmte Expression von BDNF,
TrkB.FL und TrkB.T1 wird durch das Offnen der Augen nicht beeinflusst. In
bdnf+ /4 und -/- Schnitten wird sowohl bei P12 als auch P15 TrkB.T1 und
TrkB.FL exprimiert. Deren Expression wird durch die An- oder Abwesenheit
von BDNF nicht verédndert.

Die relative Expression von BDNF-, TrkB.FL- und TrkB.T1-mRNA ist Tabelle 3.3 zu ent-
nehmen. Es zeigt sich, dass sowohl TrkB.FL- als auch TrkB. T1-mRNA im CS exprimiert wer-
den. Hierbei unterscheidet sich die Expression zwischen den Genotypen weder bei P12 noch
P15 signifikant. Lediglich die Expression von TrkB.T1 fallt leicht ab. Die im Zusammenhang
mit der Augenoffnung erwarteten Expressionsénderungen fanden sich weder in bdnf+/+ noch
in bdnf-/- Schnitten.

Die relative Expression von BDNF-mRNA zeigt in bdnf+ /4 Schnitten nach Augenoffnung
keine Anderung im Vergleich zu P12. In bdnf-/- Schnitten lieB sich BDNF-mRNA erwartungs-
geméf nicht nachweisen.

Daraus geht hervor, dass eine durch das Einsetzen des Mustersehens nach der Augensffnung
ausgeloste Modulation der BDNF-mRNA-Expression nicht das Fehlen einer BDNF-abhéngigen
Modulation der GABAergen Transmission zum Zeitpunkt P12 erkldren kann. Damit erhebt sich
die Frage, ob sich die Mengen von BDNF-mRNA und -Protein proportional zueinander verhal-

ten. Zum anderen konnte BDNF aus anderen Hirnarealen anterograd und aktivitdtsabhéngig
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in den CS transportiert werden und so erst nach der Augenéffnung zu messbaren Unterschieden
fiithren.

Aus den Experimenten mit dem TrkB-Blocker K252a war bereits zu schlussfolgern, dass
funktionelle TrkB-Rezeptoren im CS vorhanden sind. Dies wird nun durch den Nachweis von
TrkB.FL-mRNA untermauert. Es zeigt sich aber auch, dass die BDNF-TrkB-Interaktion auch
im CS durch die Anwesenheit von TrkB.T1 moduliert werden kann. Jedoch kommt eine Modu-
lation der TrkB.T1- bzw. TrkB.FL-Expression auf der mRNA-Ebene nicht in Betracht, wenn es
darum geht, die Abwesenheit eines BDNF-Effekte bei P12 zu erklaren. Es stellt sich also auch
hier die Frage, inwiefern das Vorhandensein von mRNA mit der Anwesenheit von funktionellen

Rezeptoren korreliert.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerung

Die hier beobachteten Wirkungen von BDNF auf die GABAerge synaptische Transmission in
den visuellen Schichten des Colliculus superior nach der Augentffnung kénnen folgendermafien

zusammengefasst werden:

e BDNF hat keinen Einfluss auf die Dichte der Neuronen, deren Grofie, Membranwiderstand

oder Ganzzellkapazitét.

e Die Rate der spontan generierten Aktionspotentiale wird durch BDNF erhoht. Dies ist
nicht auf eine Modulation des intrinsischen Entladungsverhaltens zuriickzufiihren. Viel-
mehr unterdriickt BDNF die GABAerge Hemmung. Daher kommt es in Abwesenheit
von BDNF oder bei Blockade des TrkB-Rezeptors durch Verstirkung der GABAergen

Hemmung zur Reduktion der Spontanaktivitét.

e Es lieB sich kein Hinweis auf eine prasynaptische Wirkung von BDNF finden, da weder
die Anzahl inhibitorischer Boutons, noch die mIPSC-Frequenz, noch das Paarpulsverhal-
ten durch BDNF beeinflusst werden. Bei gleichzeitiger, TrkB-abhédngiger Reduktion der
GABAergen IPSC durch BDNF muss ein postsynaptischer Effekt angenommen werden.

e Die Applikation von BDNF hob den Effekt seiner chronischen Abwesenheit in bdnf-/-
Tieren innerhalb von 10 Minuten auf. Durch postsynaptische Blockade der PKC konnte

dies verhindert werden.

e In Abwesenheit von BDNF steigt die Dauer der IPSC mit ihrer Amplitude und Applika-
tion von Zolpidem verldangert IPSC ohne eine Amplitudensteigerung. Dies sind deutliche

Hinweise auf eine postsynaptische Rezeptorsittigung.

e Die mRNA-Expression der GABA j-Rezeptor-Untereinheiten a;_3 ist in Abwesenheit von
BDNF signifikant erniedrigt — nicht jedoch die der 7,-Untereinheit.

Vor der Augenoffinung hat BDNF keinen Einfluss auf die untersuchten Parameter der GABA-

ergen Inhibition:
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e Unmittelbar vor der Augenoffnung besteht zwischen bdnf+/+ und -/- Schnitten kein Un-
terschied hinsichtlich der evozierten GABAergen IPSC oder der Expression der GABA 4-

Rezeptor-Untereinheiten a;_3 und ~s.

e Sowohl BDNF- als auch TrkB.FL- und TrkB.T1-mRNA konnte vor und nach der Au-
genoffnung detektiert werden. Eine altersabhéingige Expression konnte nicht nachgewiesen

werden. Weiterhin hatte die Abwesenheit von BDNF keinen Einfluss auf die Expression
von TrkB.FL und TrkB.T1.

Diese Ergebnisse sind mit folgendem Wirkungsmechanismus von BDNF kompatibel: BDNF
aktiviert innerhalb weniger Minuten {iber TrkB-Rezeptoren die PKC, was die Aktivitdt der
GABA j-Rezeptoren reduziert. Innerhalb von Stunden kommt es zu einer erhthten mRNA-
Expression von a-Untereinheiten und zum Einbau einer gréfieren Zahl von GABA , -Rezeptoren

in die Postsynapse.

4.2 Einfluss von BDNF auf die spontane Entladungsrate

Durch Ableitung in der cell attached-Konfiguration wurde gezeigt, dass bereits kurz nach der
Geburt (P2/3) in der hier verwendeten Schnittpraparation des visuellen CS spontane AP ge-
neriert werden. Die Rate, mit der colliculare Neurone spontan AP erzeugen, steigt mit zuneh-
menden Alter an, um bei P20 ein Maximum zu erreichen. Sie héngt unter anderem von den
Eigenschaften der exzitatorischen und inhibitorischen Eingéinge ab. Wahrend der postnatalen
Entwicklung steigt sowohl die Frequenz der spontanen EPSC (Shi et al., 1997) als auch die
der IPSC (Jiittner et al., 2001b) an. Zusétzlich kann auch ein veréndertes intrinsisches Entla-
dungsverhalten Einfluss auf die Entladungsrate haben (Lo et al., 1998; Isa und Saito, 2001).
Es war jedoch nicht Ziel dieser Arbeit, die postnatale Entwicklung des Entladungsverhaltens
zu charakterisieren. Dass die Entladungsrate vom Vorhandensein exzitatorischer und inhibito-
rischer Eingédnge abhingt, wurde durch pharmakologische Blockade von NMDA-, AMPA- und
ACh-Rezeptoren bzw. GABA ,-Rezeptoren gezeigt. Interessant ist, dass die alleinige Applika-
tion von NMDA- und AMPA-Rezeptor-Blockern die Entladungsrate nur auf 20% des Kon-
trollwertes senkte. Zusétzliche Inhibierung von ACh-Rezeptoren durch Tubocurarin senkte die
Entladungsrate auf nahezu Null. Im CS selbst existieren viele Neurone, die ACh produzieren
und als Neurotransmitter verwenden. Auflerdem erhélt der CS cholinerge Afferenzen aus dem
kontralateralen Nucleus parabigeminalis. Cholinerge PSC wurden jedoch in den durchgefiihr-
ten Ganzzellableitungen unter AMPA-, NMDA-, Glyzin- und GABA ,-Rezeptor-Blockade nicht
beobachtet. Es ist denkbar, dass cholinerge Eingénge vorwiegend pré- oder extrasynaptische

Rezeptoren aktivieren und die Entladungsrate auf diesem Wege beeinflussen.
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Es wurde in einer Reihe von Priparaten gezeigt (z.B. Rothe et al. (1999) in retinalen Gan-
glienzellen oder Bolton et al. (2000) in hippokampalen Kulturen), dass BDNF die neuronale
Entladungsrate erhchen kann. Dies wird jetzt fiir den visuellen CS bestétigt. Die Erhohung der
spontanen Entladungsrate beruht weder auf einer Verinderung des intrinsischen Entladungs-
verhaltens noch der passiven neuronalen Parameter — beides in Ubereinstimmung mit Bolton
et al. (2000). Es gibt jedoch eine Vielzahl alternativer Erkldarungen: BDNF konnte exzitatorische
Eingénge stérken, inhibitorische abschwéchen, die Anzahl der vorhandenen Neurone verédndern
oder das Verhéltnis zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen verschieben.

Obwohl BDNF die Anzahl MAP2-positiver Zellen beeinflussen kann (Pencea et al., 2001)
und damit prinzipiell auch im ZNS die Moglichkeit besteht, dass BDNF Einfluss auf das Uber-
leben von Neuronen hat, ergab sich im CS kein Unterschied hinsichtlich der Neurondichte oder
des Somadurchmessers in der MAP2-Féarbung. In vitro-Untersuchungen (Vicario-Abejon et al.,
1998; Bolton et al., 2000) bestétigen dies. Bei konstanter Anzahl von Neuronen kann BDNF
den Anteil GABAerger Neurone im visuellen Kortex der Ratte in vitro erhthen (Rutherford
et al., 1997). Dies wurde hier nicht untersucht, sodass unter BDNF-Einfluss moglicherweise
mehr GABAerge Neurone im CS vorhanden sind, welche — wie durch VIAAT-Farbung gezeigt
— die gleiche Anzahl inhibitorischer Kontakte ausbilden. Ob dies einen Einfluss auf die Entla-
dungsrate collicularer Neurone hat und welcher Art dieser Einfluss sein konnte, ist zum jetzigen
Zeitpunkt nicht bekannt. Weiterhin kommt eine Verstarkung der glutamatergen synaptischen
Transmission durch BDNF in Frage (Lessmann und Heumann, 1998; Bolton et al., 2000). Dies
zu klaren war jedoch nicht Anspruch dieser Arbeit.

Die intrazelluldre C1~-Konzentration wird unter anderem durch die Aktivitdt des K*/Cl™-
Cotransporters (KCC2) beeinflusst. Dieser steuert somit, ob und in welchem Male GABA-
aktivierte Cl1~-Strome hyperpolarisierend oder depolarisierend auf das Neuron wirken. Kiirzlich
wurde bekannt, dass BDNF die Expression von KCC2 verdndern kann (Soriano et al., 2002;
Rivera et al., 2002). Da im CS mRNA von KCC2 exprimiert wird (Kanaka et al., 2001), muss die
Liste der moglichen Wirkungen von BDNF auf die Entladungsrate um diesen Punkt erweitert
werden.

Die Blockade von GABA j-Rezeptoren durch Bicucullin erhéhte die Entladungsrate. Der
Quotient aus Entladungsrate unter Bicucullin und in der Kontrolle wurde herangezogen, um den
Einfluss der GABAergen Hemmung auf die neuronale Aktivitéit zu quantifizieren. Abwesenheit
von BDNF erhoht diesen Quotienten. Die Schlussfolgerung, dass BDNF die Entladungsrate iiber
die Steuerung der GABAergen Transmission beeinflusst, wurde durch Messung von GABAergen
IPSC bestétigt.
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4.3 Postsynaptische Mechanismen der BDNF-Wirkung

Eine postsynaptische Depression der GABAergen Synapse durch BDNF wurde sowohl in einer
Schnittpriaparation des Hippokampus (Tanaka et al., 1997) als auch in hippokampalen Kulturen
(Briinig et al., 2001) beschrieben.

Hier konnte ausgehend von der Charakterisierung der spontanen Entladungsrate colliculérer
Neurone nach der Augendffnung gezeigt werden, dass BDNF zu diesem Zeitpunkt durch Akti-
vierung von TrkB-Rezeptoren eine postsynaptische PKC-abhéngige Abregulation von GABA ,-
Rezeptoren bewirkt. Die Folge dieser Disinhibition ist eine Steigerung der Entladungsrate (Abb.
4.1).

=~ oo

i‘??????????‘ﬂﬂl’ miﬁ’m’?ﬁ ::> Disinhibition
TrkB {}
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Abbildung 4.1: Ein mdéglicher Mechanismus der postsynaptischen Wirkung von BDNF auf die
GABAerge synaptische Transmission im visuellen CS und seine Auswirkung
auf die Netzwerkaktivitat.

Auf welchem Weg fithrt nun BDNF und die nachfolgende PKC-Aktivierung unter Beibe-
haltung der Anzahl inhibitorischer Synapsen sowie der Freisetzungswahrscheinlichkeit zu einer

Modulation der GABAergen Inhibition? Hier kommen verschiedene Moglichkeiten in Betracht
(Abb. 4.2):

1. verstirkte Phosphorylierung von GABA ,-Rezeptoren, was zu einem verénderten Desensi-
tisierungsverhalten, einer reduzierten Offnungswahrscheinlichkeit, Einzelkanalleitfihigkeit
oder Affinitat zu GABA fiihrt.

2. Verminderung der Anzahl postsynaptischer GABA ,-Rezeptoren durch Verénderung des

Einbaus in die Membran, der Internalisierung oder der Diffusion in der Membran.
3. eine modifizierte Zusammensetzung der postsynaptischen GABA ,-Rezeptoren

4. Reduktion der lokalen Proteinsynthese und dadurch verringerter Einbau postsynaptischer

Rezeptoren in die Membran
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Rezeptorzusammensetzung raumliche Verteilung

Abbildung 4.2: Moglichkeiten einer postsynaptischen BDNF-Wirkung an der GABAergen Sy-
napse, die zu einer Suppression der GABAergen Transmission fithren kénnen.
A: Verringerung der Leitfahigkeit, der Offnungswahrscheinlichkeit, der Affi-
nitdt oder Verdnderung des Desensitisierungsverhaltens des Rezeptors durch
direkte Phosphorylierung. B: Verringerung der Rezeptoranzahl. C: Verdnde-
rung der Rezeptorzusammensetzung. D: Modulation der Verteilung postsyn-
aptischer GABA ,-Rezeptoren.

Die Analyse der Beziechung zwischen IPSC-Amplitude und -Dauer, die Ergebnisse der
Zolpidem-Applikation sowie der RT-PCR von GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten deuten dar-
auf hin, dass weder die Rezeptorexpression noch deren Einbau sondern vielmehr verdnderte

Rezeptoreigenschaften fiir die akute postsynaptische BDNF-Wirkung ausschlaggebend sind.

4.3.1 Expression von GABA-Rezeptor-Untereinheiten

An Zellkulturen zerebelldrer Kornerzellen wurde demonstriert, dass eine 1-2-tdgige BDNF-
Inkubation die mRNA-Expression der GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten oy, ag und v, erhéhte,
wihrend die Expression der d-Untereinheit konstant blieb (Bulleit und Hsieh, 2000). In der
Mausmutante stargazer, deren zerebelldre Kornerzellen keine BDNF-mRNA produzieren, ist die
Expression von ag- und [3-Protein reduziert bei konstanter Expression von «; und 5 (Thomp-
son et al., 1998). Dies ist ein wichtiger Hinweis darauf, dass die Expression von «a;-Protein
entweder einer zelltypspezifischen Regulation unterworfen ist oder die Menge vorhandener mR-
NA nicht mit der des translatierten Proteins korreliert.

mRNA der GABA-Rezeptor-Untereinheiten aq_3, as, 1_3 und s ist durch in situ-Hybri-
disierung im CS nachgewiesen worden (Wisden et al., 1992). Die mRNA-Expression der vo-
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Untereinheit wird im CS im Gegensatz zum Kleinhirn nicht von BDNF reguliert. Eine fehlende
Verankerung des GABA ,-Rezeptors durch herabgesetzte v,-Expression (Cherubini und Conti,
2001) als postsynaptischer Mechanismus erscheint damit unwahrscheinlich.

Die BDNF-abhéngige Aufregulation der Untereinheiten-mRNA «;_3 kommt auch nicht als
Erkldrung der Suppression GABAerger IPSC durch BDNF in Frage. Da jedoch ein GABA ;-
Rezeptor-Kanal-Komplex in einem Grofiteil der inhibitorischen Synapsen im ZNS aus zwei
a-, zwei (- und einer -, §- oder e-Untereinheit besteht, konnte die Expression anderer a-
Untereinheiten die Rezeptoranzahl steuern. Allerdings sind Rezeptoren, welche die ay4- oder
ag-Untereinheit enthalten, nicht Zolpidem-sensibel (Khan et al., 1996; Barnard et al., 1998).
Auch der Einbau der as-Untereinheit hebt die Affinitdt des Rezeptors zu Zolpidem auf bzw.
vermindert sie hochgradig (Barnard et al., 1998). Damit ist die as-Untereinheit wahrscheinlich
nicht an der Bildung der hier untersuchten GABAergen Synapsen respektive der postsynap-
tischen GABA ,-Rezeptoren beteiligt, obwohl as-mRNA im CS nachgewiesen wurde (Wisden
et al., 1992). Da GABAerge sIPSC in bdnf+/+ und -/- Zolpidem-sensibel waren, scheinen die
Untereinheiten a4 und o keine oder nur eine untergeordnete Rolle im CS zu spielen.

Wenn also das Fehlen von BDNF die mRNA-Expression von GABA ,-Rezeptor-Unterein-
heiten herabsetzt, stellt sich die Frage, ob sich dies auf die Funktion GABAerger Synapsen
auswirkt. Die in Abwesenheit von BDNF reduzierte Expression der a-Untereinheiten konn-
te die Zahl der Rezeptoren an der Postsynapse verringern und bei gleicher présynaptischer
Transmitterfreisetzung zur Rezeptorsittigung fithren. Einen klaren Hinweis auf Sattigung stellt
eine linksschiefe Amplitudenverteilung dar. Diese wurde nicht beobachtet. Aufgrund der groflen
Anzahl GABAerger Synapsen pro Neuron, zwischen denen in der Messung nicht diskriminiert
wird, ist dies jedoch verstédndlich.

Die Applikation von Zolpidem erhoht an ungeséttigten Synapsen die Amplitude, wihrend
es an gesittigten zu keinem signifikanten Anstieg kommt (Perrais und Ropert, 1999; Héjos
et al., 2000). Im Gegensatz zu bdnf+/+ war in bdnf-/- Schnitten kein Anstieg der Amplitu-
de zu verzeichnen, obwohl in beiden Genotypen die Lénge der IPSC signifikant zunahm und
demzufolge Zolpidem wirksam war. Dies ldsst vermuten, dass Abwesenheit von BDNF durch
Abnahme der mRNA-Expression von GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten zu einer verminderten
Anzahl von Rezeptoren und deren Séttigung fithrt. Eine Reduktion der Rezeptoranzahl hitte
jedoch weitere Konsequenzen: Bei Erh6hung der Menge an freigesetztem Neurotransmitter und
paralleler Zunahme der Amplitude wiirde die Postsynapse zunehmend geséttigt, was zu einer
Verldngerung der IPSC und damit einem Zusammenhang zwischen Dauer und Amplitude des
IPSC fiihren wiirde. Genau dies war in bdnf-/- Schnitten zu beobachten.

Mit Sicherheit ist also davon auszugehen, dass BDNF die Expression von GABA ,-Rezeptor-

Untereinheiten im CS beeinflusst und dass die verédnderte Expression funktionelle Konsequen-
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zen fiir die GABAerge Inhibition hat. Allerdings handelt es sich bei der an BDNF-defizienten
Méusen festgestellten Abregulation der a-Untereinheiten aller Wahrscheinlichkeit nach um
einen langerfristigen, moglicherweise kompensatorischen Effekt, der nicht in Zusammenhang
mit der akuten postsynaptischen Suppression der GABAergen Synapse durch BDNF zu sehen

ist.

4.3.2 Phosphorylierung von GABA-Rezeptoren

Neurotrophine kénnen nach Binden an ihre Rezeptoren eine Aktivierung der PKA (Cai et al.,
1999) wie auch der PKC (Patapoutian und Reichardt, 2001) auslosen. Beide Proteinkinasen
konnen eine Phosphorylierung des GABA ,-Rezeptors bewirken (Krishek et al., 1994; McDo-
nald und Moss, 1997; Poisbeau et al., 1999). Phosphoryliert werden unter anderen die [ 3-
Untereinheiten des GABA ,-Rezeptors, von denen die f3-Untereinheit in besonderem Mafle im
visuellen CS exprimiert wird (Wisden et al., 1992).

Zu den moglichen Folgen der Phosphorylierung gehdren unter anderem eine Verédnderung
des Desensitisierungsverhaltens, der Offnungswahrscheinlichkeit, eine Modulation der Rezeptor-
Ligand-Interaktion sowie der Leitfahigkeit. Zusétzlich deuten Untersuchungen darauf hin, dass
durch Phosphorylierung die Verweilzeit des Rezeptors in der Synapse gesteuert wird (siehe
Abschnitt 4.3.3).

Die Aktivierung der PKC iiber TrkB ist gut beschrieben (u. a. Patapoutian und Reichardt
(2001)) und geschieht indirekt tiber die Aktivierung der PLC~, da sowohl PLC-Blockade als
auch Ca?*-Chelatoren die Wirkung von BDNF aufheben kénnen (Tanaka et al., 1997). Dies
deckt sich mit dem vorgestellten Ergebnis, dass die postsynaptische Blockade der PKC den von
exogenem BDNF angestoflenen Signalweg unterbricht.

Hinsichtlich der Folgen einer PKC-Aktivierung fiir die GABAerge Transmission ergibt sich
ein gemischtes Bild. Je nach Priparat und Methodik wurde eine Verstiarkung (Poisbeau et al.,
1999) oder Suppression (Krishek et al., 1994; Brandon et al., 2000; Filippova et al., 2000; Ghan-
sah und Weiss, 2001) GABAerger IPSC nach PKC-Aktivierung beobachtet. Dabei entscheidet
die Zusammensetzung des GABA ,-Rezeptors iiber das Vorhandensein moglicher Phosphorylie-
rungsstellen (Krishek et al., 1994). Somit ist anzunehmen, dass der Effekt einer PKC-abhéngi-
gen Phosphorylierung von GABA-Rezeptor-Untereinheiten zum einen von dem Verteilungs-
muster der verschiedenen PKC und zum anderen von der jeweiligen Zusammensetzung der
GABA-Rezeptor-Population abhéngig ist. Fiir den CS liegen allerdings diesbeziiglich noch kei-
ne hinreichenden Untersuchungen vor.

Eine BDNF-induzierte, PKC-vermittelte Phosphorylierung des GABA ,-Rezeptors kénnte
— ohne akute Anderung der Rezeptorzahl — iiber ein veriindertes Desensitisierungsverhalten,

eine Verringerung der Einzelkanalleitfihigkeit, der Offnungswahrscheinlichkeit oder der Affi-
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nitit zwischen Rezeptor und Ligand zu einer Reduktion GABAerger IPSC fiihren. Besonders
attraktiv sind diese Mechanismen, da sie die Diskrepanz zwischen verminderter Rezeptoranzahl
bei gleichzeitig erhohten Amplituden GABAerger IPSC in bdnf-/- Schnitten auflésen kénnen.
Eine Affinitdtsminderung sollte die Dosis-Wirkungs-Kurve von GABA nach rechts verschieben
und damit die FCsy erhdhen. Dieser Effekt wurde jedoch nach experimenteller Aktivierung
der PKC nicht beobachtet (Krishek et al., 1994; Brandon et al., 2000; Ghansah und Weiss,
2001). Im Gegensatz hierzu deuten Ergebnisse von Leidenheimer et al. (1992) darauf hin, dass
die Phosphorylierung des GABA 4-Rezeptors eine Modifikation des Desensitisierungsverhalten
auslosen kann. Letzteres stellt damit einen plausiblen aber hypothetischen Mechanismus der
BDNF-Wirkung am GABA ,-Rezeptor dar.

4.3.3 Internalisierung und Diffusion von postsynaptischen Rezeptoren

Die Anzahl von GABA-Rezeptoren in der postsynaptischen Membran ist nicht nur von ihrer
Synthese und Degradation abhéngig, sondern wird ebenso von der Diffusion innerhalb der Mem-
bran, dem Rezeptor-Cycling sowie der Cluster-Bildung beeinflusst (Barnes, 2000). Demzufolge
konnte BDNF zu einer Verschiebung synaptischer Rezeptoren in extrasynaptische Bereiche oder
aber zur Internalisierung von Rezeptoren fiihren.

Mit Hilfe immunhistochemischer und elektrophysiologischer Methoden wurde gezeigt, dass
Inkubation hippokampaler Kulturen mit BDNF zu einer Reduktion der membrangebundenen
GABA j-Rezeptor-Untereinheiten s, (23 und v, parallel zur Reduktion GABAerger mIPSC
fithrt (Briinig et al., 2001). Auf der anderen Seite 16st die Applikation von Insulin die Translo-
kation von in HEK-Zellen exprimierten GABA-Rezeptoren (ay, B2, 72) aus dem intrazelluléren
Raum in die Membran aus (Wan et al., 1997), wodurch die Amplitude von GABAergen mIPSC
erhoht wird.

Weiterhin ist bekannt, dass die Stabilitdt von GABA-Rezeptoren entscheidend durch die Re-
zeptorzusammensetzung beeinflusst wird (Connolly et al., 1999). Dabei spielt die y2-Untereinheit
eine wesentliche Rolle bei der Endozytose und dem Recycling von GABA-Rezeptoren. Letzte-
res kann PKC-abhéngig unterbrochen werden (Connolly et al., 1999). Wie hier gezeigt wer-
den konnte, ist mRNA der ~9-Untereinheit im CS in Schnitten beider Genotypen vorhanden.
Dieser Mechanismus kommt also prinzipiell fiir eine PKC-abhéngige Suppression der GABAer-
gen Transmission durch BDNF in Betracht. Die PKC-abhéngige Internalisierung von GABA-
Rezeptoren in Xenopus-Oozyten scheint jedoch nicht auf einer direkten Phosphorylierung des
GABA ,-Rezeptors zu basieren (Chapell et al., 1998; Filippova et al., 2000). Die Internali-
sierung des Rezeptors erfolgt eher auf indirektem Weg durch Phosphorylierung eines bisher
unbekannten Substrats.

Eine akute Reduktion der Anzahl postsynaptischer Rezeptoren durch BDNF hitte aller-
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dings zur Folge, dass bei unverinderter GABA-Freisetzung aus der Prasynapse unter BDNF-
Einfluss Zeichen der Rezeptorsittigung auftreten kénnten. Dies steht im Widerspruch zu der
hier gemachten Beobachtung, dass BDNF GABA ,-Rezeptoren aus dem geséttigten in den un-
gesittigten Zustand {iberfiithrt. Es ist also davon auszugehen, dass eine alleinige Modulation
der Rezeptorzahl durch Internalisierung nicht hinreichend die vorgestellten Ergebnisse erkliaren
kann und auch nicht muss, da eine Aktivierung der PKC in kortikalen Neuronen zur Reduk-
tion GABAerger Strome fithrt ohne die Anzahl membranstédndiger Rezeptoren zu veréindern
(Brandon et al., 2000).

4.3.4 BDNF als Modulator der lokalen Proteinsynthese

Zusétzlich zu der Moglichkeit, dass BDNF die Expression von GABA-Rezeptor-Untereinheiten
auf mRNA-Ebene reguliert, muss auch eine Steuerung der lokalen Proteinsynthese durch Neuro-
trophine in Betracht gezogen werden. In kultivierten Kérnerzellen des Cerebellums fiihrt BDNF
zu einer parallelen Erhohung der Protein-Expression von Synaptophysin und c-fos innerhalb
von 30 Minuten. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass erhohte Mengen von Synaptophysin nicht
nur auf einer vermehrten Transkription und anschliefender Translation beruhen kénnten (Cof-
fey et al., 1997). In einer weiteren in vitro-Untersuchung hippokampaler Neurone konnte die
Induktion dendritischer Proteinsynthese durch BDNF sichtbar gemacht werden (Aakalu et al.,
2001). Dariiber hinaus beeinflusst sowohl die Aktivierung von TrkB-Rezeptoren als auch der
PKC die lokale Proteinsynthese (Coffey et al., 1997).

Die vorgestellten Ergebnisse lieflen sich also auch auf eine Modulation der lokalen Protein-
synthese zuriickfithren. Ob allerdings Synapsen des CS {iiber die notwendigen Strukturen dafiir
verfiigen, ist zum jetzigen Zeitpunkt unbekannt. Des Weiteren ist unklar, welche Proteine und

speziell Rezeptor-Untereinheiten von der lokalen Proteinsynthese betroffen sind.

4.4 Fehlen prasynaptischer Effekte von BDNF

Sowohl an glutamatergen als auch an GABAergen Synapsen ist eine prisynaptische Modula-
tion durch BDNF beschrieben worden (Lessmann und Heumann, 1998; Frerking et al., 1998).
In Schnittkulturen des Hippokampus induziert chronische Gabe von BDNF an exzitatorischen
Synapsen eine Erhchung der Fraktion angedockter, prasynaptischer Vesikel verbunden mit ei-
nem Anstieg der Expression von Synaptophysin, -brevin und -tagmin (Tartaglia et al., 2001).
Eine BDNF-abhéngige Modulation der Exozytose ist somit denkbar. An GABAergen Synapsen
hippokampaler Kulturen fiithrt die chronische Applikation von BDNF zu einer préasynaptischen
Modulation der GABAergen Hemmung (Bolton et al., 2000; Baldelli et al., 2002), die durch

eine Veridnderung prisynaptischer Ca?*-Kanile und nachfolgendem Ansteigen der Freisetzungs-
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wahrscheinlichkeit charakterisiert ist (Baldelli et al., 2002). Auch in Schnittpréparationen des
Hippokampus wurde ein prasynaptischer Angriffspunkt von BDNF an der GABAergen Synapse
ausgemacht (Frerking et al., 1998; Olofsdotter et al., 2000). Geschlussfolgert wurde dies aus ei-
ner Verdnderung des Paarpulsverhaltens (Frerking et al., 1998; Olofsdotter et al., 2000; Baldelli
et al., 2002), der mIPSC-Frequenz (Baldelli et al., 2002) oder des CV der Amplitude (Frerking
et al., 1998). Keiner der drei Parameter unterlag in den hier durchgefiihrten Experimenten einer
Verdnderung durch BDNF'.

Die Anzahl der GABAergen Kontakte ist ein weiterer priasynaptischer Parameter, der mogli-
cherweise einer Steuerung durch BDNF unterliegt. BDNF férdert in hippokampalen Kultu-
ren die Formation GABAerger Verbindungen (Vicario-Abején et al., 1998), was im Einklang
mit der Beobachtung steht, dass unter BDNF in hippokampalen Schnittkulturen GADG5-
immunopositive Puncta zunehmen (Marty et al., 2000). Im Gegensatz dazu blieb unter BDNF-
Einfluss in Kulturen des Hippokampus die Anzahl sowohl der Synapsin- als auch der GAD-
Puncta konstant und stieg sogar durch TrkB-Blockade mit Hilfe von TrkB-IgG noch signifikant
an (Bolton et al.; 2000). In dem hier verwendeten Priparat ergibt die Analyse der Dichte
VIAAT-positiver Puncta keinen Unterschied zwischen bdnf+/+ und bdnf-/- Schnitten. Un-
terstiitzt wird dies durch den Befund, dass die Dichte von GADG65- und Synapsin-Puncta im
CS ebenfalls nicht durch BDNF kontrolliert wird (Akyeli et al., 2002).

Des Weiteren kommen als priasynaptische Mechanismen einer BDNF-Wirkung sowohl eine
reduzierte Wiederaufnahme von GABA aus dem synaptischen Spalt als auch eine verminderte
Menge an GABA pro priasynaptischen Vesikel in Betracht. Aktivation von Tyrosinkinasen durch
BDNF fiihrt zu einer PKC-unabhéngig erhhten Aktivitat des GABA-Transporters GAT1 (Law
et al., 2000). In BDNF-defizienten Tieren konnte eine herabgesetzte Aktivitat von GAT1 hohere
Amplituden und Séttigung durch eine verlangsamte Wiederaufnahme von GABA aus dem
synaptischen Spalt erkldren — nicht jedoch die PKC-abhéngige, postsynaptische Umkehr des
Effekts. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass BDNF iiber Aktivierung der PKA (Cai
et al., 1999; Micheau und Riedel, 1999), anschlieBende Inhibition der présynaptischen, léslichen
GAD (Hsu et al., 1999) die GABA-Konzentration in der priasynaptischen Terminalie reduziert
und somit die Vesikelfiillung beeintréachtigt. Allerdings ist dieser Wirkungsmechanismus als
rein hypothetisch zu betrachten und begriindet auch nicht die Abhéngigkeit der akuten BDNF-
Effekte von der Aktivierung der postsynaptischen PKC.

Obwohl die bisherigen Ergebnisse einen prasynaptischen Angriffspunkt von BDNF im CS
weitestgehend ausschlieBen, miissen weitere Untersuchungen in dieser Richtung unternommen

werden, um zu einer sicheren Aussage zu gelangen.
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4.5 Herkunft von BDNF und Lokalisation von TrkB

Es wurde hier gezeigt, dass BDNF-mRNA vor und nach der Augenéffnung im gleichen Mafle
im visuellen CS exprimiert wird. Dies deckt sich mit den Arbeiten von Gorba et al. (1999)
und Vizuete et al. (2001). Es steht aber im Gegensatz zu der Beobachtung, dass eine BDNF-
abhéngige Modulation der GABAergen Hemmung nach, aber nicht vor der Augentffnung zu
beobachten war. Allerdings wurde durch Immunhistochemie und in situ-Hybridisierung im
visuellen Kortex der Ratte offenbar, dass vor der Augenoffnung viele Neurone BDNF-mRNA,
aber nicht -Protein exprimieren, wahrend nach visueller Erfahrung in den meisten Neuronen
sowohl BDNF-mRNA als auch -Protein vorhanden sind (Tropea et al., 2001). Somit ist die
Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dass auch im visuellen CS erst nach der Augenoffnung
relevante Mengen von BDNF-Protein vorhanden sind (Abb. 4.3C). Dariiber hinaus kénnte ein
anterograder, axonaler und aktivitédtsabhéngiger Transport von BDNF (Kohara et al., 2001)
aus anderen Hirnarealen in den visuellen CS dazu fithren, dass nach Erhohung der Aktivitat
im visuellen System BDNF retinalen oder kortikalen Ursprungs im visuellen CS TrkB aktiviert
(Abb. 4.3A). Der Befund, dass von retinalen Ganglienzellen der Ratte produziertes BDNF in
den kontralateralen CS transportiert wird (Caleo et al., 2000), stiitzt diese Hypothese weiter.
Dariiber hinaus liegt BDNF in Dendriten in unmittelbarer Nédhe von Synapsen in Vesikeln vor
(Haubensak et al., 1998) und kann nach einer prasynaptischen Glutamatfreisetzung iiber eine
postsynaptische Depolarisation mit Ca?*-Einstrom sezerniert werden (Hartmann et al., 2001).
Damit konnte ein Aktivitdtsanstieg in retinalen Afferenzen zur Freisetzung von BDNF im CS
beitragen (Abb. 4.3B).

mRNA

—~C Loy y

Abbildung 4.3: Mégliche Quellen von BDNF. A: Ein Aktivitédtsanstieg im visuellen Kortex
oder in der Retina 16st den anterograden Transport von BDNF in den CS aus.
B: Zunahme der Aktivitdt colliculdrer Afferenzen steigert die Freisetzung von
BDNF im CS. C: Die Zunahme neuronaler Aktivitdt erhoht die Translations-
rate von BDNF-mRNA im CS.

Weiterhin kommt eine verédnderte Expression des TrkB-Rezeptors in Frage. So kénnte zum
einen das Fehlen von TrkB vor der Augenoffnung die Abwesenheit eines BDNF-Effekts auf
die GABAerge Hemmung erklaren. Mittels in situ-Hybridisierung konnte TrkB-mRNA im CS
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der Maus wihrend der Entwicklung nachgewiesen werden (Klein et al., 1990). TrkB-mRNA
wurde auch auf zelluldrem Niveau in den meisten Zellen des CS detektiert (Merlio et al., 1992;
Vizuete et al., 2001). Dies stimmt mit der hier festgestellten TrkB-mRNA-Expression iiberein.
Eine Enukleation und damit das Fehlen eines visuellen Eingangs modifiziert nicht die Expression
von TrkB im CS der Ratte (Vizuete et al., 2001). Analog dazu wurde hier beobachtet, dass die
TrkB-mRNA-Expression nicht durch die Augenéffnung beeinflusst wird. Die Moglichkeit des
alternativen Splicings von TrkB-RNA bietet weitere Erklarungsansétze.

Hier wurde die mRNA-Expression des vollstandigen Rezeptors TrkB.FL und des verkiirzten
TrkB.T1 untersucht. Hinsichtlich der Funktion von TrkB.T1 bestehen zwei Theorien: Expres-
sion von TrkB.T1 konnte einen Mechanismus darstellen, im Extrazellulirraum befindliches
BDNF abzufangen und somit die rdumliche Ausdehnung des Signals zu begrenzen (Biffo et al.,
1995). TrkB-Rezeptoren dimerisieren, wenn BDNF gebunden wird, was die Voraussetzung fiir
die nachfolgende Phosphorylierung der intrazelluldren, katalytischen Doménen ist. Dies stellt
wiederum den Startpunkt des intrazelluldren Signalwegs dar. TrkB.T1 konnte damit durch
Dimerisation mit TrkB.FL zu inaktiven TrkB-Rezeptoren den Signalweg unterbrechen (Haa-
pasalo et al., 2001). Die Abwesenheit eines BDNF-Effekts vor der Augenoffnung kénnte durch
ein Uberwiegen von TrkB.T1 gegeniiber TrkB.FL erklirt werden. Es zeigten sich jedoch keine
Unterschiede in der TrkB.FL- und TrkB.T1-mRNA-Expression, die eine solche Modulation des
BDNF-Signalwegs nahelegen — weder im Vergleich vor Augenéffnung versus danach noch zwi-
schen den Genotypen. Da nicht davon ausgegangen werden kann, dass die Menge von mRNA mit
der Menge Protein oder der Anzahl funktioneller Rezeptoren korreliert, kann diese Moglichkeit
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus sind die Splice-Varianten TrkB.T2 und
TrkB.T-She bekannt (Barbacid, 1994; Stoilov et al., 2002). Obwohl TrkB.T2 noch nicht als
Protein nachgewiesen wurde (Barbacid, 1994) und iiber die Funktion des kiirzlich entdeckten
TrkB.T-She wenig bekannt ist (Stoilov et al., 2002), kann eine Beteiligung insbesondere der
letzteren Splice-Variante nicht ausgeschlossen werden.

Moglicherweise handelt es sich bei der Beobachtung, dass die Auswirkungen der BDNF-
Defizienz erst nach der Augenoffnung deutlich werden, um ein allgemeines Phdnomen. Inter-
essanterweise werden die Struktur von Dendriten, ihr Auswachsen sowie der Umbau von Spi-
nes durch BDNF moduliert (Horch et al., 1999). Im somatosensorischen Cortex fanden Knott
et al. (2002) nach mechanischer Stimulation der Barthaare der Ratte eine erhhte Anzahl von
Spines mit deutlich mehr GABAergen Kontakten. In bdnf+ /- Mausen fehlt diese Form der ak-
tivitdtsinduzierten synaptischen Plastizitat (Genoud et al., 2002). Die reduzierte bzw. fehlende
Expression von BDNF hat im ZNS eventuell erst dann funktionelle Konsequenzen, wenn das

untersuchte System beansprucht wird.

61



4.6 Einfluss von BDNF auf die Entwicklung GABAerger Synapsen

Die Expression der Untereinheiten a;_j5 ist einer entwicklungsbedingten Modulation unter-
worfen, welche von Verdnderungen der IPSC-Kinetik begleitet wird. Vicini et al. (2001) de-
monstrierten dies anhand der Deletion der «;-Untereinheit, die eine entwicklungsbedingte
Verkiirzung GABAerger mIPSC im Kleinhirn verhinderte. Dariiber hinaus nimmt im Thala-
mus die Zeitkonstante 7 GABAerger elPSC mit zunehmender a;-Expression ab (Okada et al.,
2000).

Im visuellen System unterliegt die Expression der a-Untereinheiten ebenfalls entwicklungs-
bedingten Verdnderungen. Im visuellen Cortex nimmt im Laufe der Entwicklung die Expressi-
on der ay-Untereinheit zu, wiahrend die der as-Untereinheit kontinuierlich abféllt (Chen et al.,
2001). An Schnitten des CS konnte bereits gezeigt werden, dass die zunehmende Expression von
mRNA der a;-Untereinheit und die Verkiirzung GABAerger IPSC parallel verlaufen (Jiittner
et al., 2001b; Schmidt et al., 2002). Dies wurde mit einem vermehrten Ladungstransfer iiber
NMDA-Rezeptoren zum Zeitpunkt der Augenoffnung in Zusammenhang gebracht.

Der Anstieg der ay;-mRNA-Expression verbunden mit einer Abnahme der Zeitkonstanten 7
tiber die Augenoffnung in bdnf+/+ Schnitten bestéitigt diesen Befund. Allerdings ist in bdnf- /-
Schnitten eine Abnahme der Zeitkonstanten ohne Anderung der Expression der o;-Untereinheit
zu verzeichnen. Wahrscheinlich ist jedoch nicht die Expression der a;-Untereinheit allein fiir
die Beschleunigung GABAerger IPSC verantwortlich, sondern ein Anstieg des Verhéltnisses
von ay : ag im Thalamus (Okada et al., 2000) bzw. oy : a3 im CS (Jiittner et al., 2001b).
Beides trifft auch fiir bdnf-/- Schnitte zu. Ein zweiter Erklarungsansatz besteht darin, dass a-
Untereinheiten und insbesondere o im Uberfluss exprimiert und nur zu ca. 20% zum Aufbau
von Rezeptoren herangezogen werden (Barnes, 2000). Steigt der prozentuale Anteil rekrutierter
ap-Untereinheiten in bdnf-/- Mausen, so entsteht moglicherweise unabhéngig von der Menge
exprimierter a;-mRNA die gleiche Anzahl von GABA ,-Rezeptoren mit schneller Kinetik.

Das Zusammenfallen dieser drastischen Verdnderungen der GABAergen Hemmung — sowohl
hinsichtlich Kinetik als auch mRNA-Expression — mit der Augenoffnung legt die Vermutung
nahe, dass diese von der Augenoffnung und der damit verbundenen Aktivitatssteigerung visuel-
ler Eingéinge ausgelost wird. Chen et al. (2001) konnten aufzeigen, dass die Reifung GABAerger
Synapsen ihren Ursprung in dem Wechselspiel von GABAerger Inhibition und glutamaterger
Exzitation hat. Ob die Beschleunigung der Kinetik in Abwesenheit von BDNF auch von NMDA-
Rezeptoren vermittelt stattfindet oder andere regulative Prozesse im Vordergrund stehen, muss

zum jetzigen Zeitpunkt offen bleiben.
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4.7 Zeitlicher Verlauf der BDNF-Wirkung an der GABAergen Synapse

Eine interessante und wichtige Frage betrifft die Zeitskala, auf welcher BDNF die beschrie-
benen Verdnderungen an der GABAergen Synapse auslost. Die Applikation von BDNF fiihr-
te innerhalb von Minuten zu einer signifikanten, PKC-abhéingigen Reduktion der Amplitude
von sIPSC. Ebenso fiihrte die anderthalbstiindige Blockade des TrkB-Rezeptors mit K252a in
bdnf+/+ Schnitten zu Verdnderungen, wie sie auch in bdnf-/- Schnitten zu beobachten wa-
ren. Nimmt man an, dass sich die BDNF-induzierte Aufregulation der mRNA-Expression von
GABA j-Rezeptor-Untereinheiten langfristig in einer erhéhten Anzahl postsynaptischer Rezep-
toren niederschligt, konnte die Steuerung der GABAergen Synapse durch BDNF in zwei Phasen
verlaufen:

Die verstiarkte Aktivierung glutamaterger synaptischer Eingénge fithrt zur erhohten Frei-
setzung von BDNF (Hartmann et al., 2001). Innerhalb kurzer Zeit bindet BDNF an TrkB-
Rezeptoren benachbarter GABAerger Synapsen, aktiviert so die PKC, diese phosphoryliert ih-
rerseits GABA ,-Rezeptoren und supprimiert auf diesem Weg die GABAerge Hemmung. Dies
wirkt sich disinhibierend auf die neuronale Aktivitéit aus. Eine gleichzeitige Steigerung der Ak-
tivitdt glutamaterger Synapsen durch BDNF (Lessmann und Heumann, 1998) verstérkt diesen
Effekt weiter. Auf ldngere Sicht fiihrt BDNF durch die vermehrte Expression von GABA ,-
Rezeptor-Untereinheiten zum Anstieg der Rezeptorzahl und zur Verstarkung der GABAergen
Inhibition. Die Disinhibition wird wieder aufgehoben.

Die Konsequenz wire zum einen das kurzzeitige Ansteigen der neuronalen Aktivitdt in
Antwort auf einen starken Stimulus, der sowohl lokal als auch in Projektionsarealen aktivitéts-
abhéngige Mechanismen anstofien konnte. Zum anderen wiirde ein solcher Prozess die GABA-
erge Synapse in einen Zustand versetzen, in welchem sie iiber mehr Rezeptoren bei insgesamt
gleicher Leitfahigkeit verfiigt, ihr Auflosungsvermogen fiir die angebotene Menge GABA wiire

besser, sie wire weniger schnell gesattigt, kurz: sie wére neu kalibriert.
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Zeitlicher Verlauf der BDNF-Wirkung an der GABAergen Synapse. Akut
bewirkt BDNF' {iber die PKC-abhiéngige Phosphorylierung des GABA -
Rezeptors eine verminderte Aktivitdt von GABA ,-Rezeptoren. Dies hat die
Reduktion GABAerger Strome zur Folge und wirkt damit disinhibierend
auf die Netzwerkaktivitdt. Langfristig kommt es iiber die erhohte mRNA-
Expression von GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten zum Anstieg der postsyn-
aptischen Rezeptorzahl, somit zur Verstarkung GABAerger Strome und zur
Normalisierung der Netzwerkaktivitat.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Modulation der GABAergen synaptischen Transmission in
den visuellen Schichten des Colliculus superior der Maus durch das Neurotrophin BDNF zu
charakterisieren. Hierzu wurden bdnf+/+ und -/- Mause kurz vor und nach der Augenoffnung
in einer die Morphologie erhaltenden Schnittprdparation elektrophysiologisch und molekular-
biologisch untersucht.

Das Fehlen von BDNF verénderte das Praparat hinsichtlich Neurondichte und -gréfe nicht.
Ebenso blieben der Membranwiderstand und die Ganzzellkapazitéit unbeeinflusst von der chro-
nischen Abwesenheit von BDNF. Im Gegensatz dazu zeigten sich deutliche funktionelle Defizite
im Entladungsverhalten und in der GABAergen Hemmung. Durch Registrierung von Aktions-
potentialen wurde demonstriert, dass BDNF fiir die Aufrechterhaltung der Netzwerkaktivitét
erforderlich ist. Durch Applikation eines GABA ,-Rezeptor-Inhibitors konnte die Suppressi-
on der GABAergen Hemmung durch BDNF als zugrunde liegender Mechanismus aufgedeckt
werden. Darauthin durchgefiihrte Ganzzellableitungen bestétigten dies und legten einen post-
synaptischen, TrkB-vermittelten Mechanismus der BDNF-Wirkung nahe. Es war moglich, den
Einfluss der chronischen Abwesenheit von BDNF durch akute lokale Superfusion von BDNF
vollstéandig aufzuheben. Die ausschliefllich postsynaptische Blockade der PKC reichte aus, dies
zu verhindern. Hierdurch wird unterstrichen, dass in diesem Préparat der Angriffspunkt von
BDNF an der GABAergen Synapse auf der postsynaptischen Seite liegt.

Um den genauen Wirkungsmechanismus von BDNF an der GABAergen Synapse zu be-
leuchten, wurde die mRNA-Expression der GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten «;_3 untersucht.
Diese ist in Anwesenheit von BDNF hoher. Demzufolge sollte eine reduzierte Expression dieser
Untereinheiten in bdnf-/- Tieren zu einer verringerten Rezeptoranzahl und somit zur Séttigung
postsynaptischer Rezeptoren fithren. Durch die Analyse von Amplitude und Kinetik GABA-
erger IPSC und die Applikation von Zolpidem wurde dies bestétigt. Demnach fiihrt die Ab-
wesenheit von BDNF zur Aufregulation der GABAergen Inhibition, obwohl die Rezeptorzahl
in der Postsynapse wahrscheinlich niedriger ist. Als zentraler Mechanismus der akuten BDNF-
Wirkung kommt deshalb am ehesten eine PKC-vermittelte Phosphorylierung und nachfolgende
Verdanderung des Desensitisierungsverhaltens in Betracht. Aulerdem muss an eine Reduktion
der Offnungswahrscheinlichkeit oder der Leitfihigkeit des Rezeptors gedacht werden.

Unmittelbar vor der Augendffnung hatte die BDNF-Defizienz keinerlei Einfluss auf die
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GABAerge Hemmung. Es ist also davon auszugehen, dass BDNF im CS erst nach der Au-
genoffnung eine wesentliche Rolle in der Modulation der GABAergen Synapsen und damit in
der Kontrolle der Netzwerkaktivitdt spielt. Dies steht in Einklang mit der Vorstellung, dass
sowohl Translation und Freisetzung als auch Transport von BDNF durch neuronale Aktivitat
reguliert werden.

Der Ablauf der neurotrophinergen Regulation im Colliculus superior stellt sich wie folgt
dar: Durch Aktivation colliculérer Afferenzen wird BDNF vermehrt freigesetzt. BDNF reduziert
nun zunéchst iiber die Modulation von Rezeptoreigenschaften die GABAerge Hemmung und
disinhibiert die Netzwerkaktivitédt. Langerfristig kommt es iiber eine vermehrte Expression von
GABA j-Rezeptor-Untereinheiten zum Anstieg der Rezeptorzahl, damit zur Wiederherstellung
der GABAergen Hemmung und letztlich zu einer Reduktion der Netzwerkaktivitét.

BDNF ist also in der kritischen Zeitperiode der Augenoffnung, wenn das Mustersehen ein-

setzt, ein wichtiger Faktor in der Regulation neuronaler Aktivitit.
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