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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die komplexe Struktur des neuronalen Netzwerks des Gehirns bildet die Grundlage ho-
herer Fahigkeiten wie Kognition und Verhalten. In der vorliegenden Arbeit sollte das
neuronale Netzwerk Uber verschiedene Wege manipuliert werden und die eventuellen
Auswirkungen in vivo untersucht werden. Zum einen wurde der Kalium-Chlorid-
Kotransporter KCC2 in Parvalbumin(PV)-positiven Interneuronen deletiert, zum anderen
wurde ein Mausmodell generiert, um den photoaktivierbaren Kationen-Kanal Channel-

rhodopsin-2 (ChR2) konditional in Neuronen exprimieren zu kdnnen.

Die Inaktivierung von KCC2 in PV-positiven Interneuronen konnte Uber verschiedene
molekularbiologische Methoden bestatigt werden. Knockout-Mause zeigten eine erhoh-
te Sterblichkeit, Motordefizite sowie epileptische Anfalle. Elektrophysiologisch konnte an
akuten Hirnschnitten eine veranderte Plastizitat sowie veranderte Netzwerkeigenschaf-

ten nachgewiesen werden.

Es ist vorstellbar, dass der Knockout von KCC2 in PV-positiven Interneuronen zu einer
Disinhibition dieser Zellen fuhrt, die dadurch vermehrt GABA ausschutten. Dies kdnnte
sich unmittelbar auf das neuronale Netzwerk auswirken. Weitere elektrophysiologische
Untersuchungen an akuten Hirnschnitten der generierten Mause kdonnen die Funktion

PV-positiver Interneurone genauer spezifizieren.

Optogenetische Werkzeuge stellen eine alternative Moglichkeit dar, die Erregbarkeit
von Zellen zur Untersuchung neuronaler Netzwerke selektiv zu modulieren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine konditionale ChR2-Mauslinie generiert, um mithilfe lichtsensiti-
ver lonenkanale selektiv Einfluss auf das Membranpotential nehmen zu kénnen. Nach
Verpaarung mit einer Cre-Deleter-Mauslinie konnte die Expression von ChR2-DNA, -
RNA und -Protein verifiziert werden. Allerdings konnten Neurone nicht durch Licht mo-

duliert werden, da offenbar die Expressionsstarke zu gering war.
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2 Einleitung

2.1 Neuronale Netzwerke

Die Nervenzelle ist die Grundeinheit unseres Nervensystems. Obwohl es viele ver-
schiedene Arten gibt, ist die Komplexitat menschlichen Verhaltens eher auf deren Or-
ganisation in anatomisch definierten Netzwerken zurlckzufuhren als auf deren Vielfalt
(Kandel 2013). Demzufolge kdnnen Nervenzellen je nach Art ihrer Verschaltung unter-
schiedliche Aktionen hervorrufen. Emotionen und Kognition sind unabdingbar miteinan-
der verbunden (Singer 2012, Wranke 2012).

Ein Modell neuronaler Netzwerke soll die Strukturen und Informationsketten der Ner-
vensysteme von Tieren oder Menschen in vereinfachter Weise darstellen. Das neurona-
le Netzwerk stellt dabei ein informationsverarbeitendes System dar, wobei sich die ein-
zelnen Einheiten Informationen in Form von Aktivierung und Hemmung Uber gerichtete
Verbindungen zusenden. Die Informationen werden dabei in Form von Aktivitatsmus-
tern Uber Verbindungen zwischen den Neuronen weitergegeben. Kein Netzwerk ist
dauerhaft gleichbleibend. Jederzeit werden neue Verbindungen zwischen Neuronen
geschaffen oder bestehende geldst (Kennedy 2013, Overk und Masliah 2014,
Vyazovskiy und Harris 2013).

Jedes Verhalten wird von einer speziellen Aktivierung verschalteter Neurone vermittelt,
wobei die Verhaltensweise jedes Neurons wiederum durch seine Verbindungen zu an-
deren Neuronen determiniert ist. Modelle fur die Interaktion zwischen vernetzten Zell-
verbanden und deren Untersuchungen ermdglichen, die Leistungen des Gehirns auf
anatomische Verbindungsmuster zurickzuflihren und diese in Form von neuronalen

Netzwerken dazustellen.

Der humane Kortex besteht aus sechs Schichten, wobei sich jede Schicht durch eine
andere Komposition an saulenformig gekoppelten Zelltypen- und Verbindungen aus-
zeichnet. Die Neurone innerhalb einer Saule erregen sich meist gegenseitig stark, die-
jenigen in Nachbarsaulen schwacher und Neurone in weiter entfernten Saulen kénnen
sogar gehemmt werden (Ramon y Cajal 1899, Kandel et al. 1991). Der Hippokampus
besteht aus Gyrus dentatus, cornu Ammonis 1 bis 3 (CA1 bis CA3) und Subiculum, so-
wie - funktionell betrachtet — dem entorhinalen Kortex. Der Hippokampus in Saugertie-
ren spielt eine kritische Rolle beim Lernen und bei der Gedachtnisbildung. Er transfor-
miert Information aus assoziativen Kortexregionen und sendet die verarbeiteten Daten

hauptsachlich Uber Projektionsneuronen in der CA1-Region. Efferenzen fihren von dort
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zu verschiedenen Hirnregionen wie den medialen prefrontalen Kortex, den medialen
entorhinalen Kortex oder die Amygdala (Cenquizca und Swanson 2007). Es ware denk-
bar, dass sie die Wechselwirkungen zwischen den Hirnarealen wahrend Gedachtnis-
prozessen koordinieren (Fanselow et al. 2008, Maren und Quirk 2004). Das hippokam-

pale Netzwerk passieren die Signale auf verschiedenen Signalwegen (Abbildung 1).

Schaffer-Kollateralen My, entorhinaler Kortex

.
Subiculum
—)
W= Kortex
< Yy
Moosfasern CA3 perforant path

Gyrus dentatus

Abbildung 1: Schematische Darstellung des unidirektionalen hippokampalen Netzwerks. Der entorhina-
len Kortex ist eine Schnittstelle zu verschiedenen Hirnregionen und erhalt von dort Eingangssignale
(Burwell 2000). Letztendlich fiihren alle Kreislaufe zuriick zum entorhinalen Kortex, wobei Projektionen
aus der cornu Ammonis (CA) 1-Region (CA1) und dem Subiculum zum Neokortex und in subkortikale
Regionen wie der Amygdala oder dem Hypothalamus sowie zu zahlreichen anderen Teilen des Gehirns
verlaufen (van Strien et al. 2009). (A) temporo-ammonic pathway: CA1-Neurone erhalten direkten Ein-
gang vom entorhinalen Kortex (Maccaferri und McBain 1995, Ramén y Cajal 1911). (B) perforant path:
das Subiculum wird von Zellauslaufern des entorhinalen Kortex durchdrungen und Neurone in CA3 und
Gyrus dentatus bzw. CA1 und Subiculum werden affektiert (Amaral et al. 1990, Breindl et al. 1994, Witter
2007). (C) Drei-Synapsen-Signalweg: der entorhinalen Kortex projiziert auf die Kdérnerzellen im Gyrus
dentatus. Die Axone der Kornerzellen projizieren Uber die Moosfasern auf Pyramidenzellen der CA3-
Region, welche wiederum Uber die Schaffer-Kollateralen in das Stratum radiatum zu den Pyramidenzel-
len im CA1 sowie zu Pyramidenzellen des kontralateralen Hippokampus projizieren. Die CA1-Neurone
entsenden ihre Auslaufer zurick zum entorhinalen Kortex. (Shepherd 2004) (modifiziert nach:
http://www.bristol.ac.uk/synaptic/pathways/, 21.06.2013).

Sowohl am Beispiel des Hippokampus als auch am Kortex lasst sich das Prinzip der
funktionellen Segregation belegen. Dieses besagt, dass sich unterschiedliche Hirnfunk-
tionen verschiedenen Bereichen und Strukturen des Hirns anatomisch zuordnen lassen.
Verschiedene Regionen des Gehirns reprasentieren dabei Netzwerke verschiedener
Funktionen und definierte kognitive Leistungen lassen sich bestimmten kortikalen Regi-
onen zuordnen. Der Kortex wird zum Beispiel in 52 Zentren, die sogenannten Brod-
mann Areale, eingeteilt (Brodmann 1909). Diese Zentren kdnnen weiter in kleinere par-
tielle Netzwerke untergliedert werden. Beispielsweise werden samtliche Regionen der
Kdrperoberflache im sensorischen Kortex in einzelnen Zonen reprasentiert, wodurch die
Informationsverarbeitung als modular angesehen werden kann (Longo et al. 2010,
Rasmussen und Penfield 1947).
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Die Komplexitat der Hirnfunktionen beruht nicht allein auf dem Prinzip der Segregation,
sondern wird durch die Vernetzung funktioneller Prozesse unterstutzt (Tononi et al.
1994). Dieses Prinzip der funktionellen Integration besagt, dass die Nervenzellen und
die Nervenzellverbande in vielschichtiger Art und Weise durch Nervenfasern miteinan-
der verschaltet sind und dass so die neuralen Funktionen in hohem Grad voneinander
abhangig sind (Edelman, 1987, 1989; Edelman, 1993). Beispielsweise werden Erinne-
rungen im Gehirn als spezifische Aktivitatsmuster zwischen Netzwerken von Neuronen

reprasentiert (Deuker et al. 2013).

In einem neuronalen Netzwerk kdnnen Synapsen als Verknupfung aufgefasst werden.
Ein Neuron kann hierbei Signale mehrerer Neurone Uber Dendriten erhalten (Konver-
genz), als auch Signale uber Axone an mehrere Neuronen senden (Divergenz). Es wird
zwischen chemischen Synapsen und elektrischen Synapsen unterschieden. Elektrische
Synapsen sind mechanische, elektrisch leitfahige Verbindungen zweier benachbarter
Zellen. Aufgrund der Eigenschaft eine schmale Licke zu formen werden sie gap junc-
tions genannt und kommen neben dem Gehirn unter anderem im Herz, in glatter Mus-
kulatur und im Drisengewebe vor (Collingridge und Lester 1989). Im Gehirn befinden
sich jedoch Uberwiegend chemische Synapsen, wodurch die neuronale Kommunikation
uber elektrochemische Signale vermittelt wird. Ist ein Neuron ausreichend elektrisch
erregt, das heildt ein entsprechender Schwellenwert des Membranpotentials von etwa -
55 bis -45 mV wird Uberschritten, bildet sich am Axonhugel ein Aktionspotential, wel-
ches uber das Axon orthodrom zur Synapse weitergeleitet wird. In regelmafligen Ab-
standen wird dieses an den Ranvier-Schnurringen der Myelinscheide regeneriert, was
als saltatorische Erregungsleitung bekannt ist (Brophy 2003). Die Informationsubertra-
gung findet schlieBlich an der Synapse statt. Hier werden Vesikel mit Neurotransmittern
entsprechend der Frequenz und Dauer des Aktionspotentials in den synaptischen Spalt
freigesetzt (Hille 1992). Diese Vesikel liegen bereits direkt an der prasynaptischen
Membran als sofort freisetzbare Reserve vor oder werden aus dem Zytoplasma zur
Membran transportiert (Zucker und Regehr 2002). An der postsynaptischen Membran
binden die Neurotransmitter an spezifische Rezeptoren, wodurch wiederum ein elektri-

sches Signal erzeugt wird.

Die Art des Neurons determiniert hierbei, welcher Neurotransmitter ausgeschuttet wird.
Dieser kann, je nach Art und Zustand des Zielneurons, die Auslésung eines postsynap-
tischen Aktionspotentials begunstigen (exzitatorisch) oder verhindern (inhibitorisch). Die

unterschiedlichen Auswirkungen der Signallbertragung an chemischen Synapsen
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kommen somit aufgrund der Vielfaltigkeit von Nervenzellen und deren charakteristi-
schen Eigenschaften zustande. Eine grobe funktionelle Einteilung von Nervenzellen
erfolgt in sensorische Neurone, motorische Neurone und Interneurone. Sensorische
Neurone Ubermitteln dem Nervensystem Informationen, die der Wahrnehmung und indi-
rekt der motorischen Koordination dienen, Motoneurone kontrollieren hingegen die
Muskelzellen. Interneurone sind beiden zwischengeschaltet und werden daher auch

Schaltneurone genannt (Kandel 2013).

2.2 Interneurone

Interneurone lassen sich anhand ihrer Morphologie, intrinsischer Membraneigenschaf-
ten, Netzwerkverbindungen und der Wirksamkeit und Dynamik der Input-/ und Output-
Synapsen, einhergehend mit der Expression spezifischer molekularer Marker, in ver-
schiedene Subklassen einteilen (Ascoli et al. 2008, Cauli et al. 1997, Kawaguchi und
Shindou 1998, Markram et al. 2004, Somogyi und Klausberger 2005, Yuste 2005). GA-
BA-freisetzende (GABAerge) Interneuronenklassen variieren zudem in ihrer Reaktion
auf Neuromodulatoren, ihren Aktivitaten die hochgradig die Funktionen von neokortika-
len Netzwerken beeinflussen und sie sind verantwortlich fir dynamische Veranderun-
gen, welche mit Anderungen des Gehirnzustandes und Verhaltensweisen verknipft
sind (Bacci et al. 2005, Fanselow et al. 2008, Gao et al. 2003, Kawaguchi 1997,
Kruglikov und Rudy 2008, Xiang et al. 1998).

Anhand der Marker Parvalbumin, Somatostatin und Serotoninrezeptor 5HT3a lassen
sich GABAerge Interneuronen im Neokortex in die drei entsprechenden Klassen unter-
teilen (Ascoli et al. 2008, Rudy et al. 2011). Im Hippokampus liegen hingegen PV-
positive und cholecystokinin-positive Korbzellen, axo-axonische Chandelier-Zellen, ori-
ens-lacunosum-moleculare-Interneurone sowie bistratified und Efeu-Zellen (Blasco-
Ibanez und Freund 1995, Fuentealba et al. 2008, Klausberger und Somogyi 2008,
Kullmann 2011). Ein Kriterium der Einteilung stellt hierbei die Art der Netzwerkverbin-
dungen dar. Die Korbzellen zeichnen sich durch die Bildung axosomatischer Synapsen

aus, Chandelier-Zellen hingegen durch axo-axonische Verbindungen (Kandel 2013).

Interneurone wirken im Normalfall inhibierend auf nachgeschaltete Neurone (Abbildung
2). Daruber hinaus existieren auch wenige exzitatorische Interneurone. Zum einen be-
finden sich glutamatergere Interneurone in Schicht IV des Kortex sowie im Rickenmark,
zum anderen sind acetylcholinerge Interneurone im Striatum beschrieben (Zhou et al.
2001, Santos et al. 2007).
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Der Grofteil der Interneurone setzt jedoch den Neurotransmitter GABA frei. Obwonhl
GABAerge Interneurone nur einen kleinen Teil aller Neurone im gesamten Nervensys-
tem ausmachen, spielen sie eine entscheidende Rolle bei der Koordination der neuro-
nalen Aktivitat (Kawaguchi et al. 1987). GABAerge Interneurone sind Uber die Inhibition
in die Synchronisation des neuronalen Netzwerks involviert (Cobb et al. 1995, Ylinen et
al. 1995b). GABA stellt den hauptsachlichen inhibitorischen Transmitter in hdheren
Hirnregionen dar, wahrend Glyzin den groften Teil inhibitorischer Neurotransmitter im
Stammhirn und im Ruckenmark ausmacht. So kénnen Interneurone im Hinterhorn des
Ruckenmarks GABA und/oder Glyzin freisetzen (Chéry und de Koninck 1999, Jonas et
al. 1998).

Einzelne Interneurone kdnnen hunderte von Pyramidenzellen kontrollieren (Halasy et al.
1996, Mohajerani und Cherubini 2005). Dadurch wird der Output dieser Zellen reguliert
und ihre Aktivitat in verschiedene Frequenzbander synchronisiert (Cobb et al. 1995,
Ylinen et al. 1995b, Ylinen et al. 1995a, Galarreta und Hestrin 1999, Gibson et al. 1999,
Tamas et al. 2000, Szabadics et al. 2001).

I Abbildung 2: feedback und feedforward Inhibition. Bei der Vorwarts-
hemmung (feedforward, oben) werden Zielneuron (P, Pyramidenzelle)
und modulierendes Interneuronen (1) parallel erregt. Bis zum Abklingen
der Hemmung I6st das Zielneuron kein Aktionspotential aus und die

Reizweiterleitung wird verzdgert (Pouille und Scanziani 2001). Bei der

& feedback Inhibition (unten) erregt das Zielneuron ein Interneuron, wel-
P ches wiederum das Zielneuron inhibiert. Die Dauer und die Ausbrei-
tung eines Signals kann so begrenzt werden (Watanabe et al. 1998).

®—
Inhibition

Solche Netzwerkoszillationen werden im gesunden Hirn mit kognitiven Fahigkeiten spe-

ziell beim Lernen und bei der Gedachtnisbildung sowie neuronaler Plastizitat und hohe-
ren Fahigkeiten in Verbindung gebracht (Engel et al. 2001, Singer 1993, Gray und
Singer 1989, Singer 2012, Rodriguez et al. 1999, Miltner et al. 1999). Im EEG lassen
sich verschiedene neuronale Aktivitdten spezifischen Frequenzbandern zuordnen
(Tabelle 1).

So zeigt zum Beispiel der Hippokampus eine grof3e Bandbreite periodisch synchroner
Aktivitatsmuster. In aktiven Mausen treten hier neben theta-Oszillationen auch gamma-
Oszillationen sowohl bei der Erkundung bzw. als auch wahrend des rapid eye move-
ment (REM)-Schlafes auf (Montgomery et al. 2008). Hochfrequente Oszillationen (Ripp-
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les, 120-200 Hz) zeigen sich hingegen wahrend des slow-wave Schlafes. Auch die In-
teraktion verschiedener Frequenzbander, wie die Kopplung des hippokampalen theta-
Rhythmus und der gamma-Oszillationen beim REM-Schlaf, ist nachweisbar (Bragin et
al. 1995, Buzsaki et al. 2003).

Tabelle 1: Frequenzbander im EEG

Name Frequenz Besonderheiten, Auftreten

alpha 8-13 Hz |thalamischer Herkunft, bei Entspannung und geschlossenen Augen

bei Bewusstsein, Gber den Motorkortex mit gleichbleibenden Muskelkontraktionen

beta 13-30 Hz assoziiert, bei wechselnden vermindert

gamma | 30 - 100 Hz | bewusste Wahrnehmung, somatosensorischer Kortex

delta <4 Hz hohe Amplitude, non-REM-Schlaf, geht aus Thalamus oder Kortex hervor

REM-Schlaf, Erkunden, motorische Aufgaben (Laufen), hippokampalen oder korti-

theta 4-8Hz 1) alen Ursprungs

2.3 GABA und GABAerge Synapse

Die durch Interneurone ausgeschutteten Neurotransmitter modulieren die Erregbarkeit
nachfolgender Nervenzellen durch indirekte Veranderungen des Membranpotentials
(Krnjevi¢, 1974). Bei GABA-Rezeptoren werden drei Klassen unterschieden: GA-
BAaRezeptoren (GABAAR), GABAa-rho-Rezeptoren (GABAR) und GABAgRezeptoren
(GABAgR) (Johnston, 1996).

Die metabotropen G-Protein-gekoppelten GABAgR setzen eine second-messenger-
Kaskade in Gang, die inhibitorisch wirkt. Molekular stellt der GABAgR ein Heterodimer
aus den zwei Untereinheiten GABAg(1a,2) und GABAg(1b,2) dar (Schwenk et al. 2010). Die
GABAg; Untereinheit tragt hierbei die wichtige Bindestelle fur das G-Protein (Bowery et
al. 2002). Eine Aktivierung des GABAgR flihrt zu einer G-Protein vermittelten Signal-
transduktion und infolgedessen zur Regulation der Aktivitat von Kir3-Typ Kaliumkana-
len, spannungsgesteuerten Kalziumkanalen und der Adenylatzyklase (Gassmann und
Bettler 2012). Die hyperpolarisierende Wirkung ist durch den postsynaptischen Aus-
strom von K* sowie die Inaktivierung spannungsgesteuerter Ca®*-Kanéle an der Prasy-
napse bedingt. Somit ndhert sich das Membranpotential dem Gleichgewichtspotential
von K" bzw. verringert den Einstrom von Ca** und folglich die Freisetzung von Neuro-
transmittern (Chalifoux und Carter 2011). Das Umkehrpotential des GABAgR ist hierbei
mit -100 mV deutlich negativer als das des GABAAR (Ulrich und Huguenard 1996).
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Die GABAAR und GABAa-rho-R sind pentamere ligandenabhangige lonenkanale in der
Plasmamembran (Olsen und Sieghart 2009). Sie bestehen meist aus zwei a-, zwei f3-,
und einer y-Untereinheiten, konnen sich jedoch aus einem Pool von sechs a-, drei -,
drei y- sowie jeweils eine &-, ¢-, 6- und n- bzw. drei p-Untereinheiten zusammensetzten
(Zhang et al. 1995, Moss und Smart 2001, Olsen und Sieghart 2008). Ausschlie3lich p-
Untereinheiten formen die GABAa-p-Rezeptoren (Enz und Cutting 1998, Ogurusu et al.
1999, Connolly et al. 1996). Die Zusammensetzung des GABAAR determiniert das
pharmakologische Profil, die Kinetik und die subzellulare Lokalisation des Rezeptors
(Fisher 2004, Fritschy et al. 2006) (Abbildung 3 A). Allen gemein ist die Bildung einer

ionenselektiven Pore fir CI" und HCOs3'.

A

GABA / Muscimol
Propofol
Neurosteroide
Barbiturat
Bicucullin

volatile Anasthetika
Benzodiazepin
Ethanol

Picrotoxin

Picrotoxin

B synaptisch extrasynaptisch

. .
.‘.o....'..
. °
. ®

phasische Inhibition |/ tonische Inhibition m

Abbildung 3: Schematische Darstellung des GABAAR. (A) Der GABAAR kann in verschiedenen Kompo-
sitionen der Untereinheiten auftreten. Zudem sind bekannte Bindungsstellen verschiedener Agonisten
und Antagonisten angegeben (modifiziert nach Reddy 2011). (B) Phasische (links) und tonische Inhibition
(rechts) werden von GABAAR unterschiedlicher Zusammensetzung vermittelt. Synaptisch: o35 Bx 72
extrasynaptisch: o46, Bx, 0. GABA diffundiert hierbei aus dem synaptischen Spalt (spillover). Aus dem
synaptischen Spalt wird GABA durch den GABA-Transporter 1 (GAT) wieder aufgenommen (reuptake)
(modifiziert nach Benarroch 2007, Hines et al. 2012).
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Der durch GABA hervorgerufene Strom ist im adulten Hirn aufgrund des CI'-Gradienten,
der durch den K*/CI” Kotransporter KCC2 aufrecht erhalten wird, meist nach aufRen ge-
richtet und resultiert in einem hyperpolarisierenden GABAergen Strom (Payne 1997,
Farrant und Kaila 2007). Dies ist Voraussetzung fur die schnelle synaptische Inhibition
und reduziert die Wahrscheinlichkeit, Aktionspotentiale auszulosen, da die Zelle am
Erreichen des Schwellenwertes, bei welchem wiederum ein Aktionspotential ausgelost
wird, gehindert wird (Kandel 2013).

Da das ClI-Umkehrpotential (Egaga) ist in vielen Neuronen nahe dem Ruhemembranpo-
tential (Uw), verursacht der GABA eine so genannte shunting inhibition (engl. Uberbra-
cken) ungeachtet der Richtung des Stromflusses, der in einigen Regionen des Gyrus
dentatus einwarts gerichtet ist und so depolarisierend wirkt (Staley und Mody 1992).
Diese Uberbriickungseigenschaft der GABAARN resultiert in diesen Fallen daraus, dass
die relativ geringe treibende Kraft fir einen CI'-Strom nur einen kleinen lonenstrom aus-
I6st, jedoch den Eingangswiderstand (R) des Neurons aufgrund der geoffneten CI-
Kanale reduziert. Dies schaltet die einflieRenden Strome (I) parallel und vermindert de-
ren Einfluss auf die Anderung der membranalen Spannung, beschrieben durch das
Ohmsche Gesetz: Uy = | x R (Gao et al. 1998, Lu und Trussell 2001). Obwohl GA-
BAaRezeptor-Subtypen, die die tonische Inhibition vermitteln, im Vergleich mit jenen der
synaptischen Inhibition schatzungsweise seltener vorkommen, ermaoglicht dieser Effekt
eine starke inhibierende Kraft durch Uberbriicken der elektrischen Signaltransmission
(Mohler et al. 2002).

Aktivierte GABAAR kénnen das Membranpotential auch tber den Schwellenwert depo-
larisieren, so dass es zum Ausldsen eines Aktionspotentials kommt. In fast allen fetalen
und frihen postnatalen Neuronen ist die intrazellulare Chloridkonzentration ([CI];) durch
den Na-K-ClI Kotransporter 1 (NKCC1) und vor allem durch das Fehlen des K/CI-
Kotransporters 2 (KCC2) auf 25 - 40 mM (adult: 5mM) erhdht (Balakrishnan et al. 2003,
Khirug et al. 2008). GABA vermittelt dabei den Efflux von CI" und wirkt also exzitato-
risch. Da hier sowohl das Encos (-10 mV) als auch das E¢ (-40 mV, adult: -70mV)
deutlich positiver als das Ruhemembranpotential (-50 mV; adult: -70 mV) sind, wirkt

GABA depolarisierend und somit exzitatorisch (Delpy et al. 2008).

Wird durch GABA-vermittelte Strome nicht direkt der Schwellenwert zur Auslésung ei-
nes Aktionspotentials erreicht, kdnnen sich durch GABA spannungsabhéangige Kalzium-
kanale 6ffnen, so die intrazellulare Kalziumkonzentration erhdhen und wiederum span-

nungsgesteuerte Kationenkanale 6ffnen und final zur Depolarisation fihren (Leinekugel
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et al. 1997, Owens et al. 1996). Dieses exzitatorische postsynaptische Potential ist ahn-
lich dem der glutamatergen Exzitation. Die erregende Wirkung von GABA konnte ein
Faktor fur frihe Netzwerkaktivitaten, Netzwerkformierung, neuronale Migration und der
Differenzierung von Synapsen sein (Ben-Ari et al. 2007, Ben-Ari et al. 1989, Caiati et al.
2010, Leinekugel et al. 1999, Leinekugel et al. 1997, Owens und Kriegstein 20023,
Owens und Kriegstein 2002b).

Abhangig von seiner ortsspezifischen Expression und der Komposition seiner Unterein-
heiten vermittelt der GABAAR entweder eine synaptische phasische oder eine extrasy-
naptische tonische Inhibition (Farrant und Nusser 2005) (Abbildung 3 B). Beide Arten
der Inhibition kontrollieren die Erregbarkeit der Zelle (Brickley et al. 1996). Die Kombina-
tion der oben genannten Untereinheiten, vor allem der Einbau der d-Untereinheit, ver-
leihen extrasynaptischen Rezeptoren eine hohere Affinitat fir GABA (Farrant und Kaila
2007, Glykys et al. 2008). Durch die erhdhte Leitfahigkeit sind mehr exzitatorische Sig-
nale noétig, um ein Aktionspotential auszuldésen. Das ambiente GABA stammt hierbei
aus Gliazellen oder dem sogenannten spillover der phasischen Hemmung, bei dem sy-
naptisch ausgeschuttetes GABA den synaptischen Spalt verlasst (Glykys und Mody
2007, Mapelli et al. 2009).

Eine weitere Modulation GABAerger Aktivitat durch Recycling von GABA obliegt Glia-
zellen und prasynaptischen Na® und CI-gekoppelten Transportern wie dem GABA-
Transporter 1, der verantwortlich flr die Wiederaufnahme von GABA ist (Engel et al.
1998, Dalby 2003).

2.4 Manipulation neuronaler Netzwerke

Flr eine genaue in vivo Untersuchung der Aktivitat von Hirnregionen, Nervenzellgrup-
pen bis hin zur Ableitung einzelner Nervenzellen wurden Methoden wie das EEG, das
funktionelle Neuroimaging: Positron Emission Tomography, Functional Magnetic Reso-
nance Imaging bzw. das Patch-Clamp Verfahren entwickelt (Neher und Sakmann 1976,
Ogawa et al. 1990, Phelps 2006, Swartz 1998). Darlber hinaus werden Computer zur
Simulation von Netzwerken genutzt. Diese kunstlichen neuronalen Netze entstanden
aus dem Bestreben, die grundlegenden Mechanismen des menschlichen Gehirns
nachzuahmen. Analog zum Menschen sollen die Probleme nicht durch Programmieren,
sondern durch Lernprozesse gelost werden und sich das Netzwerk durch Lernvorgange

selbst organisieren (Zaun 1999).
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Es gibt verschiedene Mdglichkeiten neuronale Netzwerke gezielt zu manipulieren. Me-
chanisch konnen bestehende Verbindungen getrennt oder Lasionen induziert werden
(Cramer et al. 2008, Jin et al. 2009). Die Neuromechanik untersucht Netzwerke durch
aulere Einflussnahme (Edwards 2010). Die Neuromodulation hingegen zielt darauf ab,
die Aktivitat des Nervensystems mittels pharmazeutischer Wirkstoffe, elektrischer Im-
pulse oder anderer Energiestimuli zu verstarken oder zu hemmen. Neurale Schnittstel-
len sollen mithilfe technischer Gerate neuronale Funktionen verstarken oder ersetzen.
Die Stimulation spezifischer Regionen stellt hierbei die Funktion des neuronalen Gewe-
bes wieder her (Cullen et al. 2011). Daneben kommen Mikroelektroden, die Optogenetik
und andere optische Verfahren, wie die Zwei-Photonen-Mikroskopie, zum Einsatz
(Cullen und Pfister 2011, Deisseroth & National Institutes of Health (U.S.) 2012).

Artifizielle neuronale Netzwerke kdénnen aus theoretischen und berechneten Modellen
abgeleitet und auf Computern anhand theoretischer oder experimenteller Daten imple-
mentiert werden. So lassen sich ggf. das Verhalten neuronaler Systeme hinsichtlich
lonenkonzentrationsdynamik, Kanaldynamik, Einzelneuronverhalten oder Systemtheo-

rien Uberprifen bzw. vorhersagen (LaPlaca et al. 2005).

Die schnelle synaptische Ubertragung ist auf lonenstréme durch ligandengesteuerte
Kanale angewiesen (Hille 2001). Werden diese manipuliert, kann auf die Erregbarkeit

der Zelle und somit auf das Netzwerk Einfluss genommen werden.

Durch gezielte genetische Manipulationen kénnen bei der Einstellung und Beeinflus-
sung des Membranpotential und des Gleichgewichtspotential involvierte Proteine in ih-
rer Funktion verstarkt, gehemmt oder ausgeschaltet werden und somit die Erregbarkeit
der Zellen andern. Diese Expressionssysteme ermdglichen eine zelltypspezifische, lokal
und temporar begrenzte und somit hochauflésende Modulation des Netzwerkes. Das
bedeutet, durch gezieltes Ausschalten bestimmter lonenkanale in definierten Neuro-
nenpopulationen und Untersuchungen an einem solchen Netzwerk lassen sich Ruck-
schlisse auf dessen Funktion ziehen, um die Komplexitat des Gesamtnetzwerkes leich-

ter verstehen zu konnen.

2.5 Der K'/CI'-Kotransporter 2 (KCC2)

Die Genfamilie solute carrier family 12 (SLC12a) umfasst neun Gene (Gamba 2005).
Vier Mitglieder KCC1, KCC2, KCC3 und KCC4 dieser KCC-Genfamilie wurden bereits

identifiziert und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer gewebespezifischen Expression
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(Mount et al. 1999). KCC2 (SLC12a5) wird exklusiv in Neuronen des zentralen Nerven-
systems exprimiert (Payne et al. 1996, Williams et al. 1999).

Bisher sind zwei KCC2-Isoformen bekannt, KCC2a und KCC2b, wobei KCC2a einen
langeren N-Terminus ausweist. Wahrend KCC2a in Mausen ein geringes, fast gleich-
bleibendes Expressionsniveau besitzt, unterliegt KCC2b (ab hier KCC2) einer entwick-
lungsabhangigen Expressionsanderung. Zwischen embryonalem Tag 17 (E17) und
postnatalem Tag 14 (P14) erhoht sich die Expression um den Faktor 10 bis 35, ab P20
ist das adulte Expressionsniveau erreicht (Williams et al. 1999, Hubner et al. 2001,
Stein et al. 2004, Khirug et al. 2005, Takayama und Inoue 2006, Nardou et al. 2011).
Diese Entwicklung geht mit einer drastischen Reduzierung von NKCC1 einher (Gulyas
et al. 2001, Rivera et al. 1999, Stein et al. 2004, Hubner et al. 2001) (Abbildung 4).

3Na+ 3Na+

@ Na/K ATPase . @ Na/K ATPase
KCe2

GABAA GABA A
Entwicklung
Nat/k+ 2CI- Na*/K*
2CI- a
NKCCA T NKCC1
[Cl];= 25mM [CH];=7TmM
erregend hemmend

Abbildung 4: lonentransport durch die Kotransporter NKCC1 und KCC2 in unreifen (links) und reifen
(rechts) Neuronen. Der aktive Transporter Na-K-ATPase erhdht die intrazelluldre Kaliumkonzentration bei
gleichzeitiger Senkung der intrazelluldren Natriumkonzentration. NKCC1 und KCC2 nutzen die Energie
des so erzeugten elektrochemischen Gradienten um K*, Na* und CI" zusammen mit Wasser in bzw. aus
der Zelle zu transportieren. Beide beeinflussen somit die Regulierung des Zellvolumens und die Effizienz
bzw. Polaritdt der Glyzin- und GABA,-Rezeptor-vermittelten synaptischen Transmission. (modifiziert
nach: Ben-Ari 2002)

KCC2 ist ein elektroneutraler Transporter, denn es wird jeweils ein K* zusammen mit
einem CI" aus der Zelle exportiert, wobei der K*-Gradient, welcher durch die Na*-K*-
ATPase erzeugt wird, als Triebkraft wirkt (Uvarov et al. 2005). Die Chloridkonzentration
spielt bei vielen physiologischen Prozessen wie beispielsweise der sensorischen
Transduktion eine Rolle. Zudem determiniert sie die GABA-vermittelte Reaktion. Neben
KCC2 transportiert u.a. der natriumabhangige Anionenaustauscher NDCBE (Na*-driven

chloride/bicarbonate exchanger) CI" nach aufden und Uber den CI/HCO3'- Austauscher

bzw. den NKCC1 wird CI" aufgenommen (Karadsheh und Delpire 2001, Payne et al.
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2003, Gonzalez-Islas et al. 2009, Bellemer et al. 2011). Das Zusammenspiel aller
Transporter determiniert die [C/]; und somit die exzitatorische oder inhibitorische GABA-

Wirkung.

Dem Kotransporter KCC2 werden aber auch weitere ionentransportunabhangige Funk-
tionen beim neuronalen Wachstum, der Formation von reifen Dendriten, der Ausbildung
von funktionellen exzitatorischen Synapsen und der Erhaltung ihrer Funktion sowie der
Netzwerkaktivitat zugeschrieben. KCC2 fungiert durch direkte Interaktion mit dem neu-
ronalen Zytoskelett-assoziierten Protein 4.1N als Ankerpunkt des Aktinzytoskeletts
(Denker und Barber 2002, Li et al. 2007, Baines et al. 2009).

Expression und Funktion von KCC2 sind eng mit der Regulation neuronaler Aktivitat
verbunden und weitgehend unabdingbar fur die Funktion eines intakten zentralen Ner-
vensystems (Fiumelli und Woodin 2007). Besonders stark wird KCC2 sowohl in dendri-
tischen spines von Pyramidenzellen als auch in Interneuronen exprimiert (Gulyas et al.
2001).

Raumlich und zeitlich besteht ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der [CI’]; und
der Expression von KCC2 (Khirug et al. 2005, Rivera et al. 1999, Stein et al. 2004). Im
adulten zentralen Nervensystem ist Ec/ negativer als das Membranpotential, sodass
das Offnen der GABAAR zur Hyperpolarisation und somit zur Inhibition des Neurons
fuhrt. In adulten Neuronen lokalisiert der Chloridextruder KCC2 somatisch und dendri-
tisch, der Chloridimporter NKCC1 hingegen im Axon und Axoninitialsegment, wodurch
Ecasa je nach intrazellularer Region um ~20 mV differieren kann (Mercado et al. 2004,
Szabadics et al. 2006).

Fir KCC2 sind folgende Antagonisten beschrieben: Furosemid, MLO77 und SAR
(Payne et al. 1996, Korpi und Luddens 1997, Delpire et al. 2012). Adulte hippokampale
Neurone weisen beim in-vitro KCC2-knock-down eine reduzierte Dichte von a-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropioniche Saure (AMPA) Rezeptoren auf (Gauvain et al.
2011).

KCC2 Knockout-Mause sterben fruh nach der Geburt. Sie weisen neurologische Defek-
te in Form von schweren motorischen Stérungen und Atemversagen auf (Hubner et al.,
2001). Schon im Hippokampus von E18.5 Knockout-Mausen kann neben spontanen
epileptiformen Ereignissen auch eine erhdhte Dichte GABAerger und glutamaterger

Synapsen nachgewiesen werden (Li et al. 2007, Khalilov et al. 2011). Das Aktin-
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Zytoskelett selbst wird durch Uberexpression von KCC2 in embryonalen Neuronen ver-
andert (Horn et al. 2010).

2.6 Photostimulation

Alternativ zur Nutzung der Stimulationselektrode der klassischen Elektrophysiologie mit
ihren Limitationen hinsichtlich der raumlichen Auflosung konnen elektrische Signale in
Zellen mithilfe der Photostimulation auslést werden (Cogan 2008). Lichtstrahlen lassen
sich lokal und zeitlich gut auflésen und wurden erstmals 1971 genutzt um neuronale
Verbindungen zu kartieren, ohne dabei Schadigungen hervorzurufen (Fork 1971). In-
zwischen gibt es verschiedene Methoden der Photostimulation: u.a. lichtvermitteltes
,Befreien” (uncaging), chemisch veranderte lonenkanale bzw. Rezeptoren und die Ex-
pression lichtsensitiver Proteine (Callaway und Katz 1993, Nagel et al. 2002, Banghart
et al. 2004, Shoham et al. 2005).

Beim uncaging wird das Membranpotential oder die Signaltransduktion einer Zelle
durch Freisetzung biochemisch aktiver Stoffe verandert. Die in Vesikel verpackten Sig-
nalmolekuile werden durch Licht freigesetzt (Ellis-Davies 2007). Neben Glutamat und
GABA werden second messenger wie Ca®* verwendet, um gréRere Netzwerke, Ner-
venzellregionen bis hin zu einzelnen Neuronen zu stimulieren (Pettit et al. 1997). Eine
zelltypspezifische Aktivierung ist aufgrund der Heterogenitat erregbarer Zellen schwierig
(Teichberg 1991).

Der Shaker-Kaliumkanal ist ein Beispiel fur chemisch modifizierte lonenkanale und Re-
zeptoren (Chambers et al. 2006). Eine Azobenzengruppe wird kovalent in der Nahe des
aktiven Zentrums eines Kaliumkanalantagonisten integriert. Diese kann durch Licht
isomerisiert werden und stellt so den Photoschalter dar. Mit lang- bzw. kurzwelligem
Licht kann die Azobenzengruppe zwischen cis und trans geschaltet werden und der
Kanal sich folglich 6ffnen oder schlieRen (Banghart et al. 2004). Die langsame Antwort

auf das Lichtsignal stellt hier die grofte Limitation dar.

2.7 Optogenetik
Die Optogenetik kombiniert Techniken aus Optik und Genetik. Diese Art der Neuromo-

dulation ermdglicht die Kontrolle und die Uberwachung einzelner Zellen in lebendem
Gewebe bis hin zu sich frei bewegenden Tieren (Deisseroth et al. 2006). Anstelle der

Verwendung exogener Substanzen werden lichtsensitive Proteine zellspezifisch expri-
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miert. Auf nichtinvasive Weise lassen sich Neurone mit hoher raumlicher und zeitlicher

Auflosung manipulieren (Szobota et al. 2013).

Opsine zahlen zu den naturlich vorkommenden photosensitiven Proteinen und spielen
bei der Phototaxis oder der Sehkraft eine Rolle (Wald, 1968, Sineshchekov et al.,
2002). Die Opsine von Typ |, die aus Mikroorganismen stammen, beeinflussen Memb-
ranstrome direkt. Als Beispiele sind Protonenpumpen wie Bakteriorhodopsine, Halorho-
dopsine sowie lonenkanale (Kanalrhodopsine) zu nennen (Oesterhelt und Stoeckenius
1971, Matsuno-Yagi und Mukohata 1977, Nagel et al. 2003, Nagel et al. 2002).
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Abbildung 5: (A) Aktivierungsspektrum von ChR2 mit einem Absorptionsmaximum bei circa 480 nm
(Zhang et al. 2007a). (B) Durch Photonen ausgeldster Strom (Photostrom) in ChR2 exprimierenden
Oozyten (2-Elektroden-Spannungsklemme) bei Stimulation mit blauem Licht (Balken) (Nagel et al. 2003).
(C) Schematische Darstellung von ChR2 mit sieben Transmembrandomanen. Links: geschlossener Zu-
stand, Retinal (unten) all-frans. Rechts: Konformationsanderung durch Exposition mit blauem Licht 6ffnet
eine unspezifische Pore, Retinal cis (modifiziert nach E. Bamberg,
http://www.biophys.mpg.de/de/bamberg.html, 20.06.2013).

Kanalrhodopsine 6ffnen entsprechend der Dauer und Intensitat eines Lichtsignals und

leiten dabei unspezifisch die folgenden Kationen H*, Na*, K*, Ca®* (Ernst et al. 2008). In
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vivo und in vitro Studien nutzten ChR2 um Lichtsensitivitat in Neuronen zu implementie-
ren (Boyden et al. 2005, Nagel et al. 2003 und 2005, Zhang et al. 2007b).

Das Wildtyp (WT)-Protein des ChR2 besteht aus 737 Aminosauren. Anwendung findet
u.a. eine trunkierte Variante, da die ersten 315 Aminosauren fur ein funktionales Protein
ausreichen. Der intrazellular gelegene C-Terminus ist nicht funktional und kann zum
Beispiel zur Detektierbarkeit mit einem fluoreszierenden Reporterprotein modifiziert
werden (Boyden et al. 2005).

Im aktiven Zentrum der Pore, am Lys296, lokalisiert ein all-trans Retinal (Nagel et al.
2003). Bei Bestrahlung (Absorptionsmaximum circa 480 nm ) erfahren die a-Helices
binnen weniger Millisekunden eine Konformationsanderung (Bamann et al. 2008, Radu
et al. 2009) (Abbildung 5 A, C). Es wird eine 6 A groRe Pore gebildet, so dass die lonen
passieren die Membran ihrem elektrochemischen Gradienten folgend. Nach circa 10 ms
kehrt das Retinal in seinen Grundzustand der all-trans Form zurlck, folglich schiel3t der
Kanal, der lonenfluss kommt zum Erliegen und der Photozyklus ist beendet (Nagel et al.
2003).

Bei einer Stimulationsrate von 16,7 Hz kann ChR2 wiederholt Aktionspotentiale auslo-
sen (Ishizuka et al. 2006). Bei fortwahrender Stimulation wird zunachst ein Maximum
und anschliel3end ein stabiler Zustand erreicht (Abbildung 5 B). Neurone kénnen mit
ChR2 zeitlich prazise, zuverlassig und repetitiv erregt werden, ohne die Zellen zu scha-
digen, da lediglich eine Lichtstarke von 5 bis 12 mW/mm? bendtigt wird (Boyden et al.,
2005, Nagel et al., 2005).
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3 Ziele der Arbeit

In neuronalen Netzwerken werden Information durch Aktivitatsmuster reprasentiert. Fur
die Verarbeitung der Informationen ist das exakte Zusammenspiel von Hemmung und
Erregung der Neurone von zentraler Bedeutung. Zeigen mehrere Neurone einer Region
die gleiche Aktivitat, spielgelt sich dies in Netzwerkoszillationen wider. Netzwerkoszilla-
tionen beeinflussen die Auswahl der Eingangssignale, verbinden Neuronen zeitweise zu
funktionellen Einheiten und ermdéglichen synaptische Plastizitat, wodurch die temporare
oder langzeitliche Konsolidierung von Informationen unterstutzt wird (Buzsaki und
Draguhn 2004). GABAerge Interneurone spielen bei der Kontrolle der Netzwerkaktivitat

eine bedeutende Rolle.

Ziel dieser Arbeit war es daher, verschiedene Ansatze zu realisieren, um das neuronale

Netzwerk Uber eine Modulation der Aktivitat der Interneurone zu beeinflussen:

I.  Generierung einer Mauslinie mit konditionalem Knockout von KCC2 in Parval-

bumin-exprimierenden Interneuronen

II.  Phanotypische Charakterisierung des generierten Mausmodells durch elektro-
physiologische Untersuchungen (Messung von IPSCs an Pyramidenzellen, loka-
le Feldpotentialregistrierungen an Hippokampus und Kortex, in vivo EEG-

Ableitungen) und Verhaltenstest

[ll.  Etablierung einer konditionalen ChR2 Mauslinie. Anschlielende Verpaarung der
konditionalen ChR2-Mauslinie mit einem Cre-Deleter-Mausstamm bzw. gewebe-

spezifisch Cre-Rekombinase exprimierenden Mauslinien.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Merck (Darm-
stadt), Carl Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) in der Qualitat ,zur Ana-

lyse”, die verwendeten Restriktionsenzyme von New England Biolabs (UK) und Fer-

mentas (Sankt Leon-Rot) bezogen.

4.1.2 Puffer, Losungen und Medien

Name

Zusammensetzung

broth Medium

4 mM MgSQ,, 10 mM KCI, 0,3 % w/v Tetracyclin

Transformationspuffer 1

pH 5.8, 15 % v/v Glycerin, 10 mM CacCl,,
30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCI, 50 mM MnCl,

Transformationspuffer 2

15 % v/v Glycerin, 10 mM MOPS, 75 mM CaCl2,
10 mM RbCI

Super Optimal broth Medium

pH 7, 0,5 % w/v Hefeextrakt, 2 % w/v Trypton, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgS04, 20 mM Glucose

LB-Platte

1,5 % wi/v Agar in LB Medium

LB-Medium

1 % w/v Tryptone, 0,5 % w/v Hefeextrakt, 1 % w/v NaCl

Einfriermedium

10 % v/v DMSO, 90 % v/v FCS

Auftaumedium

95 % v/v DMEM + Glutamax + 4,5 g/l + Pyruvat, 5 % v/v FCS

Standard-Kulturmedium

94,5 % viv DMEM + Glutamax + 4,5 g/l + Pyruvat,
5% viv FCS, 0,5 % v/v Pen/Strep

Borat-gepufferte Salzlésung

pH 7, 50 mM N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure, 280 mM
NaCl, 1,5 mM Na,HPO, x 2 H,0O

Ausplattiermedium

89,4 % v/v Neuronenmedium 10 % v/v Pferdeserum,
0,6 % w/v Glucose

Neuronenmedium

97,8 % v/v Neurobasalmedium, 1 mM Glutamin,
2 % viv B27, 0,1 % vi/v Pen/Strep

MEF-Medium

88 % v/v DMEM + Glutamax + 4,5 g/l, 10 % v/v FCS,
1 % v/v nicht essentielle Aminosauren (100x), 1 % v/v Pen/Strep

Einfriermedium (MEF)

50 % viv FCS, 40 % v/v ES-Medium, 10 % v/v DMSO

ES-Medium

80 % v/iv DMEM + 4,5 g/l + 25 mM HEPES, 14,8 % v/v FCS, 1 % v/v Glu-
tamin [200 mM], 1 % v/v nicht-essentielle AS, 1 % v/v Pen/Strep,

1 % v/v Nucleosidmix (3 mM Adenosin, 3 mM Guanosin, 3 mM Cytidin, 3
mM Uridin, 1 mM Thymidin), 1 % v/v Natriumpyruvat (11 mg/ml),

0,15 % v/v 2-Mercaptoethanol (50 mM), 0,01% v/v leukaemia inhibitory
factor (107 Units/ml)




2x Einfriermedium (ES)
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80 % v/v FCS, 20 % v/iv DMSO

DEPC-Wasser

0,1 % v/iv DEPC

Agarosegel Nothern Blot

1 % Agarose, 1 % MOPS, 16,7 % Formaldehyd

5x RNA-Ladepuffer

0,16 % v/v gesattigte wassrige Bromophenolblaulésung,
0,8 % v/iv0,5M EDTA pH 8.0, 7,2 % v/v Formaldehyd (37 %),
20 % vl/v Glycerol, 31,8 % v/v Formamid, 40 % v/v 10x MOPS

10x MOPS

pH 7, 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10mM EDTA

Denaturierungspuffer

0,5 M NaCH, 1,5 M NaCl

Neutralisierungspuffer

0,5 M Tris-HCI pH 7.4, 1,5 M NaCl

20x SSC

pH 7, 3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat

4 % Formaldehyd

pH 7.4, 4 % w/v Para-Formaldehyd in PBS

PBS

pH 7.4, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQ,,
1,8 mM KH,HPO,

PBST

0,1 % v/v Tween-20 in PBS

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

0,48 % w/v Tris-Base, 0,11 % v/v Essigsaure 100 %, 1 mM EDTA

Proteinase-K-Ldsung

30 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,00013 w/v Proteinase K

Acetylierungspuffer

pH 8, 22,7 mM Essigsaureanhydrid in 0,1 M TEA

0,1 MTEA

1,5 % w/v Triethanolamin, 3,6 % v/v HCI 37 %

Hybridisierungslésung

0,42 % v/v Lachs-DNA, spezifische Sonde, in Hyb-A

Hyb-A

50 % v/v Formamid, 2 % v/v EDTA (500 mM),
15 % v/v 20xSSC, 2 % v/v 50x Denhardt’s Reagenz,
20 % v/v 50 % Dextransulfat, 11 % v/v DEPC-H20

50x Denhardt’s Reagenz

1 % w/v Rinder-Serumalbumin, 1 % w/v Ficoll (MW=400kD), 1 % w/v Po-
lyvinylpyrrolidon (MW=10kD)

Lésung (feuchten Kammer)

50 % v/v Formamid, 50 % v/v 2x SSC

Maleinsaurepuffer (MABT)

pH 7.5, 0,1 M Maleinsaure, 0,25 M NaCl,
0,1 % v/v Tween-20

Blockpuffer-1

1 % vlv blocking-Reagenz in MABT

Substratlésung

50 mM MgCI2, 0,5 % v/v 5-Brom-4-Chlor-Indolylphosphat (75 mg/mlin 70
% DMF), 0,375 % v/v Nitroblautetrazoliumchlorid (50 mg/mlin 100 %
DMF), in NMT

Na-Mg-Trispuffer (NMT)

0,1 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI pH 9,5 bzw. pH 8.0,
50 mM MgCl,

Blockpuffer-2

10 % v/v blocking-Reagenz in MABT

alkalischer Lysepuffer

25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA

Neutralisierungspuffer

40 mM Tris-HCI




10x DNA-Ladepuffer
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50 % v/v Glycerol, 0,125 % w/v Xylencyanol,
0,125 % w/v Bromophenolblau, 0,625 % w/v SDS

Transferpuffer 0,4 M NaOH

0,1 % w/v SDS, 0,1 % v/v Proteinase K (280 mg/ml),
Lysepuffer (ES) 0.1 % vi/v RNase A (100 pg/ml)
TE-Puffer pH 7.4, 10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA

Hybridisierungspuffer (DNA)

7 % wiv SDS, 10 % v/v Polyethylenglykol, 1,5 x Natrium-Phosphat-EDTA-
Lésung, 0,1 mg/ml Fischspermien-DNA

Waschpuffer

10 % vlv, 20x SSC, 0,1 % w/v SDS

Protein-Lysepuffer

1 % v/v Chaps, 10 % v/v Glycerol, 30 mM Tris-Base, 1 mM NaF,
150 mM NaCl, 1 % w/v NP-40, 10 mM KCI, 1 mM EDTA
Frisch: Proteaseinhibitoren/10 ml (Roche), 0,1 Volumen 10 % SDS

5x Laemmli-Puffer

0,3 M Tris-HCI pH 6.8, 50 % v/v 10 ml Glycerol,
25 % vlv B-Mercaptoethanol, 10 % w/v SDS,
5 % v/v Bromphenolblau 1 %, 50 mM DTT

Laufpuffer (PAGE) pH 7.4, 250 mM Tris-Base, 1,9 M Glyzin, 1 % w/v SDS
Blotpuffer (Western) pH 8.3, 25 mM Tris-Base, 150 mM Glyzin, 20 % v/v Methanol
Tris-Puffer pH 7.4, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-Base

TBST-Puffer

0,1 % v/v Tween 20 in Tris-Puffer

Blockpuffer 3 - 5 % w/v Magermilchpulver in TBST
10 % v/v 10x PBS, 2 mM MgCl, x 6 H,O, 5 mM K3;Fe(CN)g,
BGal-Puffer 5 mM K4Fe(CN)g, 0,1 % w/v X-Gal (40 mg/ml in DMSO),

0,2 % w/v NP40, 0,1 % w/v Natriumdesoxycholat

Anasthetikagemisch

1,28 % w/v Ketamin, 0,17 % v/v Rompun,
67,5 % v/v NaCl-Lésung 0,9 %

PBS-T

0,25 % v/v Triton X-100 in PBS

Blockpuffer (Immunhisto)

5 % v/v Normalziegenserum, 95 % v/v PBS-T

AK-Lbsung 3 % viv Normalziegenserum, 97 % v/v PBS-T, AK
120 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 1,3 mM MgSO,4 x 7 H,0,

aCSF 12,5 mM NaH2PO4 X H20, 2,5 mM CaC|2 X2 H20,
10 mM Glucose, 25 mM NaHCO;

Karbogen 5% CO,, 95 % O,

CsCl intrazellulare Lésung

pH 7.3, 122 mM CsClI, 8 mM NaCl, 0,2 mM MgCl2,

10 mM HEPES, 2 mM EGTA, 2 mM Mg-ATP,

0,5 mM Na-GTP, 10 ym 6-Cynoano-7-Nitroquinoxaline-2,3-Dione,
50 ym (2R)-Amino-5-Phosphonovaleriche Saure
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4.1.4 Primer

Primer 5'-Sequenz-3 Zyklen | Produkt (Basenpaare)
ROSA-fw GTA AGG GAG CTG CAGTGG A

ROSA-rv-WT | TCT GTG GGA AGT CTT GTC C 35 250 Bp
ROSA-rv-TG | GTA GAT GTACTG CCAAGTA 35 290 Bp
ChR2-fw GCT AAC CAT GTT CAT GCC TTC

ChR2-rv-NR | ACC AGG CAAAGC GCC ATTC 35 382 Bp
ChR2-rv-R CAT TGC AGC ACGTTC GAC G 35 317 Bp

K2-fw TCT GCC TGG AACACTCTCCTGC

K2-rv CAA CCT GAACTC CCA AGG ATACC 35 | WT 250 Bp KO 500 Bp
mKA1-fw AAC AGC AGC GAG CCC GAG TAG TG

mKA1-rv TAA GAA CTA GAC CCA GGG TAC AAT G 35 388 Bp
Cre-fw AAA CGT TGATGC CGG TGAACG TGC 35

Cre-rv TAA CAT TCT CCC ACC GTC AGT ACG 35 214 Bp
tom-WT-fw AAG GGA GCT GCAGTG GAG TA

tom-WT-rv CCG AAAATC TGT GGG AAG TC 35 297 Bp
tom-tg-fw GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC 35 196 Bp
YFP-fw AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT

YFP-rv-WT GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG 35 600 Bp
YFP-rv-TG AAG ACC GCG AAG AGTTTG TC 35 320 Bp

Die Auswahl der Primer erfolgte anhand der ,MGl-Datenbank”
(http://www.informatics.jax.org/), der ,NCBI-Datenbank” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
und mithilfe der Onlinewerkzeuge von LabLife (https://www.lablife.org/ll), per ,Primer-
Blast” (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) Uberprift und bei MWG Biotech
(Ebersberg) bestellt. Wenn mdoglich erflllte die Primer folgende Kriterien: eine Lange
von 18 bis 30 Nukleotiden, ein ausgeglichenes Verhaltnis von A/T (Adenin, Thymin) zu

G/C (Guanin, Cytosin) und am 3‘-Ende maoglichst ein G oder C.
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4.1.5 Plasmide
Die jeweiligen Plasmidkarten befinden sich im Anhang. Die digitale Version befinden

sich zusammen auf der beigefligten DVD.

pCMV-ChR2-YFP Georg Nagel

pROSA26 Phil Soriano
pCMV-EGFP Addgene
pCMV-EYFP Addgene

pROSA26-ChR2 Ralf Dittmann

4.1.6 Antikorper

Antikérper flr den Western Blot

Verdlinnung | Hersteller

Kaninchen- Anti-GFP-IgG 1: 10000 | Abcam (ab6556)

Maus-Anti-R-Aktin-IgG 1: 10000 | Santa Cruz (sc-47778)

horse raddish peroxidase-| 1. 5400 | Amersham Biosciences (NA9310V)
Ziege-Anti-Hase-IgG

horse raddish peroxidase- . Lo
Ziege-Anti-Maus-IgG 1: 2000 Amersham Biosciences (NA9240V)

Antikorper fur die Immunohistochemie

Verdinnung | Hersteller

Maus-Anti-Parvalbumin 1: 5000 Swant (235)

Kaninchen-Anti-KCC2-1gG 1: 1000 Milipore (# 07-432)

Kaninchen -Anti-GFP-IgG 1: 10000 | Abcam (ab6556)
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4.1.7 Software

Adobe Photoshop CS3 Adobe, USA
Geldokumentationssoftware UVP, UK
LSM510 integrated 4.0 SP1 Carl Zeiss Microimaging, Deutschland

Office 2010 (Excel, PowerPoint, Word) | Microsoft, USA

Zen 2009, Zen2010 Carl Zeiss Microimaging, Deutschland
GraphPadPrism5.0 Graph Pad Software Inc., USA

Signal 3 Cambridge Electronic Design, UK
pClamp10.0 Axon Instruments, USA

4.1.8 Zelllinien

HEK293T/17 | ATCC® CRL-110268™

humane Nierenzellinie

R1 Andreas Nagy
murine embryonale Stammzellen aus 129X1 x
12951

4.1.9 Mauslinien

B6;129P2-Pvalb™ (/A1) The Jackson Laboratory: 008069
KCC2-floxed Christian Hibner

B6.129X1-Gt(ROSA)26Sor™(EYFPICos The Jackson Laboratory: 006148
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor™"(CAc-tdTomato)Hze | The Jackson Laboratory: 007914
C57BL/6J The Jackson Laboratory: 000664

4.2 Kultur prokaryotischer Zellen

4.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien sind in der Lage, Fremd-DNA aufzunehmen. E.coli XL 1 blue
wurden in einer Vorkultur in 5 ml broth Medium vermehrt. Nach Inkubation bei 37 °C
uber Nacht im Schuttelinkubator (Type 3033, GFL) erfolgte das Animpfen der Hauptkul-
tur in 500 ml broth Medium. Wurde die optische Dichte ODgyo von circa 0,5 erreicht,
wurden die Bakterien auf Eis gekuhlt. Das durch anschlielRende Zentrifugation (4 °C,

3220 g, 5 min) entstandene Pellet wurde in 150 ml eiskaltem Transformationspuffer 1
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resuspendiert und nach 1,5 h Inkubationszeit auf Eis erneut zentrifugiert (4 °C, 3220 g,
5 min). Nach Resuspension des Pellet in 30 ml steril filtriertem eiskalten Transformati-
onspuffer 2, erfolgte die Aliquotierung auf Eis und die Schockfrostung in flissigem

Stickstoff. Die Lagerung bis zur Verwendung erfolgte bei -80 °C.

4.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien sind in der Lage, Plasmid-DNA aufzunehmen. Ein Aliquot mit 50
Ml kompetenten E.coli XL 1 Blue Suspension wurde auf Eis fur die Transformation auf-
getaut, mit 0,1 bis 1 pyg Plasmid-DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 1,5
min bei 42 °C blieb die Suspension 2 min auf Eis, bevor die Zugabe von 500 pl 37 °C
warmen Super Optimal broth Medium folgte. Im Thermomixer (Eppendorf) inkubierten
die Bakterien 45 min bei 37°C und 500 Umdrehungen/min. Nach einer Zentrifugation
(Raumtemperatur, 1500 g, 3 min) wurde das Pellet in 50 yl Super Optimal broth Medi-
um geldst und die Suspension auf einer LB-Platte mit entsprechendem Selektionsanti-
biotikum ausplattiert. Die Agarplatte inkubierte anschlieRend tber Nacht bei 37 °C im
Warmeofen (Typ T6, Heraeus). Gewachsene Kolonien verblieben bis zum Animpfen

von flussigen Bakterienkulturen bei 4 °C.

4.2.3 lIsolierung der Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Vermehrung rekombinanter Plasmid-DNA diente der bereits oben genannte Bakte-
rienstamm. In 5 ml LB-Medium mit plasmidspezifischem Antibiotikum vermehrten sich
die transformierten Bakterien tGber Nacht bei 37 °C und 180 Umdrehungen/min in einem
Bakterienschittler (Typ 3032, GFL). Um gréRere Mengen Plasmid-DNA zu gewinnen,
wurden 2 ml der Vorkultur in 250 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
uberfuhrt. Die Flasche wurde Uber Nacht unter oben genannten Bedingungen inkubiert,

um die Plasmid-DNA mithilfe der Midi-DNA-Praparation (Qiagen, vgl. 4.5.3) zu isolieren.

4.3 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Das Arbeiten mit allen Zellkulturen fand ausschlielich unter einer Sterilwerkbank (Typ
HS12, Hereaus) statt. Verwendete Materialien, Gerate und Substanzen wurden steril
vom Hersteller bezogen, desinfiziert, autoklaviert (Varioklav, H+P) oder steril filtriert und

nur unter der Sterilwerkbank gedffnet und verwendet.

Die Vermehrung samtlicher Zellen erfolgte in sterilen Petrischalen verschiedener
Durchmesser (Tabelle 2) im Brutschrank (Typ UT6760, Heraeus) bei 37°C, 5 % CO.

und 95 % relativer Luftfeuchte.
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Tabelle 2: Genutzte Kulturgefalle und deren Flache. Ausgesate Zellzahl und verwendete Volumen, Kul-
turmedium, PBS und Trypsin

Schalendurchmesser | Flache Zellzahl |Medium| PBS | Trypsin
10 cm 57cm?® | 25x10° | 10ml | 10ml | 1,0 ml

6 cm 21 cm? 1x10° | 50ml | 5ml | 0,3ml

6 Well 96cm? | 5x10° | 25ml | 2,5ml | 0,3ml

24 Well 2,0 cm? 1x10° | 1,0ml | 1ml [0,15ml

96 Well 0,32cm? | 1,6x10* | 0,2ml | 0,2ml | 0,04 ml

Adharent wachsende Saugerzelllinien sowie embryonale Stammzellen wurden in steri-
len Petrischalen dem entsprechendem mit Kulturmedium im Brutschrank vermehrt. Wa-
ren die Zellen ausreichend dicht, jedoch ohne Kontakt der Kolonien, erfolgten bei
HEK293T-Zellen zwei Waschschritte mit 10 ml Mg**- und Ca®*-freiem PBS und eine
Inkubation mit 1 ml 0,05 %igen Trypsin/EDTA fir 4 min bei 37 °C. Durch Zugabe von 10
ml Kulturmedium wurde die Reaktion gestoppt. Die Zellzahl wurde bestimmt (vgl. 4.3.1)
und eine definierte Zellzahl auf neuen Petrischalen mit frischem Medium weiter kulti-

viert. Die Verfahrensweise bei ES-Zellen wird unten aufgefihrt (vgl. 4.3.5)

4.3.1 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen
Vor dem Einfrieren konnte mittels Neubauer-Zahlkammer (improved) die Zellzahl be-
stimmt werden. Aus vier unter dem Mikroskop ausgezahlten Quadranten liel sich dann

wie folgt die Zellzahl bestimmen:

Y. Zellzahl aller Quadranten ]
Zellzahl = 2 - 10* - Volumen der Zellsuspension

2x10” Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium aufgenommen, resuspendiert und in Kryo-
rohrchen (TruCool™) Uberfuhrt. Die Kryordhrchen kihlten langsam in einer Polysterol-
box fur 2 h bei -20 °C, anschlieend fur 24 h bei circa -80 °C ab. Die Lagerung erfolgte

dann in flissigem Stickstoff.

Zum Auftauen wurden Kryoréhrchen mit eingefrorenen Zellen im Wasserbad kurz er-
warmt und die angetauten Zellen sofort in 10 ml des vorgewarmten Auftaumediums
uberflhrt. Nach Zentrifugation (Raumtemperatur, 1000 g, 3 min) wurde das Zellpellet in
10 ml vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert und die Suspension auf eine 10 cm
Kulturschale Uberfuhrt. Nach circa 48 h Inkubation im Brutschrank konnten die Zellen

passagiert oder gesplittet werden.



Material und Methoden 26

4.3.2 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Mittels Transfektion wird zirkuldre Fremd-DNA/RNA in eukaryotische Zellen einge-
bracht. Bei einer transienten Transformation integriert die DNA/RNA nicht in das Genom
der Wirtszelle, sondern wird nur vorubergehend — also transient — exprimiert. 24 h vor
der Transfektion wuchsen die Zellen in Kulturmedium ohne Antibiotika bis zu einer Kon-
fluenz von 60 bis 90 %. Nach der Transfektion der Zellen inkubierten diese fur 48 h im

Brutschrank.

Fiar die Transfektion wurde Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen), ein Reagenz, welches
Liposomen in wassriger Umgebung formen kann, gemaly Angabe des Herstellers ein-
gesetzt: Das Kulturmedium der 10 cm-Schale wurde durch 800 ul OptiMEM (Gibco) er-
setzt. Nach 2 h erfolgte die Zugabe von 200 ul Transfektionsgemisch, welches aus Op-
tiMEM, 30 pg Plasmid-DNA und 45 pl Lipofectamin™ 2000 bestand und 20 min bei
Raumtemperatur inkubierte. Nach 5 h Inkubation bei 37 °C wurde das Suspension
durch Standard-Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen unter gleichen Bedingungen

weiter inkubiert.

Alternativ kdnnen Zellen mit der Kalziumphosphat-Methode transfiziert werden. Hierbei
fallt der Komplex aus DNA und Kalziumphosphat aus und wird durch Endozytose von
den Zellen aufgenommen. Fir eine 10 cm-Petrischale wurde eine Lésung aus 15 ug
DNA und 437,5 pl 37 °C warmen Wasser mit einem Gemisch aus vorgewarmten 62,5 pl
2 M CaCl; und 500 ul 2x Borat-gepufferter Salzlosung versetzt. Nach kurzem Mischen
und Inkubation fur 3 min bei Raumtemperatur (Raumtemperatur) folgte die Zugabe zur
Kultur tropfchenweise. Nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurde das Medium ge-

wechselt.

4.3.3 Hippokampale und kortikale primare Neuronenkulturen der Maus

Fur die Kultivierung neuronaler Zellen aus Mausen wurden PO bis P3 Tiere dekapitiert,
das Gehirn isoliert und in eisgekuhltes HBSS (Gibco) mit 7 mM HEPES und 0,5 % Pe-
nicillin/Streptavidin (Pen/Strep) Uberfuhrt. Die Isolation der Hippokampi bzw. Kortizes
erfolgte unter einem Praparationsmikroskop (Stemi 2000-C mit Lichtquelle CL 1500
Eco, Carl Zeiss). Gestopfte Pasteurpipetten wurden vor Verwendung mit Sigmacote
(Sigma) gespult, getrocknet und vor dem Autoklavieren zweimal mit destillierten Wasser
(dH20) gewaschen. Mit diesen Pipetten wurde das Gewebe in 5 ml HBSS uberfuhrt und
dreimal mit HBSS gewaschen. Nach Entfernen des Uberstands erfolgte die Inkubation
mit 5 ml aktiviertem Trypsin (20 min bei 37 °C, 0,05 % fir Hippokampi und 0,25 % fur
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Kortizes, 10 mM HEPES, 1 % Pen/Strep) und 50 ul DNase | (Applichem). Wahrend der
Inkubation im Wasserbad bei 37 °C fur 30 min wurden die Proben im Intervall von 5 min
geschuttelt. Nach Entfernen des Trypsins folgten drei Waschschritte mit HBSS, wobei
beim letzten Durchgang circa 1,5 ml HBSS auf den Proben verblieben. Fir die Homo-
genisierung wurden 20 ul DNase | zugegeben und mittels beschichteter gestopfter Pas-
teurpipetten mit sich verjiingender Offnung unterschiedlichen Durchmessers drei bis
viermal zerrieben. Nach Zentrifugation (Raumtemperatur, 160 g, 5 min) der Einzelzellen
resuspendierte das Pellet in 1 ml Ausplattiermedium. Eine 24-Well Platte (CellStar bzw.
Becton Dickinson) mit fettfreien, 1 h bei 37 °C mit 1 mg/ml Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglaschen (Durchmesser 13 mm, Thermo Scientific) und 300 ul Ausplattiermedium
aquilibrierte 1 h im Brutschrank. Anschliel3end wurden circa 40000 Zellen pro Vertiefung
ausgesat und 30 min im Brutschrank inkubiert. Dann wurden nicht neuronale Zellen
durch Austauschen des Mediums gegen vorgewarmtes Neuronenmedium entfernt. Ein
partieller Austausch der Nahrlosung erfolgte frihestens nach 7 Tagen, wobei die Halfte

des alten Mediums abgenommen und durch frisches ersetzt wurde.

4.3.4 Kultivierung embryonaler Maus-Fibroblasten

Die Kultivierung embryonaler Maus-Fibroblastenzellen (MEF-Zellen) und ES erfolgten in

enger Kooperation mit Frau Dr. A. Hibner und Frau K. Schorr.

Die Kultur von ES-Zellen erfolgte immer auf einem Rasen mit inaktivierten MEF. Um
MEF-Zellen zu gewinnen, wurden Embryonen der 129PI13K Mauslinie (E13,5) in PBS
homogenisiert, zentrifugiert (Raumtemperatur, 700 g, 5 min), mit PBS gewaschen und
unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml MEF-
Medium resuspendiert. Die Kultivierung erfolgte initial mit 2 x 10° Zellen in einer Pet-
rischale (Durchmesser 15 cm) mit 20 ml MEF-Medium. Die konfluent gewachsenen Zel-
len wurden nach der Inkubation im Brutschrank mit 25 ml PBS gewaschen, 4 min bei 37
°C mit 0,05 % Trypsin/EDTA behandelt, vereinzelt und gleichmafig auf 4 neue Pet-
rischalen (15 cm Durchmesser) verteilt. Die Inaktivierung der MEF-Zellen erfolgte durch
Zugabe von 10 pg/ml Mitomycin C zum Kulturmedium. Nach 2 h Inkubation bei 37 °C
wurde das Medium verworfen, zweimal mit 25 ml PBS gewaschen, 2 ml Trypsin fur 5
min zugegeben und die Fibroblasten in MEF-Medium aufgenommen. Nach der Zentri-
fugation (Raumtemperatur, 250 g, 5 min) resuspendierte das Pellet in Einfriermedium,
so dass Aliquots mit 5 x 10° Zellen/ml langsam eingefroren werden konnten (vgl.4.3.1).
Fir die ES-Zellkultivierung wurden 18 h zuvor 5 x 10* MEF-Zellen/cm? auf Petrischalen

verschiedener Durchmesser ausgesat.
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4.3.5 Kultivierung von ES-Zellen

Die genetische Manipulation erfolgte an Zellen der ES-Zelllinie R1. Petrischalen flr das
Wachstum von ES-Zellen wurden 30 min bei Raumtemperatur mit 0,1 % Gelatine be-
schichtet. Circa 18 h vor Start der ES-Zellkultur mit 5 x 10* MEF-Zellen/cm? ausgesét.
Ein Mediumwechsel erfolgte taglich. Circa jeden zweiten Tag erreichten die Zellenkolo-
nien die GroRRe, dass keine Konfluenz bestand, und wurden im Verhaltnis von 1: 4 bis 1:
6 gesplittet. Die Vermehrung samtlicher Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 7,5 %
COz und 95 % relativer Luftfeuchte.

4.3.6 Auftauen von ES-Zellen

1 x 10° Zellen wurden nach dem Antauen im Wasserbad (37 °C) in 5 ml vorgewarmtes
ES-Medium Uberfuhrt, zentrifugiert (Raumtemperatur, 250 g, 5 min), in ES-Medium re-
suspendiert und danach auf einer Petrischale mit MEFs (10 cm Durchmesser) ausplat-
tiert.

Bis zu einer Konfluenz von circa 80 % gewachsene Zellen wurden mit Mg?*- und Ca*'-
freiem PBS gewaschen, 4 min bei 37 °C mit 0,25 %igen Trypsin/EDTA inkubiert und
vereinzelt. Nach Zugabe von 10 ml ES-Medium erfolgten die Bestimmung der Zellzahl

und die Kryokonservierung der ES-Zellen (vgl. 0).

Vor dem Einfrieren der ES-Zellklone in 96-Well-Platten wurden die Zelldichten jeder
Kammer protokolliert und das Medium gewechselt. Nach 2 h Inkubation im Brutschrank
folgte ein Waschschritt mit 200 yl PBS und anschlieliend die Behandlung fir 4 min bei
37 °C mit 40 ul 0,25 %igem Trypsin/EDTA. Bei erfolgreicher Vereinzelung erfolgte die
Zugabe von 60 pyl ES-Medium und 100 ul 2x Einfriermedium. Die Suspension wurde
vorsichtig mit 50 pl Mineraldl Uberschichtet, die Platte mit Klebeband versiegelt und in

einer Styroporbox bei -80 °C eingefroren.

4.3.7 Transfektion und Selektion von ES-Zellen

ES-Zellen wurden in einer Petrischale (10 cm Durchmesser) in 10 ml ES-Medium bis
zur o.g. Dichte kultiviert. 2 h vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Nach
zweimaligem Waschen mit Mg®*- und Ca?*-freien PBS schloss sich eine 4 miniitige Be-
handlung bei 37 °C mit 2 ml 0,25 %igem Trypsin/EDTA an. Die vereinzelten Zellen wur-
den nach Zugabe von 8 ml ES-Medium zentrifugiert (Raumtemperatur, 250 g, 5 min), in
10 ml PBS gewaschen, erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und das Pellet

in 800 pl PBS aufgenommen. Die Suspension wurde mit 30 ug gereinigter linearisierter
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Plasmid-DNA versetzt und in einer 0,4 cm Kulvette bei U = 240 V und C = 500 pF elekt-
roporiert (Gen Pulser Xcell, Biorad). Der Ansatz inkubierte 10 min bei Raumtemperatur.
Nach gleichmafigem Verteilen auf vier Petrischalen mit MEFs (10 cm Durchmesser) mit
jeweils 10 ml ES-Medium erfolgte taglich ein Wechsel des Mediums. 24 h nach der
Elektroporation enthielt das Medium zur Selektion zusatzlich 0,6 % v/v und spater dann
0,3 % viv G418 (50 mg/ml, Geneticin®, Gibco). Nach circa einer Woche wurden einzel-
ne Kolonien unter dem Mikroskop (Stemi 2000-C mit Cl 1500 Eco als Lichtquelle) in
eine 96-Well Platte mit 40 ul 0,25 %iges Tryspin pro Vertiefung transferiert, 4 min bei 37
°C inkubiert und die vereinzelten Klone in eine 96-Well Platte mit MEF-Zellen und 200
pl ES-Medium uberfahrt. Innerhalb von 2 bis 3 Tagen erreichten die Zellkolonien die
ausreichende GroRe. Nach Waschen mit PBS, Trypsinieren und Zugabe von ES-
Medium wurden die Zellen 1: 4 auf neue Platten transferiert. Hierbei waren zwei Platten
fur die DNA-Isolierung nur mit Gelatine beschichtet. Bis zur Konfluenz gewachsene
Klone wurden eingefroren (vgl. 4.3.6), bzw. zur Isolierung der genomischen DNA (vgl.
4.5.10) fur das anschlieliende Southern Blot Screening (vgl. 4.5.9) genutzt. Es wurden
Zellen mit korrekt integriertem Konstrukt identifiziert, entsprechende Klone aufgetaut

und flr die Blastozysteninjektion (vgl. 4.7.1) vermehrt.
4.4 RNA-Methoden

441 RNA-Isolation

100 mg frisch prépariertes, in fliissigem Stickstoff gemdrsertes Gewebe bzw. 107 Zellen
inkubierten mit 800 pl Trizol 5 min bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 0,2 Volumen
Chloroform, intensivem Mischen per Hand und 3 min Inkubation bei Raumtemperatur
folgte eine Zentrifugation (4 °C, 10000 g, 15 min) und die Uberfiihrung der oberen,
wassrigen Phase in 1 Volumen 100 %igem Isopropanol. Nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA pelletiert (4 °C, 20000 g, 20 min), kurz an der Luft ge-
trocknet und in 50 yl DNase-/RNase-freiem Wasser geldst. Zur Gewinnung von DNA-
freier RNA erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei 37 °C mit 1 yl DNase | (Invitrogen, 1
Unit/ul) oder sie wurde weiter mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche) gemal} den
Angaben des Herstellers aufbereitet. Die RNA-Probe wurde hierfur auf eine spezifisch
RNA-bindende Saule transferiert und zentrifugiert (Raumtemperatur, 8000 g, 15 s).
Waschpuffer | bzw. Waschpuffer Il reinigten die gebunden RNA. Final wurde die RNA
mit 50 pl Elutionspuffer geldst. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.



Material und Methoden 30

4.4.2 Northern Blot

Zur Untersuchung von RNA-Proben diente die Northern Blot Analyse. Die verwendete
Glasware wurde bei 250 °C gebacken und damit sterilisiert. Alternativ wurden RNase-
freie Einwegprodukte verwendet. Puffer setzen sich aus RNase-freien diethylpyrocar-

bonatbehandeltem DEPC-Wasser und RNase-freien Chemikalien zusammen.

Das Northern Blot Agarosegel in 1 % 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure (MOPS) als
Laufpuffer erhielt eine Vorlaufzeit von 30 min bei 30 V. Wahrenddessen denaturierten
die RNA-Proben in 5x RNA-Ladepuffer 10 min bei 65 °C. Nach Beladen des Gels lag
zunachst eine Spannung von 40 V fur 5 h und anschlie®end von 100 V far 3 h an. Der
Puffer wurde jede Stunde durchmischt, um der Bildung eines pH-Gradienten vorzubeu-

gen.

Gewicht

Glasplatte

L
s 1 Filterpapier

— Nylonmembran
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Abbildung 6: Aufbau eines Northern bzw. Southern Blots zur Uberfiihrung von RNA/DNA aus einem
Agarosegel auf eine Nylonmembran respektive Nylonmembran. Von unten nach oben: Whatman-
Filterpapier auf einer Bricke mit Enden im Transferpufferreservoir, Agarosegel, Nitrozellulosemembran,
in Transferpuffer getrdnkte 3 Lagen Filterpapier, 6 Lagen trockenes Filterpapier, 15 cm Papierticher,
Glasplatte, Gewicht.

Der Transfer der RNA vom Gel auf eine Nylonmembran (GE Healthcare) erfolgte per
Kapillarblot (Abbildung 6). Das Gel wurde mit DEPC-H,O gespdlt und zunachst 30 min
in Denaturierungspuffer, anschlielend 30 min in Neutralisierungspuffer und schlief3lich
30 min in 10x SSC inkubiert. Die 10 min in DEPC-H,O gespulte Membran aquilibrierte
10 min in Transferpuffer. Uber Nacht erfolgte der Blot, anschlieRend das Cross-linking
der RNA durch Erhitzen der Membran fir 2 h bei 80 °C. Nach zwei Waschschritten in 2x
SSC konnte die RNA durch Farben der Membran mit 0,04 % Methylenblau in 5 %iger
Essigsaure nachgewiesen bzw. 18 S und 28 S RNA als Grélkenmarker gekennzeichnet

werden. Die Membran wurde in 2x SSC entfarbt. Durch die Hybridisierung mit radioaktiv
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markierten Sonden konnten spezifische RNA-Transkripte nachgewiesen werden (vgl.
4.5.11).

4.4.3 Synthese komplementarer DNA

Fir die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde aus der isolierten RNA zunachst einzel-

strangige komplementare DNA (cDNA) synthetisiert.

Zur Herstellung von cDNA (1st strand cDNA Synthesis Kit, Roche) wurden 1 ug Ge-
samt-RNA in insgesamt 10,5 pyl DNase-/RNase-freiem Wasser resuspendiert und 5 min
bei 65 °C denaturiert. Auf Eis folgte die Zugabe von 2 pl 10x Reaktionspuffer, 4 pl 25
mM MgCl,-Lésung, 1 pl 0,5 pg/upl Oligo-(dT)-Primer, 2 pl dNTP-Mix und 0,5 pl Reverse-
Transkriptase. Nach 10 min bei 25 °C, 90 min bei 42 °C und 5 min bei 99 °C wurde die
Lésung mit 30 pl DNase/RNase-freiem Wasser und 1 yl RNase A (10 mg/ml) versetzt.
Der Inkubation fur 15 min bei 37 °C schloss sich die Aufreinigung der cDNA Uber eine
DNA-bindende Saule an (vgl. 4.5.3). cDNA-Proben lagerten bei -20 °C.

4.4.4 In situ Hybridisierung
Die Detektion der mRNA des Kalium-Chlorid-Kotransporters-2 (KCC2) und der von Par-

valbumin in Hirnschnitten von KCC2"1°* py.Cre* und PV-Cre Tieren mittels in situ
Hybridisierung wurde in enger Zusammenarbeit mit Frau Dr. G. Zimmer durchgefuhrt.

Far beide mMRNAs wurde eine spezifische Sonde mittels PCR (vgl. 4.5.6) hergestellt.

Hirn-Kryostatschnitte auf Objekttragern trockneten fir 30 min bei 50 °C. Sie wurden sie
10 min in 4 % Formaldehyd fixiert. Nach Abspulen und zweimaligem Waschen fir 5 min
mit PBST schloss sich eine Inkubation flir 10 min mit Proteinase-K-Losung an. Es folgte
ein zweimaliges Waschen und eine erneute Fixierung mit dazugehérigem Abspulen und
Waschen. Die Schnitte wurden nun far 10 min mit Acetylierungspuffer Uberschichtet,
wieder abgespult und gewaschen. Die mit DEPC-H,O gespllten Objekttrager trockne-
ten fur 30 min bei Raumtemperatur. Mit 300 ul Hybridisierungslésung und einem mit
Poly-L-Lysin beschichtetem Deckglaschen abgedeckt, inkubierten die Proben in einer
feuchten Kammer im Hybridisierungsofen uber Nacht bei 65 °C. Die Deckglaschen wur-
den in vorgewarmtem 5x SSC-Puffer abgeldst, die Objekttrager bei 60 °C in 50 % For-
mamid / 0,5 x SSC fr 30 min, in 2x SSC fur 20 min und zweimal in 0,2 x SSC bei 60 °C
behandelt. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur flir 5 min in Maleinsaurepuffer
(MABT:) und flr 1 h in Blockpuffer-1 (1 % v/v blocking-Reagenz in MABT). Die Schnitte
wurden mit der Sonde gegen PV in 300 ul Blockpuffer-1 tberschichtet und fur mindes-

tens 2 h in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur belassen. Nach viermaligem
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Waschen mit MABT fur 5 min bei Raumtemperatur, inkubierten sie Uber Nacht bei
Raumtemperatur mit 300 pl Substratiosung in einer feuchten Kammer. Die mit Natrium-
Magnesium-Trispuffer gespulten Objekttrager wurden wiederum zweimal 5 min in PBS
gewaschen, 10 min in 4 % Formaldehyd in PBS fixiert, zweimal in PBS und zweimal in
MABT gewaschen. Nach einstlindiger Behandlung bei Raumtemperatur in Blockpuffer-
2, erfolgte die Hybridisierung mit 300 pl in Blockpuffer-2 inklusive der primaren Sonde
gegen KCC2 uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Nach viermaligem Wa-
schen mit MABT, aquilibrierten die Proben 10 min in NMT und wurden schlieBlich mit 1
ml Fast Red Lésung Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dem Spulen mit NMT wieder-
holten sich die Wasch- und Fixierungsschritte. Hoechst 33258 (1: 1000, Invitrogen,
DAPI) im letzten Waschschritt farbte die Zellkerne an. Nach Spuilen und Waschen in
ddH,O wurden die Objekttrager mit 100 pl Mowiol (Sigma) und einem Deckglas (Mari-
enfeld) versehen, getrocknet und mit Nagellack (P2) versiegelt. Die Dokumentation der
behandelten Hirnschnitte erfolgte mittels Mikroskop (VHX-600 Digitalmikroskop,
Keyence; TCS SP5, Leica).

4.5 DNA-Methoden

4.5.1 lIsolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmid-DNA aus Bakterien wurde unter Zuhilfenahme eines Midi Kit (Qiagen) geman
Herstellerangaben isoliert. Pelletierte Bakterien wurden in Resupensionspuffer geldst,
mit Lysepuffer aufgeschlossen und mit Neutralisierungspuffer auf einen pH-Wert von
7.0 gebracht. Durch Zentrifugation konnten Zelltrimmer pelletiert werden. Der Uber-
stand wurde auf Saulen (Tip 100, Qiagen) gegeben und aus dem Durchfluss schliel3lich

die Plasmid-DNA mit Isopropanol gefallt (4.5.3).

4.5.2 Hot-Shot DNA Extraktion aus Schwanzbiopsien

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien von Mausen wurden circa 0,3
cm lange Gewebeproben in 150 pl alkalischem Lysepuffer 45 min bei 96 °C inkubiert.
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden 150 pl Neutralisierungspuffer zugegeben.

Bis zur Verwendung wurde der Ansatz bei Raumtemperatur gelagert.

4.5.3 Aufreinigung und Fallung von Nukleinsduren

Zur Aufreinigung von DNA-Proben aus 4.5.1 wurde das Probenvolumen mit ddH,O auf
500 pl eingestellt, 1 Volumen Phenol zugegeben und der Ansatz mindestens 30 s ge-

schittelt. Nach anschlieRender Zentrifugation (4 °C, 14000 g, 15 min) folgte der Trans-
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fer der oberen Phase in ein neues Reaktionsgefald und die Zugabe von 1 Volumen
Chloroform-Isoamylalkohol. Nach Schutteln und Zentrifugation (4 °C, 14000 g, 15 min)
konnte wiederum aus der oberen Phase die DNA durch Zugabe von 1 Volumen Isopro-
panol 100 % und 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat pH-Wert 5.2 gefallt werden. Das entstan-
dene DNA-Konglomerat wurde mithilfe eines sterilen Glashakens enthommen, in 70 %
Ethanol gewaschen und schlieRlich in 50 pyl ddH,O geldst. Die Bestimmung der DNA-
Konzentration erfolgte am Fotospektrometer (NanoDrop® ND-1000, PeqLab).

4.5.4 Agarosegelelektophorese

Fiar die Analyse der DNA nach PCR oder Restriktionsverdau wurde die Agarosegel-
elektophorese verwendet. Abhangig von den aufzutrennenden DNA-Fragmentlangen
wird 1 bis 2 g Agarose und 2 ul Ethidiumbromid pro 100 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer
aufgelost. Die erwarmte Losung wurde in eine Gelform mit Lade-Kammen (PeglLab)
Uberfihrt und nach dem Auskuhlen in der Elektrophorese-Kammer mit Tris-Acetat-
EDTA-Puffer transferiert. Die DNA wurde 1 : 5 mit 10x DNA-Ladepuffer versetzt, aufge-
tragen und bei 150 V elektrophoretisch getrennt (Standard Power Pack, Biometra). Die
Detektion der Proben erfolgte unter UV-Licht (Benchtop ZUV Transilluminator, UVR;
VisiDoc It Imaging™ System, UVR).

4.5.5 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde das entsprechende Gelfragment unter
UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die Extraktion erfolgte mit dem Gel
DNA Recovery Kit (Zymoclean). Das Gel inkubierte bis zum vollstandigen Lésen in 500
Ml Agaroselosepuffer bei 50 °C. Das Gemisch wurde auf eine Saule (Zymo-Spin™ Co-
lumn, Zymoclean) transferiert, zentrifugiert (Raumtemperatur, 8000 g, 30 s) und zwei-
mal mit Waschpuffer gespltilt. Durch Zugabe von 20 ul ddH,O und Zentrifugation konnte

die DNA eluiert werden.

4.5.6 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten.
Die PCR-Reaktionen fanden in einem deckelbeheizten PCR-Block (Thermo Cycler
T3000, Biometra) statt. Ein PCR-Ansatz (20 ul) bestand aus 14,6 pyl ddH,0, 2 ul Reakti-
onspuffer (10 x), 0,8 pl MgCl,, 0,5 yl dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 8 mM),
0,5 pl sense-Primer (100 nM), 0,5 pl antisense-Primer (100 nM), 0,08 pl Tag-
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Polymerase (Invitrogen). Fir jede spezifische Reaktion wurden geeignete Primerpaare

synthetisierte und ein optimiertes PCR-Programm verwendet.

4.5.7 Restriktionsverdau

Durch die Verwendung sequenzspezifischer Endonukleasen (Restriktionsenzyme)

konnten definierte DNA-Fragmente generiert werden.

Ein Restriktionsansatz (20 ul) bestand aus: 1 yg genomischer bzw. 100 ng Plasmid-
DNA, 2 ul 10x Puffer und der DNA-Menge entsprechend Restriktionsenzym. Die Reak-
tion inkubierte Uber Nacht bei enzymspezifischer Temperatur und wurde 20 min bei 80
°C gestoppt. Kamen zwei Restriktionsenzyme zum Einsatz, wurde ein Puffer verwendet,

in welchem beide Aktivitat zeigten oder ein sequenzieller Verdau durchgefiihrt.

4.5.8 Ligation

Bei der Konstruktion rekombinanter Plasmidvektoren wurde ein DNA-Fragment gezielt
in ein Plasmid ligiert. Vektor und Insert inkubierten mit den gleichen oder kompatiblen
Restriktionsenzymen, sodass beide wenn madglich passende ,klebrige“ Enden (sticky
ends) besalRen. Konnten keine entsprechenden Uberhange erzeugt werden, wurde das
zu ligierende DNA-Fragment durch entsprechende Primer mittels PCR (vgl. 4.5.6) mit
den bendtigten endstandigen Restriktionsstellen bzw. Sequenzen versehen. War keine
Generierung kompatibler Enden moglich, wurden glatte Enden (blunt ends) erzeugt.
Nach Restriktion und Inaktivierung der Restriktionsenzyme inkubierte der Ansatz mit 1
Ml ANTPs und 1 ul T4-DNA-Polymerase (Fermentas) 20 min bei 11 °C, um schlief3lich
bei 10 min bei 75 °C inaktiviert zu werden. Die Behandlung mit 1 pl alkalischer Phos-
phatase (20 Units/ul) flr 1 h bei 37°C verhinderte eine Selbstligation des Vektors. Beide
Ansatze, Insert und Vektor, wurden mittels Agarosegelelektophorese (vgl. 4.5.4) und

anschlieBender Gelextraktion aufbereitet (vgl. 4.5.5).

Ein Ligationsansatz (20 pl) bestand aus 1 pg dephosphorylierter Plasmid-DNA, 1 bis 10
Ml zu klonierender DNA, 2 pl 10x Ligationspuffer und 1 pl Ligase (New England Bi-
olabs). Nach Inkubation Uber Nacht bei 4 °C wurden kompetente Bakterien (4.2.2) mit 2
Ml des Ligationsansatzes transformiert. Mittels DNA-Minipraparation aus Flussigkulturen
(vgl. 3.5.1) und anschlielendem Restriktionsverdau (vgl. 4.5.7) konnten einzelne Bakte-

rienkolonien charakterisiert werden.
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4.5.9 Southern Blot

Mit Restriktionsenzym geschnittene (vgl. 4.5.7) und elektrophoretisch aufgetrennte ge-
nomische DNA (vgl. 4.5.4) wurde zusammen mit einem Fluoreszenzlineal unter UV-
Licht fotografiert. Die Depurinierung der DNA erfolgte circa 15 min in 0,25 M HCI bis ein
Farbumschlag des DNA-Ladepuffers von blau zu gelb feststellbar war. Nach Verwerfen
der Salzsaure und dem Spulen mit ddH,O aquilibrierte das Gel 20 min in Transferpuffer.
Eine dem Gel angepasste Nylonmembran wurde wahrenddessen 5 min in ddH,O akti-
viert und mindestens 10 min in 0,4 M NaOH aquilibriert. Nach dem Aufbau des Blots
(Abbildung 6) erfolgte der Transfer Uber Nacht bei Raumtemperatur. Anschliel3end
trocknete die Membran fir 2 h bei 80 °C. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Vor Ge-

brauch wurde die Membran in 2x SSC gewaschen.

4.5.10 Screening von ES-Zellen

Fir jedes Konstrukt wurde DNA aus circa 384 verschiedenen Klonen (vgl. 4.3.7) isoliert

und untersucht. Samtliche Inkubationsschritte erfolgten in einer feuchten Kammer.

ES-Zellklone kultivierten fur die Isolation der DNA in 96-Well Platten bis zur Konfluenz.
Nach Waschen mit PBS folgte der Zellaufschluss mit jeweils 100 ul Lysepuffer Uber
Nacht bei 55 °C. Durch Zugabe von 1/10 Volumen 8 M LiCl und 100 ml Isopropanol
wurde die DNA gefallt, durch Zentrifugation (Raumtemperatur, 3000 g, 30 min) pelletiert

und zweimal mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach Verwerfen der Flissigkeit
trocknete die DNA kurz bei 55 °C und I6ste in 100 pl % TE-Puffer Uber Nacht bei 37 °C.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C im Kuhlschrank.

Fir die Charakterisierung der Klone wurden jeweils circa 10 ug DNA mit 20 Units eines
geeigneten Restriktionsenzyms und mit ddH,O auf 50 ul aufgeflllt. Nach Mischen und
Inkubation bei 37 °C Uber Nacht folgte eine elektrophoretische Auftrennung (vgl. 4.5.4)
und der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran mittels Southern Blot (vgl. 4.5.9).
Diese konnte dann mittels Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde auf ge-
eignete Klone untersucht werden (vgl. 4.5.11).

4.5.11 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden und Hybridisierung

Zur Charakterisierung von Ribonukleinsduren bzw. Desoxyribonukleinsduren auf
Northern (vgl. 4.4.2) oder Southern Blot (vgl. 4.5.9) Membranen wurden Sonden mit
2P_dCTP markiert.
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Als Matrize diente ein 300 bis 700 Bp langes DNA-Fragment, das enzymatisch aus ei-
nem Plasmid geschnitten oder mittels PCR gewonnen wurde. Die Synthese der radio-
aktiv markierten Sonde erfolgte mit dem Rediprime |l DNA Labelling System (GE
Healthcare). Circa 35 ng der Sonden-DNA in 45 pl 0,1x TE wurden bei 95 °C 5 min de-
naturiert, auf Eis 10 min abgekuhlt und nach kurzem Zentrifugieren in das Rediprime |l
Reaktionsgefald mit lyophilisiertem dATP, dTTP, dGTP und DNA-Polymerase pipettiert.
Nach Zugabe von 5 pl *P-dCTP (SPR-205, 370 MBq /ml, Hartmann Analytik) inkubierte

der Reaktionsansatz fir 30 min bei 37 °C.

Die Aufreinigung der Sonde erfolgte Uber eine G50 Sepharose Saule (GE Healthcare).
Die Matrix der Saule wurde durch Schutteln und anschlieBende Zentrifugation (Raum-
temperatur, 2000 g, 2min) vorbereitet, die markierte Sonde in die Mitte der Saule pipet-
tiert und erneut zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt die aufgereinigte markierte Sonde.
Die Aktivitat wurde mit einem Szintillationszahler bestimmt. Vor Verwendung wurde die
Sonde denaturiert und auf Eis abgekuhlt. Wahrenddessen aquilibrierte die Membran in
Hybridisierungspuffer bei 68 °C fur 2 h im Hybridisierungsofen (DUO-Therm-
Hybridisierungs-ofen, Biometra). Die Sonde wurde in 25 ml 68 °C warmen Hybridisie-
rungspuffer Uberfihrt und auf die praparierte Membran gegeben. Der Ansatz ersetzte
den Puffer auf der Membran und verblieb Uber Nacht bei 68 °C unter Rotation im Hybri-
disierungsofen. Nach Spulen und zweimaligem Waschen der Membran mit vorgewarm-
tem Waschpuffer bei 68 °C fur 20 min wurde diese in Klarsichtfolie verpackt und die
Radioaktivitat mit einem Geigerzahler bestimmt. Bei Werten Uber 150 Bq folgten wie-
derholte Waschschritte. Die Radioaktivitat wurde durch eine Filmkassette mit einem

Rontgenfilm (BioMax MS, Kodak) bzw. einer Phosphorimager-Platte (Fuji) detektiert.
4.6 Protein-Methoden

4.6.1 Isolation von Proteinen

Der Aufschluss von in flissigem Stickstoff gemoérsertem Gewebe (100 mg Biomasse)
bzw. Zellen (10° Zellen) erfolgte in 400 ul Protein-Lysepuffer fir 10 min auf Eis. Die
Suspension wurde zusatzlich 30 min im Ultraschallbad behandelt oder mechanisch
(Potter S, Sartorius) weiter homogenisiert. Nach Denaturieren flr 5 min bei 95 °C und
Abkuhlen fur 1 h auf Eis konnte die Proteinkonzentration bestimmt werden (vgl. 4.6.2).
Die Lagerung erfolgte bei -80 °C im Gefrierschrank.
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4.6.2 Bestimmung der Konzentration von Proteinen

Zur Quantifizierung von Protein wurde das BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
genutzt. Aliquots der Standardproben (20 bis 2000 pg/ml) zum Erstellen der Eichkurve
und der zu messenden Losungen wurden 1: 20 in Lysepuffer verdinnt, 30 min bei 37
°C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekuhlt. Es folgte die Messung der Absorption
bei 562 nm (NanoDrop® ND-1000, PeglLab). Anhand der erstellten Eichkurve konnte

die Proteinkonzentration bestimmt werden.

4.6.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Separation von Proteinen erfolgte nach der Methode von Laemmli (Laemmli 1970).
Trenn- und Sammelgel (Tabelle 3) wurden 16 h vor der Elektrophorese im Kuhlschrank

zur Auspolymerisierung aufbewahrt.

Das SDS-Gel wurde in der PAGE-Apparatur (Biorad, Minchen) mit Laufpuffer tber-
schichtet, die Proben (5 bis 30 ug Protein) mit 5x Laemmli-Puffer versetzt, 5 min bei 95
°C denaturiert und damit die Geltaschen beladen. Bis die blaue Lauffront das Trenngel
erreichte, verlief die elektrophoretische Trennung bei einer Stromstarke von 10 mA, an-
schlielend bei einer Spannung von 100 V. Die Separation der Proteine endete, nach-

dem die Lauffront das Ende des Gels erreichte.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels fur die SDS-PAGE

Trenngel 8 % | Sammelgel 3 %
ddH,O 52 ml 6,5 ml
1,88 M Tris pH-Wert 8.8 1,8 mi 1,8 ml
40 % Polyacrylamid 1,8 ml 0,625 mi
10 % SDS 90 ul 90 ul
10 % APS 40 pl 40 pl
Tetramethylethylendiamin 5l 5yl

4.6.4 Western Blot Analyse

Elektrophoretisch separierte Proteine (vgl. 4.6.3) wurden mit Hilfe der Western Blot
Analyse detektiert (Towbin et al. 1979, Burnette 1981). Fir diese Methode wurde das
Nassblotverfahren angewandt, um die aufgetrennten Proteine aus dem SDS-
Polyacrylamid-Gel (vgl. 4.6.3) auf eine Nitrozellulosemembran (GE Healthcare) zu
transferieren. Nach dem Blot mit einer Stromstarke von 2,5 mA pro cm? Gelflache fir
1,5 h erfolgte die Inkubation der Membran in 3 %igen Blockpuffer fir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur. Anschlielend inkubierte diese Uber Nacht bei 4 °C in 10 ml 1 %igem



Material und Methoden 38

Blockpuffer mit den primaren Antikérper (Rollschittler RM 5-80V, CAT). Nach drei
Waschschritten mit 45 ml TBST-Puffer folgte die Inkubation mit dem sekundaren Meer-
rettichperoxidase-gekoppelten Antikdrper in 1 %igem Blockpuffer fir 1 h bei Raumtem-
peratur. Nach weiteren vier Waschschritten fur jeweils 10 min bei Raumtemperatur mit
45 ml TBST-Puffer verblieb die Membran 4 min in Detektionsldsung, welche aus 2 mi
Peroxidldsung und 2 ml Substratldsung (Immobilon™ Western, Millipore) bestand. Die

Chemolumineszenz wurde mit dem Hyperfilm™ ECL Kit (GE Healthcare) detektiert.

4.6.5 Nachweis von Beta-Galaktosidase (B-Galaktosidase-Assay)

Das lacZ-Gen kann als genetischer Marker zur Insertionskontrolle verwendet werden.
Die Bestimmung der B-Galaktosidaseexpression diente als Kontrolle der Insertion der

einzufligenden DNA.

In eine 12-Well Platte wurde je Vertiefung 500 pl frisch angesetzter BGal-Puffer vorge-
legt und das Praparat zugegeben. B-Galaktosidase hydrolysiert X-Gal bei 37 °C, wobei
ein blauer Farbstoff freigesetzt wird. Nach dem Waschen mit PBS wurde die Probe fur
die Dokumentation am Mikroskop (VHX-600 Digitalmikroskop, Keyence; Axiovert 40
CFL mit CCD Kamera, Carl Zeiss) auf Objekttragern fixiert.

4.7 Eingriffe an Mausen

Alle Experimente mit Mausen wurden vom Thuringer Landesamt fur Lebensmittelsi-
cherheit und Verbraucherschutz in den Tierversuchsvorhaben: ,PV-KCC2 konditionales
KO (cKO) Mausmodell“ Reg.-Nr. 22-2684-04-02-066/11 und ,,Channelrhodopsin (ChRh)
und Halorhodospin (NpHr) Knockin-Mausmodelle“ Reg.-Nr. 22-2684-04-02-033/09 ge-
nehmigt. Die Elektroenzephalografie wurde in Hamburg durchgefthrt und dort separat

beantragt und bewilligt.

4.7.1 Injektion von ES-Zellklonen in Blastozysten

Klone der beim Screening positiv getesteten ES-Zellen (vgl. 4.5.10) wurden aufgetaut
(vgl. 4.3.6) und die entsprechenden Klone in 6-Well Platten kultiviert (vgl. 4.3.5). Am
Tag der Injektion wurde das Medium erneuert. Nach 2 h Inkubationszeit folgten drei
Waschschritte mit PBS und die Behandlung der Zellen mit 300 ul Trypsin flr 4 min bei
37 °C. Bei ausreichender Vereinzelung wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml
ES-Medium gestoppt, die Suspension zentrifugiert (Raumtemperatur, 200 g, 5min), das
Pellet in circa 600 pyl ES-Medium resuspendiert und auf Eis bis zur Injektion aufbewahrt.
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Die Blastozysten (E3.5) wurden aus trachtigen C57BI/6 Weibchen isoliert und mithilfe
eines mechanischen Mikromanipulators (Leica Mirkosystems) injiziert. Nach der Injekti-
on folge die Implantation der Blastozysten in pseudo-trachtige CBA-F1 Ammenmause
(circa E2.5), welche vorher mit vasektomierten Mannchen verpaart worden waren (Ho-
gan et al., 1994).

4.7.2 Rotarod
Die Analyse der Motorik bei 28 bis 120 Tage alten Mausen erfolgte durch den Rotarod-

Test (Jones et al, 1968). Die Tiere zudem dreimal wochentlich gewogen. Beim
Rotarod-Leistungstest liefen die Tiere auf einer rotierenden Rundstange mit 5 cm
Durchmesser (Rota-Rod, FBI Science GmbH). Die Tiere wurden an 3 aufeinanderfol-
genden Tagen und am Versuchstag durch 3-mal wiederholtes zweiminltiges Laufen bei
konstanter minimaler Geschwindigkeit (4 Umdrehungen/min) an das Gerat und die Pro-
zedur gewohnt. Beim Rotarod-Leistungstest erfolgte eine lineare Erhéhung der Rotati-
onsfrequenz von 4 auf 40 Umdrehungen/min innerhalb von 5 min. Jedes Tier wurde
dreimal getestet und die Zeit auf dem Rotarod gemessen. Nach jedem Lauf gewahrte

man den Tieren eine Ruhezeit von mindestens 15 min.

4.7.3 Transkardiale Perfusion von Mausen

Der Maus wurde das Anasthetikagemisch (Ketamin, Rompun, vgl. Material) intraperi-
toneal injiziert. Bei vollstandig narkotisierten Mausen wurde der Brustkorb gedffnet, die
linke Herzkammer mit einer Injektionsnadel perforiert und mit einem Druck von circa
120 mmHg PBS eingesplilt. Die Offnung des rechten Vorhofs ermoglichte den Abfluss
des Blutes bzw. der injizierten Flissigkeiten. Nach 3 min wurde das PBS durch 4 %iges
Formaldehyd ersetzt. Nach weiteren 5 min wurde die Kanule entfernt, die gewunschten
Organe prapariert und die Gewebe Uber Nacht in 4 % Formaldehyd im Kihlschrank
nachfixiert. Vor dem Einfrieren zur spateren Verwendung erfolgte eine Behandlung bei

4 °C fur jeweils 24 h in 15 % und anschlie3end in 30 %iger Saccharose-Ldsung.

4.7.4 Anfertigung von Gewebeschnitten

Um aus der Maus enthnommene Organe histologisch und immunohistochemisch zu un-
tersuchen, wurden am Schlittenmikrotom (SM2000R, Leica) 20 bis 40 ym oder am Kry-
ostat (CM1850, Leica) 8 bis 20 um dicke Gefrierschnitte angefertigt.
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Fir das Schneiden am Schlittenmikrotom wurde das Gewebe auf dem circa -30 °C kal-
tem Tragertisch mit 5 % Saccharose-PBS fixiert. Die Schnitte lagerten in PBS mit 0,2 %
Natriumazid bei 4 °C.

Am Kryostat konnte sowohl fixiertes als auch unfixiertes Gewebe geschnitten werden.
Die Praparate wurden mit Tissue-Tek® (Sakura) eingebettet und am Kryostat bei circa -
22 °C mindestens 30 min akklimatisiert. Die Schnitte wurden auf einen beschichteten
Adhasionsobjekttrager (HistoBond®, Marienfeld) Gberfiihrt und 1 h bei Raumtemperatur
bzw. bei Praparaten fur die in-situ Hybridisierung 30 min bei 56 °C auf einer Heizplatte
getrocknet. Vor Lagerung bei -20 °C erfolgte ein Waschschritt flir 5 min in PBS und eine

wiederholte Trocknung der Objekttrager.

4.8 Antikorperfarbung von Gewebeschnitten

Am Schlittenmikrotom angefertigte Gewebeschnitte wurden freischwimmend in einer
24-Well Platte gefarbt. Nach Uberfiihrung mit einem feinen Pinsel in 1 ml PBS-T folgten
drei Waschschritte fir 10 min in 1 ml PBS-T unter leichtem Schutteln. Mit Blockpuffer
inkubierten Schnitte zunachst 1h bei Raumtemperatur, anschlieRend in 500 ul primarer
AK-LGsung in einer feuchten Kammer tber Nacht bei 4 °C. Wiederum folgte ein dreima-
liges Waschen fur je 10 min mit 1 ml PBS-T. AnschlieRend wurden die Praparate im
Dunkeln 2 h bei Raumtemperatur in sekundarer AK-Lésung inkubiert und dreimal fur 10
min mit 1 ml PBS gewaschen, wahrend beim zweiten Waschschritt Hoechst 33342 (1:
10000) zur Farbung der Zellkerne eingesetzt wurde. Die Schnitte wurden in PBS auf
Objekttrager (Superfrost, Thermo Scientific) aufgezogen, mit Fluoromount® (Calbio-
chem) Uberschichtet und mit einem Deckglaschen und durchsichtigem Nagellack ver-
siegelt. Bis zur Dokumentation mittels konfokaler Lasermikroskopie (TCS SP5, Leica),
Cell Observer (ApoTom), spinning disk confocal microscope oder LSM510/LSM710 (al-
le Carl Zeiss) lagerten die Schnitte bei 4 °C.

Auf Objekttragern fixierte Schnitte wurden in einer Shandon Kassette (Thermo Electron
Corporation) gefarbt. Dazu wurden die Objekttrager in die Shandon Kassette einge-
spannt. Die einzelnen Schritte waren denen aus der oben beschriebenen Methode iden-

tisch, es variierte lediglich die Applikation der Lésungen.

4.9 Antikorperfarbung von Zellkulturen

HelLa- bzw. HEK293T Zellen wurden zur immunzytochemischen Untersuchung auf run-
den Deckglaschen mit 12 bzw. 18 mm Durchmesser in einer 12-Well Zellkulturplatte
ausgesat, transfiziert und 48 h kultiviert. Es folgte ein Waschschritt in PBS und die Fi-
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xierung mit 4 % Formaldehyd. Die Deckglaschen wurden in Fluoromonut® eingebettet
und mit Nagellack fixiert. FUr den Nachweis endogener Proteine erfolgte zunachst die
Permeabilisierung der Zellen in PBS-T. Nach Inkubation fur 30 min in Blockpuffer inku-
bierten die Zellen in primarer AK-Lésung flr 1 h bei 4 °C unter leichtem Schutteln. Nach
drei Waschschritten fir 10 min in PBS wiederholte sich die Prozedur mit dem fluores-
zenzfarbstoffgekoppelten sekundaren Antikorper. Die abschliel3ienden Schritte gleichen

denen aus 4.8.
4.10 Elektrophysiologie

4.10.1 Praparation akuter Hirnschnitte

Sofort nach Dekapitierung von Mausen wurde das Hirn aus dem Schadel prapariert, der
Frontallappen und das Kleinhirn entfernt und das Gewebe in 4 °C kaltem Karbogen-
begasten (5 % CO,, 95 % O,) kunstlichem Liquor (artificial cerebrospinal fluid, aCSF)
uberfuhrt. Am Vibratom (VT 1000S, Leica Instruments) wurden die akuten Schnitte wie
von Liebmann et al. (2009) beschrieben fir Feldpotentialmessungen (400 um) und
Patch-Clamp Messungen (350 um) gefertigt. Vor Beginn der Messungen aquilibrierten

die Schnitte mindestens 1 h in mit Karbogen begaster aCSF bei Raumtemperatur.

4.10.2 Messung von lokalen Feldpotentialen

Akute Hirnschnitte wurden in eine Interphase-Kammer transferiert, dort bei 35 °C von
Karbogen begaster aCSF mit 2 bis 3 ml/min umspult und vor der Messung fur mindes-

tens 1 h aquilibriert.

Im Hippokampus wurden bipolare Stimulationselektroden mit einem Spitzendurchmes-
ser von 100 ym (SNE-200, Science Produkts) unter einem binokularen Mikroskop
(SZH, Olympus) in die Fasern der Schaffer-Kollateralen platziert. Zur Analyse von Feld-
potentialen erfolgte die Registrierung der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale
mithilfe von Glasmikroelektroden (2 bis 5 MQ, aCSF gefullt) (Abbildung 7).
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Position 1

stratum pyramidale
stratum radiatum

Position 2

Abbildung 7: Stimulations- und Registrierungspositionen fir Feldpotentialmessungen. Die beiden korti-
kalen Positionen sind auf der rechten Seite gezeigt (Position 1 und Position 2 jeweils in Schicht Il/Ill).
Ableitelektroden im Hippokampus sind auf der linken Seite markiert. Die Lagen der Stimulationselektro-
den sind mit Blitzen angedeutet und befanden sich in der kortikalen Schicht VI bzw. in den Schaffer-
Kollateralen des Hippokampus.

Das Paired-Pulse-Stimulationsprotokoll ist die Anwendung zweier kurz aufeinander fol-
gender Stimuli. Es erlaubt die Messung der kortikalen Erregbarkeit durch die Messung
des suppressiven Effekts auf den zweiten Stimulus im Vergleich zum ersten. Die
Paired-Pulse-Rate ergibt sich aus dem Verhaltnis der Amplitude der Antwort auf die
zweite Stimulation zur Antwort auf die zweite. Kleine Paired-Pulse-Raten weisen auf

eine erhdhte Hemmung bzw. reduzierte Erregbarkeit, groRe Raten auf hohe Erregbar-
keit hin.

Zunachst wurde fir jede Messung in Kortex und Hippokampus durch sequenzielle Er-
héhung des Stimulationspulses (50 us) von 0 auf 100 V (Inter-Stimulus-Interwall, ISI =
30 s und 10 V) die halbmaximale Stimulationsstarke bestimmt (Abbildung 8 A, C). Aus
der ermittelten sigmoiden Messkurve konnte anhand der Input/Output-Kurve die halb-
maximale Anregungsintensitat abgeleitet werden. Diese Stimulationsintensitat wurde
anschlie®end zur Analyse nach dem Paired-Pulse-Paradigma angewendet (Abbildung 8
B, D). Folgende ISIs wurden gemessen: 6, 9, 15, 20, 30, 50, 80, 120, 180, 280, 430,
650 und 1000 ms. Die Ruhezeit zwischen den Messungen betrug jeweils 30 s.
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Abbildung 8: Beispiele fur Feldpotentialmessungen. (A) Ermittlung einer Input/Output-Kurve im Kortex
und (C) im Hippokampus. Uberlagerung der Stimuli von 0-100 mV mit einem Intervall von 10 mV (B)
Paired-Pulse-Paradigma (PP) im Kortex mit Depression (ISI 9 ms). (D) und Hippokampus mit Fazilitie-
rung (ISI 20 ms). Stimulationsartefakt

Die Paired-Pulse-Ratio wurde mit folgender Formel bestimmt:

0, — U, Amplitude 2

PPR = =
0, —U; Amplitudel

Die Datenerfassung und die Auswertung der Feldpotentiale erfolgte mit der Software

Signal 3 (Cambridge Electronic Design).

4.10.3 Patch-Clamp Messungen

Patch-Clamp Messungen der Membranpotentiale und lonenstrome an kortikalen und
hippokampalen Pyramidenzellen wurden in enger Zusammenarbeit mit Herrn L. Lieb-

mann durchgefuhrt.

Akute Hirnschnitte (vgl. 4.10.1) wurden permanent in der Messkammer mit begaster
aCSF bei einer Flussrate von 2 — 3 ml/min bei 32 °C umspdlt. Aus Borosilikatglas (au-
Rerer Durchmesser 1,5 mm, Science Products) wurden mit einem Mikropipettenpuller
(P-97, Sutter Instrument) Patch-Pipetten mit einer elektrischen Impedanz von 3 — 4 MQ
hergestellt. Die Messungen erfolgten unter visueller Kontrolle mit Differentialinterferenz-
kontrast mit einem Wasserimmersionsobjektiv (40x, BX51WI, Olympus). Nach leichtem
Ansaugen wurde bei Zellen im Hippokampus CA1 bzw. im Kortex Schicht II/1ll mit der
Typmorphologie von Pyramidenzellen die Verbindung zwischen Elektrode und Memb-
ran abgedichtet (seal, Widerstand > 1 MQ, cell attached patch) und anschlieRend auf-
gebrochen (whole cell Patch). Ausschlieldlich Zellen, deren Zugangswiderstand kleiner
als 15 MQ und deren Ruhemembranpotential negativer als -55 mV waren, flossen in die

Auswertung ein. Die Aufnahme der Signale erfolgte mit einer Abtastfrequenz von 20
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kHz (Digidata 1440, Molecular Devices), einem Patch-Clamp Verstarker (Multiclamp

700B, Molecular Devices) und einem 4 kHz Tiefpassfilter.

Spontane inhibitorische postsynaptischer Strome (sIPSCs) wurden bei einem Haltepo-
tential von -70 mV gemessen. Die Elektroden beinhalteten eine auf CsCl-basierende
intrazellulare Losung. Die Zugabe von 0,5 uM Tetrodotoxin (Tocris, TTX) zum Perfusat
blockte spannungsabhangige Natriumkanale. Zusammen ermoglichte dies die Isolation

von miniature-IPSCs (mIPSCs).

Samtliche Daten wurden mittels PC und der Software pClamp 10.2 bzw. Clampfit 10.2
(Axon Instruments) aufgenommen, gespeichert und ausgewertet. Die Auswertung er-
folgte offline. Der Grenzwert wurde auf 5 pA (Ersatzwert) gesetzt und Strome wurden
als Ereignis aufgefasst, sobald die Anstiegszeit schneller als die Abklingzeit war. Fol-
gende Parameter konnten so erfasst werden: Kapazitat, Widerstand, Frequenz, Halb-

wertszeit, Abklingzeit (1) und ,Peak“-Amplitude.

4.10.4 Aufnahme lokaler Feldpotentiale (LFPs) im Hippokampus
LFPs von KCC2™"x py_Cre* und PV-Cre” Mausen wurden von Herrn Prof. Dr. Dirk

Isbrandt und dessen Mitarbeitern im Zentrum fir Molekulare Neurobiologie, Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf, durchgefuhrt. EEGs wurden von der Skalpoberflache,

Elektrokortikogramme von der Dura und LFPs intrakraniell abgeleitet.

Erwachsene mannliche Mause wurden initial mit 1-1,5 % Isofluran in 100 % Sauerstoff
anasthesiert und die Kérpertemperatur fortan durch ein Warmekissen (WPI) auf 36 °C
reguliert. Die Fixierung erfolgte in einem Stereotakt (Kopf Instruments). Die Haut am
Scheitel wurde eingeschnitten, der Schadel zuganglich gemacht und zwei Locher mit
einem Durchmesser von 0,8 mm gebohrt. Als Bezugs- und Referenzelektrode diente
eine rostfreie Schraube Uber dem Kleinhirn (lambda -1,5 mm, lateral 1 mm). Diese
Schraube war mit dem Erdungskabel verbunden. Fir die Hippokampus-
Siliziumelektrode (,silicon probe®) befand sich das Bohrloch 2 mm hinter dem Bregma
und 1,6 mm rechts der Mittellinie. Diese Elektrode besal® 16 Aufnahmestellen im Ab-
stand von 100 um (Neuronexus Technologies, A1x16,5mm-100-177-A16) und wurde
senkrecht in den dorsalen Hippocampus entlang der CA1-Gyrus dentatus Achse einge-

setzt. Die Position der Siliziumsonde wurde im Anschluss Uberpruft (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kontrolle der Lage der Siliziumelektorden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dil in Neuro-
TraceTM fluoreszierenden Nissl-gefarbten (Invitrogen) koronalen Schnitten. Stratum lacunosum molecu-
lare (Im), radiatum (rad), pyramidale (pyr) und oriens (ori). Rechts: LFP-Beispielaufnahmen: Die Pfeile
indizieren Ripple-Oszillationen

Die Tiere erhielten nach der Operation intraperitoneal eine Anasthesie mit 1,1-1,4 mg
Urethan (10 % w/v) pro 1 g Kérpergewicht in 0,9 %iger NaCl-Lésung. Die Atemfrequenz
der Tiere wurde durch einen piezoelektrischen Sensor unter dem Brustkorb erfasst. Die
Datenerfassung startete bei stabilen Bedingungen etwa 15-30 Minuten nach Einflhren

der Sonde.

Die Signale wurden durch einen 1x Vorverstarker (Neuralynx Inc.) geleitet, gefiltert (0,5
bis 9000 Hz Bandpass), digitalisiert und als 16-Bit Zahlen mit einer Abtastrate von 32
kHz unter Verwendung eines digitalen Lynx Datenerfassungssystem (Neuralynx Inc.)

aufgenommen.

Die Datenanalyse und Visualisierung erfolgte mit Matlab (Mathworks) oder Neuroscope
(Hazan et al., 2006). Feldpotentiale wurden auf 1252 kHz heruntergerechnet; die
Stromquellendichten (CSDs) wurden mit der Spline-Methode berechnet (Pettersen et al.
2006).

Der Nachweis der Ripples erfolgte durch Filterung zwischen 100-250 Hz mit einem But-
terworthfilter 14ter Ordnung und anschlielfender Berechnung der momentanen Schwin-
gungsamplitude mithilfe der Absoluten aus der Hilbert-Transformation. Diese Absoluten
dienten bei manuell ausgewahlten Sequenzen zur Bestimmung der Mittelwerte und der
Standardabweichung. Als Ripple galten Ereignisse, deren Momentanamplitude die vier-
fache Standardabweichung Uberschritt. Anfang und Ende der Ripples wurden bei einer

Amplitude mit 1,75-facher Standardabweichung determiniert. Die Amplitude berechnete
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sich aus der durchschnittlichen Peak-zu-Peak-Differenz, die Frequenz aus den durch-
schnittlichen Abstanden zwischen den Peaks, die Ripple-Haufigkeit aus der Anzahl po-
sitiv bestimmter Peaks und der Aufnahmezeit im slow wave sleep-ahnlichem Zustand.

Nur bei eine Dauer von mehr als 25 ms galt ein Ripple als bestimmt.

Fir die Zuweisung der Kanale zu den einzelnen Zellschichten dienten folgende Para-
meter: die Pyramidenzellschicht durch die héchsten Ripple-Amplitude, das Stratum ra-
diatum durch die gréfite negative Abweichung in der CSD in den Ripples, das Stratum

lacunosum moleculare durch den grofdten Ruckstrom wahrend der Ripples.

Fir die Analyse der Amplituden wahrend des REM-ahnlichen Schlafes wurden Mul-
tispektrogramme mit Chronux berechnet (www.chronux.org, NFFT = 4096 Punkte,
Schiebefenster 2048 Punkte). Daraus konnte ein Diagramm erstellt werden, welches

den zeitlichen Verlauf der Amplituden frequenzabhangig aufzeigt.

Theta- und gamma-Amplitude berechneten sich durch Integration der Flache unter dem
theta-und gamma-Peak (4-8 Hz und 20-50 Hz.), die Spitzenfrequenzen durch die Ma-

xima in einem Powerspektrum nach Whitening (Mitra e Pesaran, 1999)

Die Phasenmodulation der gamma-Amplitude wurde durch die Kulback-Leibler Diver-
genz ermittelt (Tort et al 2010). Dazu wird die theta-Phase von gefilterten CSDs mittels
Hilbert-Transformation mit einem Butterworthfilter 3. Ordnung berechnet und in 18 Fa-
cher und 20 Stufen aufgeteilt. Aus der Absoluten der Hilbert-Transformation mit einem
Butterworthfilter 6. Ordnung von gefilterten CSDs ergab sich die mittlere momentane
gamma-Amplitude fur jedes Fach. Die Kullback-Leibler Divergenz wurde dann durch
den statistischen Abstand zwischen der erhaltenen gamma-Amplitudenverteilung Uber
die theta-Phase und einer einheitlichen unmodulierten Verteilung berechnet. Die Auftei-
lung dieser Abstande fuhrt zu einer logarithmischen Skalierung von 0 (keine Modulati-

on) bis 1 (maximale Modulation).

Die Asymmetrie von theta-Wellen wurde durch Teilen der Dauer des Anstiegs des the-
ta-Zyklus durch die Dauer des Abfallens errechnet, wobei die Signale eine Modulation
durch einen Butterworthfilter 3. Ordnung bei 1-50 Hz durchliefen. Ein Verhaltnis von 0,7

bedeutete, dass der aufsteigende Teil 70 % der Lange des absteigenden Teils aufwies.
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4.11 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von Microsoft Excel und GraphPad Prism.
Dabei wurden Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. Fir

statistische Analysen wurden folgende Tests verwendet:

students t-Test, ungepaart, zweiseitig: Immunoquantifizierung, Patch-Clamp Messun-
gen, EEG (mit Welchkorrektur)

2-Wege-Anova mit Bonferroni posthoc-test: Uberlebenskurve, Gewicht, Rotarod,

Paired-Pulse-Protokoll

Mantel-Cox-Test:Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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5 Ergebnisse
5.1 Funktionelle Charakterisierung von PV-spezifischen KCC2 KO Mausen

5.1.1 Immunhistochemischer Nachweis der PV°"® Spezifitat

Die Mauslinie B6;129P2-Pvalb™' ™A™ j exprimiert PV-abhangig die Cre-Rekombinase
(Hippenmeyer et al, 2005) (PV°*+, Abbildung 11 B). Zunachst wurde die zellspezifische
Expression der Cre-Rekombinase in PV-exprimierenden Zellen durch Verpaarung mit
den Reportermauslinien B6.129X1-Gt(ROSA) 26Sor™'EYFPICs;y oder B6.Cg-
Gt(ROSA)26Sor™!4CAGtdTomatolHze) ) iharpriift. Beide Mauslinien kdnnen ihr Reportergen
nur nach Cre-vermittelter Rekombination exprimieren. Hirnschnitte 11 Wochen alter Tie-
re wurde immunohistochemisch gegen PV und YFP gefarbt. tdTomato-Antikdrper waren
aufgrund der starken Eigenfluoreszenz von tdTomato nicht nétig. In beiden transgenen
Mauslinien konnte nahezu eine vollstandige Kolokalisation von PV und tdTomato bzw.
YFP in Kortex, Hippokampus und Zerebellum gezeigt werden (Abbildung 10). Der
Nachweis des entsprechenden Reportergens liel} auf eine hohe Rekombinationsrate

schlielRen.

A PV + tdTomato B PV + YFP
PV tdTomato + HOECHST PV YEP + HOECHST

Kortex
CA1 Schicht IV

Hippokampus

Zerebellum

Abbildung 10: Immunohistochemie an Hirnschnitten. (A) PV°™®* tdTomato"™" mit einem spezifischen
Antikérper gegen PV (grin) und Detektion von tdTomato (rot). In der Molekularschicht (mol) war tdTo-
mato u.a. in Korbzellen detektierbar. Wahrend Purkinjezellen (pur) ein starkes Expressionssignal erken-
nen lieRen, war in der Kérnerzellschicht (gran) nur eine diffuse Farbung zu sehen. (B) PV™®* YFP"™
zeigten hinsichtlich des Reportergens eine ahnliche Expression. Die Zellkerne (blau) wurden mit
HOECHST33258 gefarbt. In allen PV-positiven Neuronen war tdTomato bzw. YFP detektierbar und somit
die Cre-vermittelte Rekombination spezifisch. MalRstab 20 um.
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5.1.2 Generierung PV-spezifischer KCC2 KO Mause

Fir die Generierung von Mausen mit PV-KCC2-Knockout wurde zuvor eine gefloxte
Mauslinie, die in der Arbeitsgruppe Hubner generiert wurde, verwendet (Abbildung 11
A) (Seja et al.,, 2012). Diese Linie tragt ein KCC2-Allel bei dem die Exons 2-5 des
KCC2-Gens von loxP-Stellen flankiert werden.

Nach der Bestatigung der PV®-Aktivitat erfolgte die Generierung von M&usen mit
PVergem KO von KCC2 durch Verpaarung der zwei genannten Mauslinien. Die end-
standenen Genotypen werden folgend vereinfacht: homozygoter Knockout (KO) =
PVeerKCC2"¥mox  (gefloxter) Wildtyp (WT) = PV KCC2™"** ynd heterozygoter KO
(HET) = PV®®* KCC2"™* genannt. Eine KCC2-spezifische PCR resultierte in einem
Signal von 490 Bp bei konditionalem Allel, respektive 291 Bp beim Wildtypallel. Die Cre-
Rekombinase wurde mit Hilfe einer unabhangigen spezifischen PCR detektiert. Bei
Vorhandensein der Cre-Rekombinase konnte ein Signal bei 214 Bp detektiert werden.
Zusatzlich wurde im selben Ansatz das Gen des Glutamatrezeptor KA1 als interne Kon-
trolle bei 388 Bp amplifiziert (Abbildung 11 C).Die Cre-vermittelte Rekombination dele-
tiert den gefloxten Bereich (Seja et al., 2012).

loxP Slc12a5 Locus (~ 40 kb)
A L/n\ i KCCzﬂoxfﬂox
{} I —— B — -
Ex1 Eath
ATG STOP
Y/
B 77—
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 HExs H ** H
a b c
C [bp]
490- | NEE SN
291- -

385- (e D -

214 - | —— Bl

Abbildung 11: Strategie zum spezifischen KO von KCC2 in PV-exprimierenden Zellen. (A) Schemati-
sche Darstellung einer gefloxten KCC2 Mauslinie: loxP-Stellen flankieren Exon 2-4. (B) PV-abhangige
Expression der Cre-Rekombinase (nach Hippenmeyer et al., 2005): Die knock-in Maus kodierte nach
dem STOP-Codon in Exon 5 (Ex5) uUber eine IRES-Kassette fur die Cre-Rekombinase (schwarzer Bal-
ken, PV°®"); H - Hindlll-Schnittstelle fiir das Screening. (C) Genotypisierungs-PCR zur Bestimmung des
KCC2-Genotyps (oben: 490 Bp = gefloxt KCC2"™, 291 Bp = WT KCC2"*) und PV°"® (388 Bp = interne
Kontrolle KA1-Gen, 214 Bp = PV¥®+). (a) KO: KCC2"™* / pv°®*; (b) WT: KCC2"™* / PV*®: (c) hetero-
zygoter KO (HET): KCC2"* / PV*®*, Primerbindungsstellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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5.1.3 Allgemeine Beobachtungen bei PV°"®* KCC2" X ynd KCC2"¥* Mausen

Die Mause wurden unter Standardbedingungen gehalten (Tag/Nacht: 14 h / 10 h von
6:00 - 20:00 Uhr, relative Luftfeuchte = 55 % + 10 %, Temperatur = 21 °C + 2 °C, Luft-
wechsel 14/h). Ein Unterschied zwischen den Genotypen konnte erstmals im Alter von
funf Wochen festgestellt werden. Beim Anheben am Schwanz wahrend des Umsetzens
spreizten KOs ihre hinteren Extremitaten im Vergleich zum WT auffallig zur Seite bzw.
nach hinten ab (Abbildung 12 A, C). Bei heterozygotem Genotyp konnten ebenfalls
Fehlstellungen der Hinterlaufe festgestellt werden (Abbildung 12 B). Der Zeitpunkt des
erstmaligen Auftretens der Beinspreizung variierte hierbei. Im Alter von 14 Wochen

zeigten alle KOs eine Spreizung ihrer Hinterbeine.

Abbildung 12: Veranderte Haltung der hinteren Extremitaten. (A) WT-Mause strecken ihre Hinterldufe
nach unten (B) HET zur Seite und (C) KO nach hinten.

Zusatzlich unterschieden sich KOs noch in weiteren Eigenschaften von WT-Tieren. So
zeigten sie eine reduzierte Aktivitat, d.h. sie bewegten sich weniger und langsamer. Au-
Rerdem war eine progressive Verschlechterung des Gleichgewichtes bei der Fortbewe-
gung, was teilweise mit Zittern des ganzen Korpers einherging, erkennbar. Diese dul3er-
te sich zunachst in einem unsicheren ataktischen Gang und verschlimmerte sich bis
zum Umfallen in hdherem Alter (Anhang: Video 1 und 2 WT, Video 3 und 4 KO ). Die
Mause wirkten schwacher und teilweise angstlicher. Bei einem Teil der Mause wurden
epileptische Anfalle dokumentiert, welche vor allem in Stresssituationen auftraten (An-
hang: alle KO, Video 5: schwacher Anfall, Video 6: schwerer Anfall). Zudem konnte be-
obachten werden, dass Tiere nach einem Anfall deutlich desorientiert waren (Video 7:
Regeneration nach einem Anfall). Alle genannten Auffalligkeiten traten frihestens bei
funf Wochen alten Tieren auf. Jedoch blieben auch einige KO-Tiere bis zum Alter von

neun Wochen symptomlos.
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Abbildung 13: Immunofluoreszenz an Hirnschnitten von PV™® KCC2"™"* (WT) und PV*®* KCC2"x
(KO) mit spezischen Antikoérper gegen PV (grin) und KCC2 (rot) im Hippokampus (Region CA3),
Zerebellum und Kortex Schicht IV. Die Zellkerne (blau) wurden mit HOECHST33258 gefarbt. PV-positive
Neurone in der Pyramidenzellschicht des WT zeigten ein deutliches membranstéandiges KCC2-Signal,
das im KO nicht zu erkennen war. In den Membranen PVerger WT Neurone, zum Beispiel Purkinjezellen
(pur) oder Basketzellen in der Molekularschicht (mol), konnte ein charakteristisches KCC2 Signal
detektiert werden (Pfeil). Im KO war hingegen keine Markierung dieser Zellen fir KCC2 nachzuweisen.
Die deutliche Farbung von KCC2 in Somata von Kérnerzellen (gran) war sowohl im WT als auch im KO
zu erkennen. Plasmamembranen nicht PVerger Zellen waren ebenfalls erkennbar. PV-positive Neurone
im WT zeigten im Kortex ein deutliches KCC2 Signal in den Plasmamembranen, welches im KO nicht
detektierbar war. In PV-negativen Zellen im KO waren jedoch Signale erkennbar.Maf3stab 20 um. rechts:
Quantifizierung von PV-positiven Neuronen im motorischen Kortex bzw. somatomotorischen Kortex Are-
al1/2 hinsichtlich ihrer KCC2-Expression. (t-test, ungepaart, zweiseitig: p < 0,0001)
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FA-fixierte, 40 um dicke Hirnschnitte beider Genotypen wurden auf die Expression von
KCC2 und PV immunohistochemisch untersucht. In WT-Praparaten konnte in Hippo-
kampus, Zerebellum und Kortex eine Kolokalisation der beiden Proteine festgestellt
werden. Die meisten PV-exprimierende Zellen zeigten ein deutliches KCC2-Signal in
der Plasmamembran. Diese grenzte die positiv flir PV gefarbte Zelle klar von der Um-
gebung ab. Schnitte beider Genotypen wurden hinsichtlich der Kolokalisation von PV
und KCC2 quantifiziert. Hierzu wurden insgesamt 870 WT bzw. 673 KO PV-positive
Zellen im motorischen Kortex bzw. im somatomotorischen Kortex Areal 1/2 in die Ana-
lyse einbezogen. Es war deutlich zu erkennen, dass der Prozentsatz KCC2-
exprimierender Zellen im KO mit 18,1 + 1,3 % signifikant niedriger war als im WT mit
77,9 £ 1,5 % (Abbildung 13). Jedoch ist festzuhalten, dass weder alle PV-positiven Neu-
ronen im WT KCC2 exprimieren, noch dass KCC2 komplett in PV-positiven Zellen aus-

geschaltet wurde.

5.1.4 Verifizierung des zelltypspezifischen KO von KCC2

Um zu prufen, ob KCC2 in allen PV-positiven Zellen von KO-Mausen nicht mehr expri-
miert wird, erfolgte zusatzlich zur immunohistochemischen Analyse eine Expressions-
analyse auf mRNA-Ebene. Hierzu wurden insgesamt 412 WT bzw. 263s KO PV-

positive Zellen im im somatomotorischen Kortex analysiert.
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Abbildung 14: Doppel-in-Situ-Hybridisierung zur Detektion von PV- und KCC2 mRNA. In 20 ym sagitta-
len Gefrierschnitten (WT, KO, 16 Wochen) war eine Reduzierung von KCC2-exprimierenden PV-positiven
Zellen im KO detektierbar. (A) PV und (B) KCC2-RNA im somatosensorischem Kortex des KOs. Im Ge-
gensatz zum WT (nicht gezeigt) war bei weniger Zellen eine Kolokalisation beider RNAs (schwarze Pfei-
le) als im KO nachweisbar. Hier traten haufiger PV-positive Zellen ohne KCC2-Expression auf (weilde
Pfeile) finden. Mafstab 20 ym. (C) Quantifizierung PVerger Zellen hinsichtlich ihrer KCC2-mRNA Ex-
pression. n ist die Anzahl der Schnitte, in Klammern die Anzahl der Tiere die analysiert wurden (students
t-test, ungepaart, zweiseitig, p < 0,0001).

Die Mehrheit der PV-positiven Neurone im WT exprimierten auch KCC2-mRNA. Es
konnten KCC2-positive Zellen unabhangig vom Signal fur PV detektiert werden und
umgekehrt (Abbildung 14 A, B). Beim KO wurde eine geringere Kolokalisationsrate
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festgestellt. Die Quantifizierung PVerger und KCC2-exprimierender Zellen erfolgte im
somatomotorischen Kortex. Hierfur wurden pro Genotyp von einem Tier mehrere Kryo-
schnitte (WT n = 9, KO n = 6) analysiert. Die Ausmal} der Kolokalisation von PV und
KCC2 variierte dabei: Im WT 84,7 + 1,9 % zu 42,2 + 46 % im KO (p < 0,0001)
(Abbildung 14 C).

5.1.5 Analyse der Uberlebensrate bis Tag 250

Der allgemein schlechte Zustand nach Einsetzen der Symptome bei KO-Tieren spiegel-
te sich in einer erhdhten Mortalitat wieder. Fur die Analyse der Uberlebensrate wurden
45 WT-, 41 HET- und 66 KO-Mausen uber einen Zeitraum von 250 Tagen untersucht.
Beim WT konnte kein Todesfall dokumentiert werden, beim HET lediglich einer. Die
Uberlebenszeit der KOs variierte hingegen stark. Erste Mause starben bereits im Alten
von 42 d. Das alteste Tier erreichte ein Alter von 240 Tagen. Die durchschnittliche
Uberlebenszeit betrug fir KO-Tiere betrug 94 Tage (Abbildung 15 A). Der Unterschied
zwischen den Genotypen WT und KO war signifikant (p < 0,0001).
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Abbildung 15: (A) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve von KO (gepunktete Linie), HET (gestrichelt Linie) und
WT (durchgehende Linie) Tieren. KO-Mause zeigten eine stark erhéhte Mortalitat (p < 0,0001, Mantel-
Cox-Test) d.h. sie starben durchschnittlich im Alter von 94 d, wahrend der WT keine verfrihte Mortalitat
vorwies. Bei HET trat wahrend der Dauer der Beobachtungen von 0 bis 250 tagen lediglich ein Todesfall
im Alter von circa 26 Wochen auf. (B) Gewichtsentwicklung von KCC2 Mausen — WT (m), HET (©) und
KO (o). Die Entwicklung der Kérpermasse des KO zeigte im Vergleich zu WT und HET signifikante Diffe-
renzen (p < 0,0001, 2-Wege-ANOVA).

5.1.6 Gewichtsanalyse und ROTAROD-Motoriktest

Um die Veranderungen der Motorik zu charakterisieren, wurde eine Rotarod-Analyse
durchgefuhrt. Die Untersuchung erfolgte zu drei verschiedenen Zeitpunkten: Im Alter
von 5-7 (20 WT, 16 KO, 24 HET), 7 -9 (17 WT, 16 KO, 199 HET) und 9 - 14 (15 WT, 16
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KO, 19 HET) Wochen (Abbildung 16). Soweit mdglich, wurden die gleichen Tiere flr
jeden Zeitpunkt analysiert. KO (218,1 £ 21,5 s) sowie HET (219,3 £ 9,7 s) im Alter von
5-7 Wochen zeigten im Vergleich zum WT (262,6 + 7,3 s) eine verminderte Laufzeit (2-
Wege-ANOVA, Bonferroni posthoc-Test, p < 0,05). Die Laufzeit der KOs verschlechter-
te sich jedoch mit zunehmendem Alter (7-9 Wochen) auf 120,1 + 17,8 s und somit um
fast 50 % (p < 0,001), wobei die Laufzeit des WT (242,6 + 10,7 s) nahezu unverandert
war. Der Unterschied zwischen beiden Genotypen vergrofRerte sich bis zum spatesten
Zeitpunkt der Analyse um weitere 20 % (WT: 230,7 £ 11,2 s, KO: 61 £ 11 s, p < 0,001).
Die Differenz zwischen WT und HET (219,3 £ 9,7 s) war nur beim ersten Zeitpunkt der
Analyse zu beobachten. Bei spateren Messpunkten waren die Unterschiede nicht signi-
fikant (216,6 + 11,9 s; 206,7 £ 9,9 s; p > 0,05). Bei der Durchfuhrung der Test konnte
zudem beobachtet werden, dass KO-Mause sich weniger explorativ verhielten und
mehr Fehltritte als Mause der anderen Genotypen machten (Anhang: Video 8 und 9
WT, Vedo 10 und 11 KO, Video 12 HET).
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Abbildung 16: Rotarod-Motorik-Test zu drei verschiedenen Zeitpunkten (5 - 7, 7 - 9 und 9 - 14 Wochen).
Leichte Unterschiede zu Beginn, bei 5 - 7 Wochen, zwischen WT (schwarzer Balken) und KO/HET
(weild/gestreift). Bei der zweiten und dritten Messung sind signifikante Laufzeitverringerungen beim KO
nachweisbar (2-Wege-Anova, p < 0,001) wahrend sich die Differenz zu HET verringerte.

Ferner fiel auf, dass sich KO und WT in der Entwicklung ihres Kdérpergewichts unter-
schieden. Zur Quantifizierung wurden 21 WT, 22 HET und 19 KO Tiere im Alter von 5
bis 15 Wochen dreimal wochentlich gewogen. Das Gewicht wurde wochenweise gemit-
telt. Zwischen WT und HET und wahrend der ersten acht Wochen zwischen WT und
KO zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Im Alter von 9 Wochen traten erste
charakteristische Differenzen (p < 0,01) zwischen WT (20,7 £ 0,5 g) und KO (18,2 £ 0,8

g) auf. Mit zunehmendem Alter vergrol3erte sich dieser Unterschied. Wahrend WT und
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HET kontinuierlich an Gewicht zunahmen, stagnierte das Gewicht der KO-Tiere ab ei-
nem Alter von 8 Wochen. Am Ende der Messungen reduzierte sich das Gewicht von
KO-Tieren (Abbildung 15 B). Zum Beispiel wog der WT im Alter von 10 Wochen 21,1 £
0,6 g, spater im Alter von 15 Wochen 23,8 + 0,8 g. KO-Tiere verloren im selben Zeit-
raum fast ein Gramm (10 Wochen: 18,3 £ 0,9 g; 15 Wochen: 17,5+ 1,2 g; p < 0,001).

5.1.7 Messung lokaler Feldpotentiale nach dem Paired-Pulse Paradigma

Um mogliche Veranderungen des neuronalen Netzwerkes in Folge der gezielten Deleti-
on von KCC2 in PV-positiven Interneuronen funktionell zu charakterisieren, wurden aku-

te Hirnschnitte elektrophysiologisch analysiert.

Bei Messungen an der kortikalen Position 1 konnte eine verminderte Paired-Pulse-Rate
beim WT bei den ersten sechs ISl (6, 9, 15, 20, 30, 50 ms) festgestellt werden. Bei 9 ms
standen der Rate im WT von 0,61 £ 0,03 im KO 42 + 0,04 bzw. im HET 0,38 + 0,04 ge-
genuber (p < 0,001). Diese Differenz von circa 0,2 blieb auch bei den folgenden drei
Pulsabstanden bestehen (p < 0,001) (Abbildung 17). Die numerischen Ergebnisse aller

elektrophysiologischen Messungen sind im Anhang tabellarisch gelistet.

Die Daten fur Position 2 waren mit den Ergebnissen der kortikalen Position 1 vergleich-
bar. Auch hier zeigte sich in HET und KO eine Reduzierung der Paired-Pulse-Rate wah-
rend der ersten sechs ISIs (6 - 50 ms). Signifikant hingegen waren hier nur die Unter-
schiede zwischen WT und KO bei 15 ms, 20 ms und 30 ms. Paired-Pulse-Raten im
HET zeigten bei ISI bis 50 ms charakteristische Unterschiede (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Messung lokaler Feldpotentiale an akuten Hirnschnitten. N = Anzahl der gemessenen
Schnitte, in Klammern die Anzahl der Tiere, PPR = Paired-Pulse Ratio. Links: bei der Analyse der In-
put/Output-Kurven (links) war kein Unterschied zwischen WT (m), HET () und KO (o) feststellbar.
Rechts: HET und KO zeigten bei Messungen lokaler Feldpotentiale nach dem Paired-Pulse-Paradigma
im Kortex sowie im Hippokampus Stratum pyramidale bei den kurzen ISls signifikante Unterschiede zum
WT (2-Wege-ANOVA p < 0,0001). Die einzelnen Bonferroni posthoc-Tests sind den jeweiligen Werten
zugeordnet. Die Messwerte im Stratum radiatum legten keine Unterschiede offen.
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Auch im Hippokampus zeigten sich Differenzen zwischen den Genotypen. Im Stratum
pyramidale war ein deutlicher Unterschied des Kurvenverlaufs von HET und KO gegen-
uber dem WT erkennbar. Besonders wahrend der ersten ISI zeigte sich in HET und KO
eine reduzierte Paired-Pulse-Ratio. Wahrend die Ratio beim 6 ms Intervall bei 0,81 *
0,09 lag, betrug sie im KO nur 0,14 £ 0,02 (p < 0,001) bzw. 0,23 + 0,02 (p < 0,0001).
Auch bei den folgenden Intervallen konnten signifikante Unterschiede detektiert werden.
Im Gegensatz dazu konnte im Stratum radiatum keine Differenz der Paired-Pulse-Ratio
gemessen werden. Das Verhalten von KO, HET und WT war bei allen Zeitspannen na-
hezu identisch (Abbildung 17).

5.1.8 Patch-Clamp Aufnahmen kortikaler Pyramidenzellen

Im folgenden sollte das Verhalten einzelner Neurone in akuten 350 pm dicken
Hirnschnitten analysiert werden. Hierzu wurden IPSCs kortikaler Neurone aus Schicht
I/l und hippokampaler Pyramidenzellen aus der CA1-Region mittels Patch-Clamp

Technik im whole cell mode gemessen.

Bei Betrachtung der Amplituden der gemessenen Strome konnte zwischen WT und KO
kein Unterschied festgestellt werden. Hingegen traten signifikante Unterschiede in der
Frequenz der IPSCs auf. KO Pyramidenzellen zeigten hier eine hohere Frequenz
(Abbildung 18 B, D, E, H).

Durch TTX wurden netzwerkabhangige Aktionspotentiale blockiert. Hierbei blockiert das
Toxin die Pore spannungsabhangiger Natriumkanale und verhindert so deren Funktion.
Die gemessenen sIPSCs stellten nun spontan auftretende Strome dar, welche als
mIPSCs bezeichnet werden. Die Amplitude der Strome unterschieden sich hier jedoch
nicht (Abbildung 18 A, C, E, G).

Eine charakteristische Auffalligkeit zeigten KO Zellen. Wahrend der Messung konnten
hier immer wieder sIPSC Bursts festgestellt werden. Diese waren charakterisiert durch
ein initial hohes Signal mit mehreren folgenden Entladungen mittlerer Amplitude jedoch
héherer Frequenz. Diese Besonderheit trat ebenfalls bei Pyramidenzellen im Hippo-
kampus auf (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Patch-Clamp Messung spontaner inhibitorischer postsynaptischer Stréme (sIPSCs) und
mIPSCs in Pyramidenzellen in WT (schwarz e) und KO (weif3 o). In kortikalen pyramidalen Neuronen
sind Amplitude und die Verteilung der Amplitudenintensitdten annahernd gleich (A-D). Die erhdhte Fre-
quenz im WT bei sISPCs (E, G) konnte bei Messungen der mIPSC mit TTX nicht mehr detektiert werden.
Die Unterschiede im Kortex (students t-test. p = 0,007) und im Hippokampus waren signifikant (students
t-test. p = 0,07).
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Abbildung 19: Bei KO Pyramidenzellen in Hippokampus (A) und Kortex (B) traten unvermittelt Mehrfa-
chentladungen (Bursts) auf.

5.1.9 Analyse der hippokampalen LFP-Tiefenprofile

Nachdem Strome einzelner Neurone und lokale Feldpotentiale (LFPs) separater Hirn-
areale in vitro registriert wurden, erfolgte die Analyse lokaler Feldpotentiale in vivo. Von
Mausen beiden Genotyps konnten mithilfe implantierter Sonden gleichzeitig LFPs un-

terschiedlicher Regionen registriert werden.
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Abbildung 20: Rohdaten der LFP-Aufzeichnungen eines Arbeitskanals in der CA1-Pyramidenzellschicht
im Multispektrogramm. blaues Rechteck: slow wave sleep mit hochfrequenten Ripples, griines Rechteck:
gamma-Oszillationen wahrend REM-ahnlichen Schlafes, rotes Rechteck: theta-Oszillationen wahrend
REM-ahnlichem Schlaf.

Die Aufnahme der LPFs von WT und Knockout-Mausen erfolgte unter Urethannarkose,
in welcher die Tiere spontan zwischen einer Tiefschlaf-ahnlichen Phase (slow wave
sleep bzw. NREM-Schlaf) und einer REM-Schlafphase alternieren (Abbildung 20). Ver-
schiedene Aktivitaten und Prozesse werden mit verschiedenen LFP-Frequenzbandern
oder LFP-Wellen in Verbindung gebracht. So sind bestimmte Aktivitatsmuster in LFP-
theta-Wellen (4-8 Hz) fur den REM-Schlaf charakteristisch. Es wurden sieben WT, acht
HET und acht KO-Tiere analysiert, wobei fur die Auswertung der theta- und gamma-

Frequenzen jeweils ein Datensatz nicht auswertbar gewesen ist.
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LFP-Tiefenprofile wurden bei WT, HET und KO Mausen aufgenommen und eine Spekt-
ralanalyse durchgefiihrt (Abbildung 21 A, B). Signifikante Anderungen der Amplitude
und der Frequenz konnten bei Betrachtung des gamma-Frequenzbandes nicht nach-
gewiesen werden (Abbildung 22 A, B). Auch die Frequenz des theta-Frequenzbandes
blieb unverandert, wahrend die Amplitude und die Modulationsindizes zur gamma-
Frequenz lokal und genotypspezifisch bedingten verschiedenen Anderungen unterla-

gen.

Im theta-Frequenzband zeigten sich abhangig von der Region und vom Genotyp diver-
se Reaktionsmuster. Zum Beispiel lassen sich im Kortex (Cx1) und im Stratum oriens
(ori) signifikante Unterschiede in der theta-Amplitude in KO und HET im Vergleich zum
WT finden (Abbildung 21 C). An anderen Positionen (Cx2, Pyr, Rad-LM) ist der Unter-

schied nicht signifikant, zeigt jedoch einen Trend.

Auch bei der Modulation zwischen gamma- und theta-Rhythmus ist eine heterogene
Verteilung der Effekte festzustellen. Im Stratum pyramidale konnte beim KO und beim
HET eine signifikante Entkopplung der theta- von der gamma-Frequenz detektiert wer-
den. Ebenfalls in anderen Schichten waren Unterschiede detektierbar, die jedoch weit-
aus geringer ausfielen. Auffallig war hierbei, dass beim ,ori¢, ,rad“, ,rad-Im“, ,Im“ und
.m+1“ die Modulation beim KO reduziert, beim HET jedoch am geringsten war
(Abbildung 21 D).
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Abbildung 21: Analyse der theta-Oszillationen bei konditionalen KCC2-Knockout Mausen. (A) theta-
Rohdaten von WT (links, 6 Tiere), KO (mittig, 7 Tiere) und HET (rechts, 7 Tiere). (B) Spektralanalyse. (C)
Die theta-Amplitude und (D) der Modulationsindex zur gamma-Oszillation in den verschiedenen Hirnregi-
onen: Kortex Schicht IV/V (Cx), Hippokampus CA1 Stratum oriens (ori), pyramidale (pyr), radiatum (rad),
lacunosum moleculare (Im) von WT (blau), KO (rot) und HET (lila).
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Die Aufnahmen von WT, KO und HET wurden nach Ripples gescannt (Abbildung 23 A)
und deren Frequenz, Auftreten, Lange und Amplitude ausgewertet. Bei der Frequenz
und der Lange von Ripples konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen de-

tektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 22: Analyse der gamma-Oszillationen bei konditionalen KCC2-Knockout Mausen. Weder (A)
die Frequenz noch (B) die Amplitude des gamma-Rhythmus im Tiefenprofil zeigten signifikante Unter-
schiede

Ripples traten im WT alle 0,32 £ 0,05 Hz, im KO alle 0,27 + 0,03 Hz und im HET alle
0,42 £ 0,03 Hz auf (Abbildung 23 B). Kein Unterschied war zwischen WT und KO (p =

0,38) bzw. zwischen WT und HET (p = 0,08) zu detektieren, wahrend Ripples im HET
deutlich haufiger auftreten als im KO (p = 0,0018).
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Abbildung 23: Ripple-Analyse konditionalen KCC2- Knockout Mausen. (A) Rohdaten von WT (7 Tiere),
KO (8 Tiere) und HET (8 Tiere) in Kortex Schicht IV/V (Cx), Hippokampus CA1 Stratum oriens (ori), py-
ramidale (pyr), radiatum (rad), lacunosum moleculare (Im) und Gyrus dentatus (DG). (B) Haufigkeit und
(C) Amplitude der Ripples sowie (D) sharp wave (SW) GroRle

Auch bei die Ripple-Amplitude war in HET (0,23 £ 0,02 mV) signifikant hoher als beim
WT (0,17 £ 0,01 mV; p = 0,021) und beim KO (0,16 £ 0,02 mV; p = 0,0116) (Abbildung
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23 C). Hingegen stellte sich Ripples zwischen WT und KO als unverandert dar (p =
0,45). Keine Unterschiede bestanden zwischen den Genotypen bei der sharp wave
GroRke. Der KO wies mit 2,17 + 0,45 x 10* C leicht vergroRerte sharp waves gegeniiber
dem WT mit 1,6 + 0,28 x 10* C auf. Lediglich der Unterschied zwischen WT und HET
mit 2,46 + 0,42 x 10* C zeigt einen Trend, jedoch keinen signifikanten Unterschied (p =
0,1130) (Abbildung 23 D).

5.2 Herstellung des konditionalen ChR2 Mausmodells

5.2.1 Generierung einer ,,gefloxten“ ChR2-Mauslinie

Das im vorhergehenden Abschnitt beschriebene Mausmodell ermoglichte die Manipula-
tion eines Subtyps von Neuronen durch konstitutiven Knockout von KCC2. Das System
unterliegt jedoch dabei einigen Restriktionen. Zum einen erfolgt der Knockout in allen
PV-positiven Zellen. Diese sind untereinander verschieden und in samtlichen Hirnregio-
nen vertreten. Zum anderen ist der Zeitpunkt der Cre-vermittelten Deletion unkontrol-
lierbar und irreversibel. Winschenswert ware eine Mauslinie, in der Zellen (bzw. Subty-
pen) regional und temporar modifiziert werden kdnnen. Als mdgliche Strategie wurde

die transgene Expression von Channelrhodopsin-2 gewahlt.

Das Mausmodell fur eine konditionale Expression von ChR2 aus Chlamydomonas rein-
hardtii wurde durch homologe Rekombination eines modifizierten genomischen Frag-
ments des ROSA26-Locus (Friedrich und Soriano, 1991) in ES-Zellen generiert
(Smithies et al. 1985, Kuehn et al. 1987, Thomas und Capecchi 1987). Hierbei kam die
Cre-loxP Strategie zur Anwendung. Eine Fusions-cDNA von ChR2 und EYFP (YFP),
die fur ein Fusionsprotein (A) kodiert, wurde 3‘ mit einer loxP-Stellen flankierten STOP-
Kassette (gefloxt) kloniert. Diese bestand aus dem LacZ-Gen, einer Neomycinresistenz
(NEOR) und einer STOP-Sequenz. Der CMV-IE Enhancer als auch der B-Aktin-
Promotor aus Hihnchen gewahrleisten eine robuste ubiquitdre Expression. Die STOP-
Sequenz verhindert die Transkription der folgenden Gene. Der Nachweis des Trans-
gens vor Rekombination erfolgte Uber das B-Galaktosidase/LacZ-Gen mittels X-Gal-
Farbung. Bei der Cre-vermittelten Rekombination wird die circa 5000 Bp lange Sequenz
zwischen den beiden loxP-Stellen inklusive des Stopp-Signals deletiert. Unter dem Ein-
fluss des CMV-IE Enhancers und des Huhner 3-Aktin Promotors wird die ChR2-YFP
cDNA exprimiert. Zur Herstellung dieses Konstrukts wurde zunachst die ChR2-YFP
cDNA hinter die o0.g. Kassette kloniert.
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Abbildung 24: Strategie zur konditionalen Expression von ChR2-YFP. (A) Schematische Darstellung des
ROSA26-Locus (oben). Ein Konstrukt aus CMV-IE Enhancer, Huhner-B-Aktin Promotor, gefloxtem B-
Galaktosidasegen (LacZ), Neomycinresistenzkassette (NEOR) mit STOP-Sequenz und ChR2-YFP-cDNA
wurde Uber homologe Rekombination in das Genom von ES-Zellen integriert (Mitte). Durch Cre-
vermittelte Rekombination erfolgte die Deletion des gefloxten Abschnitts, was die Expression von ChR2-
YFP ermdglicht (unten). & = EcoRI, » = loxP-Stelle. (B) Southern Blot Analyse von ES-Zellklonen mit
einer 5 bindenden Sonde: WT 15,6 kb, konditionales Allel: 6 kb. (C) Genotypisierung von Mausen mittels
PCR und Agarosegelelektrophorese (1,5 %): Kl-Allel ChR2"*NEC pej 549 Bp (oben), WT-Allel ChR2 bei
293 Bp (unten). Resultierende Genotypen: heterozygot (ChR2"*NE9") und homozygot gefloxt (ChR2"*
NEOMoxNEQ) "WT (ChR2™). (D) Genotypisierungs-PCR nach Verpaarung mit Cre-Deleter-Mausen. Bande
nach Rekombination bei 382 Bp, Bande bei gefloxtem Gen bei 317 Bp. Resultierende Genotypen: hete-
rozygot (ChR2""*NE9) und mindestens auf einem Allel rekombiniert (ChR2** oder ChR2"") bzw. unre-
kombiniert (ChR2"*NE%oder ChR21*NECXNEO) “ 7 Bestimmung des Genotyps war eine zusatzliche
Genotypisierung erforderlich (siehe C)
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Alle relevanten DNA-Elemente wurden Uber die Xbal-Restriktionsstelle in das pRO-
SA26-1 Plasmid kloniert, welches 6000 Bp des ROSA26-Locus kodierte.

Da sich die Xbal Schnittstelle im ROSA26-Locus bei circa 1100 Bp 5 befand, entstan-
den zwei Homologiearme. Eine Diphtherietoxin-Fragment A (DTA)-Kassette zur negati-
ven Selektion wurde am Ende des 3' Arms positioniert (Abbildung 24 A). Das fertige
Konstrukt wurde zur Kontrolle der B-Galaktosidaseexpression in HEK293T-Zellen trans-
fiziert (Abbildung 24 D). Das Plasmid wurde Uber Ascl/ linearisiert und fur die ES-

Zellkultur mittels Phenol-Chloroform-Aufreinigung vorbereitet.

Zur Erzeugung genetisch modifizierter Mause wurden murine ES-Zellen durch Elektro-
poration mit dem Konstrukt transfiziert. Durch homologe Rekombination integrierte die
Vektor-DNA in das ES-Zellgenom. Nach Selektion wurden 284 Neomycin-resistente
Klone auf korrekte Rekombination mittels EcoRI-Verdau, Southern Blot und Screening
unter Zuhilfenahme einer 5" bindenden externen Sonde Uberprift. Bei 21 Klonen konnte
zusatzlich zur WT-Bande von 15,6 kb ein Signal von circa 6 kb detektiert werden
(Abbildung 24 B). Falsch positive Klone konnten uber eine (-Galaktosidase-Farbung
aussortiert werden, wobei mit dem Konstrukt transfizierte HEK293T-Zellen als Kontrolle
dienten (Abbildung 25 C, D). Ein Klon mit kraftiger Blaufarbung wurde fir die Blastozys-
teninjektion zur Erzeugung chimarer Mause verwendet, vier hieraus hervorgegangene
mannliche Chimaren wurden mit C57BL/6 Weibchen verpaart. Der Nachweis des ein-
gebrachten Konstrukts erfolgte nun mithilfe einer PCR mit DNA einer Schwanzbiopsie
(Abbildung 24 C).

5.2.2 Generierung und Charakterisierung einer ChR2-Mauslinie

Heterozygot gefloxte Nachkommen (ChR2"NE9") der Chiméaren wurden auf die Ex-
pression des LacZ-Gens mithilfe der LacZ-Farbung Uberprift (Abbildung 25 E) und
nach Bestitigung der Expression mit C57BL/6 Mausen (WT, ChR2") zuriickgekreuzt
sowie mit Cre-Deleter Mausen (Schwenk et al., 1995) verpaart. Cre-Deleter-Mause ex-
primieren ubiquitar und fortdauernd Cre-Rekombinase, welche den Bereich zwischen
gleichorientierten loxP-Stellen deletiert. In Cre-Rekombinase exprimierenden Zellen, die
das Transgen ChR2"™NEO trugen, wurde die 5 kb Sequenz der LacZ-NEOR-Kassette
aus dem Genom ,herausrekombiniert und somit ChR2-YFP exprimiert (Abbildung 25
A). Die Cre-vermittelte Rekombination konnte mittels PCR-Analyse (Abbildung 25 D)
und folgendem B-Galaktosidase-Assay Uberprift werden (Abbildung 25 F). Der Nach-
weis der ChR2-YFP-mRNA erfolgte auf zwei Wegen: Direkt Uber eine YFP-spezifische
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radioaktiv markierte Sonde und indirekt Uber reverse Transkription der mRNA in cDNA
und anschliel3ender PCR.

Abbildung 25: Klonierung eines konditionalen ChR2-Konstrukts zur Generierung von ChR2-Mausen. Die
Expression von ChR2 wurde durch Transfektion von HEK293T-Zellen mithilfe des (A) pCMV-ChR2-YFP
Expressionsplasmids Uberpriift. Ein spezifisches membranstandiges Signal war im Gegensatz zum (B)
ubiquitér exprimierten YFP nach Transfektion mit pPCMV-YFP detektierbar. Mal3stab 20 ym. (C) Kontrolle
des zur Transfektion von ES-Zellen genutzten pPROSA-ChR2-YFP. In transfizierten HEK293T-Zellen liel3
sich die B-Galaktosidase-Expression nachweisen. Mal3stab 500 pym (D) rekombinante murine ES-
Zellklone mit der 6 kb Bande beim Screening (Abbildung 24 B) exprimieren [3-Galaktosidase. Mal3stab
1000 pm. (E) LacZ-Expression im Hirn bei Nachkommen chimarer ROSAREMONES™ Mmayse. (F) Nach
Cre-vermittelter Rekombination durch Verpaarung mit Cre-Deleter Mausen konnte die charakteristische
X-Gal-Farbung im Hirn nicht mehr festgestellt werden. Maf3stab 2 mm

ChR2-YFP kodiert fur ein Fusionsprotein aus ChR2 und YFP. Wird YFP nachgewiesen,
ist eine Expression von ChR2 sehr wahrscheinlich. Untersucht wurde die mRNA aus
Mausen (ChR2"", ChR2NE9") ynd HEK293T-Zellen (WT, transfiziert: pCMV-ChR2-
YFP, pCMV-YFP). Das ins Genom integrierte YFP-Gen konnte per PCR nachgewiesen
werden (Abbildung 26 A). Durch spezifische Primer konnte per Raumtemperatur-PCR
die YFP-mRNA in ChR2*-Mausen und den beiden transfizierten HEK293T-Zelllinien
nachgewiesen werden. WT HEK293T-Zellen und ChR2"*NE9" Mause exprimierten hin-
gegen kein YFP. Das Ergebnis wurde Uber eine spezifische radioaktiv markierte Sonde
gegen ChR2 nach Northern Blot Analyse bestatigt (Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Expressmnsanalyse durch (A) YFP-spezifische PCR mit revers-transkribierter mRNA
(cDNA) aus Nieren von ChR2""- und ChR2"*™E°" Mausen, HEK293T Zellen mit dem Expressionsplas-
mid pCMV-ChR2-YFP bzw. pCMV-YFP transfiziert oder untransfiziert (WT, oben). Interne Kontrolle mit
GAPDH-spezifischen Primern SMltte) und Nachweis von YFP-DNA (unten). (B) Northern Blot mit YFP-
speZ|f|scher Sonde bei ChR2""Mausen, HEK293T (pCMV-ChR2-YFP, pCMV-YFP). Keine Signale der
ChR2"NE%" Maus und WT HEK293T. (C) Western Blot m|t Proteinlysaten aus HEK293T-Zellen (pCMV-
ChR2-YFP, pCMV-GFP) sowie aus der Niere einer ChR2""-Maus zeigten auf eine YFP/GFP-Antikorper
spezifische Signale. WT-HEK293T exprimierten kein GFP/YFP.

Um zu klaren, ob auch das Fusionsprotein exprimiert wird, erfolgte eine Western Blot
Analyse mit einem GFP/YFP-spezifischen Antikdrper. Als Kontrollen diente das Lysat
pCMV-GFP- und untransfizierten HEK293T-Zellen. WT-HEK293T-Zellen exprimierten
kein YFP. Ein Signal bei circa 27 kDa war in Zellen, die YFP und GFP exprimierten,
detektierbar. AuRerdem konnte in einem Nierenlysat einer ChR*-Maus bei 100 kDa
eine spezifische Bande nachgewiesen werden (Abbildung 26 C). Die Nieren wurden
hierbei nach Perfusion der Mause mit PBS entfernt, die Gehirne fur immunhistochemi-

sche Analysen genutzt. Keine der generierten Mauslinien zeigte offensichtliche Auffal-

ligkeiten.
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6 Diskussion

Die Diskussion ist in zwei Abschnitte untergliedert. Im ersten Abschnitt wird die funktio-
nelle Charakterisierung eines Mausmodells mit Parvalbumin (PV)-spezifischem Knock-
out des Kalium-Chlorid-Kotransporter KCC2 erortert. Der zweite Abschnitt setzt sich mit

der Generierung konditionaler Channelrhodopsin-2-Mause (ChR2) auseinander.

6.1 Deletion des K*/CI" Kotransporters KCC2 in PV-positiven Interneuronen

Méause mit konstitutivem KCC2-Knockout (KO, PVC®*KCC2™¥™%) sterben aufgrund ei-
nes respiratorischen Versagens sofort nach der Geburt (Hubner et al. 2001). Um die
Rolle von KCC2 in PV-positiven Interneuronen zu untersuchen, wurde eine Maus mit
einem gefloxten KCC2 Locus mit einer PV-spezifischen Cre-Linie (PV®®) verpaart. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Deletion von KCC2 in PV-positiven Inter-
neuronen erfolgreich war, sich sowohl auf der Ebene der einzelnen Zelle als auch auf
der Netzwerkebene auswirkt und einen schwerwiegenden Phanotyp beim Knockout
hervorruft. Pyramidenzellen, die von PV-positiven Interneuronen inhibiert werden, zei-
gen eine hohere Frequenz spontaner postsynaptischer inhibierender Strome. Ableitun-
gen nach dem Paired-Pulse-Protokoll an akuten Hirnschnitten im Kortex und im Hippo-
kampus deuten auf einen erhdhten GABAergen Tonus hin. /In vivo konnten veranderte
Oszillationen im theta-Frequenzband und bei Ripple-Oszillationen festgestellt werden.
Auf der makroskopischen Ebene zeigten die Mause motorische Stérungen, Zeichen

einer Epilepsie und verstarben bereits im Alter von ca. 100 Tagen.

Grundsatzlich kann die Deletion von KCC2 eine erhdhte intrazellulare Chloridkonzentra-
tion hervorrufen (Rivera et al. 2004, Lee et al. 2007). Die Folge ware ein veranderter
Gradient fur Chlorid, der zu einem abgeschwachten Ausstrom von Chlorid durch die
geodffneten GABAA-Rezeptorporen oder gar einer Umkehr des Chlorid-Stroms als GA-
BA-Antwort fuhren kann (Andersen et al. 1980, Bormann et al. 1987, Kaila et al. 1993,
Owens et al. 1996). Gezeigt wurden solche Depolarisationen in KCC2-defizienten hip-
pokampalen Pyramidenzellen und spinalen Motoneuronen (Rivera et al. 1999, Hubner
et al. 2001, Khirug et al. 2005, Khirug et al. 2008, Nardou et al. 2011, Stein et al. 2004,
Williams et al. 1999, Takayama und Inoue 2006). Die Deletion von KCC2 in PV-
positiven Interneuronen kdnnte hier durch eine veranderte GABA-Antwort disinhibierend
wirken und folglich zur erhdhten perisomatischen Inhibition von hippokampalen Pyrami-

denzellen beitragen.
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Einen Beleg daflir ergaben die Messungen der Frequenz der netzwerkabhangigen inhi-
bitorischen postsynaptischen Strome (IPSC) an akuten Hirnschnitten. Im KO war die
Frequenz um ~60 % im Kortex und um ~100 % im Hippokampus erhoht. Dies passt zur
Annahme einer vermehrten Ausschittung von GABA durch Disinhibition PV-positiver
Interneurone (Bragin et al. 1995, Jones und Buhl 1993, Woodruff und Sah 2007). Da
der Chlorid-Gradient in den Pyramidenzellen selbst nicht verandert sein sollte, war kei-
ne veranderte Amplitude zu erwarten. Die unterschiedlichen intrazellularen Chloridkon-
zentrationen in PV-positiven Interneuronen des homo- und heterozygoten KCC2
Knockouts sollten fortfiihrend durch eine direkte Messung gezeigt werden (Kuner und
Augustine 2000, Kyrozis und Reichling 1995).

Die Veranderungen auf Zellebene korrelieren mit den vorgenommenen Feldmessungen
an akuten Hirnschnitten. Die verstarkte GABAerge Inhibition durch Disinhibition PV-
positiver Interneuronen auferte sich in einer deutlichen Abnahme der Paired-Pulse-
Rate (PPR) beim KO und beim heterozygoten Knockout (HET, PV®*KCC2"*). Veran-
derungen der PPR, sowohl bei Paired-Pulse-Fazilitierung (PPR >1) als auch bei Paired-
Pulse-Depression (PPR<1), haben meist prasynaptische Ursachen, kénnen mitunter
auf postsynaptische Modifikationen von AMPA-Rezeptoren zurtickgefuhrt werden (Chen
et al. 1996, Gottschalk et al. 1998, Commins et al. 1998, Wang und Kelly 1997, Wang
und Kelly 2001). Aufgrund der Zellspezifitat des KCC2-Knockouts sollte die Ursache der
verminderten Paired-Pulse-Rate prasynaptischen Ursprungs sein (Real et al. 2003,
Davila et al. 2005, Fuchs et al. 2007). Nichtsdestotrotz kann eine Paired-Pulse-
Depression wie im Kortex aus einer Desensibilisierung der postsynaptischen Rezepto-
ren resultieren, die Folge einer vermehrten GABAerger Hemmung sein oder auch auf
eine verminderte Anzahl prasynaptischer Vesikel und/oder auf inaktivierte prasynapti-
sche Kalziumkanale zurtckzufuhren sein (Bellingham und Walmsley 1999, Xu et al.
2007, Zucker und Regehr 2002). Die Paired-Pulse-Fazilitierung wie bei den Messungen
im Hippokampus stratum pyramidale resultiert aus einer erhdhten prasynaptischen Kal-
ziumkonzentration, in deren Folge verstarkt Neurotransmitter-enthaltende synaptische
Vesikel freigesetzt und die Amplituden des zweiten postsynaptischen Potentials erhoht
werden (Del Castillo und Katz 1954, Fortune und Rose 2001, Zucker und Regehr 2002).
Die in beiden Fallen reduzierte PPR lasst auf einen starkeren GABAergen Tonus
schlieen, welcher hochstwahrscheinlich GABAa-Rezeptor-bedingte Antworten beein-
flusst, da die unveranderten Inter-Stimulus-Intervalle > 100 ms reprasentativ fur lang-

samere GABAg-Rezeptor-vermittelte Antworten sind (Kujirai et al. 1993, Newberry und
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Nicoll 1984, Otis und Trussell 1996, Ziemann et al. 1996, Solis und Nicoll 1992). Denk-
bar ist, dass diese hohere Konzentration von GABA durch eine gesteigerte Depolarisa-
tionsrate PVerger Interneuronen verursacht wird. Ein erstes indirektes Anzeichen daflr
ist die erhdhte sISPC-Frequenz der postsynaptischen PV°®*-KCC2""* pyramidenzel-
len. Die erhdhte extrazellulare GABA-Konzentration kdnnte zudem die vom Chloridgra-
dienten abhangige Wiederaufnahme von GABA aus dem synaptischen Spalt beeinflus-
sen (Wu et al. 2009, Razik et al. 2013, Scimemi 2014). Generell |asst die stark reduzier-
te PPR Rulckschlisse auf den grof3en Einfluss der PV-positiven Interneuronen in Kortex
und Hippokampus zu. Dass dieser Einfluss nicht noch gréfRer ausfallt, hat zwei Ursa-
chen. Zum einen ist bei der Interpretation der Daten zu berucksichtigen, dass PV-
positive Interneurone im Neokortex nur 40 % und im Hippokampus nur 25 % aller Inter-
neurone darstellen und alle anderen Interneurone in unserem Mausmodell unverandert
sind (Condé et al. 1994, Freund und Buzsaki 1996, Rudy et al. 2011). Zum anderen
waren, wie in anderen Arbeiten unter Verwendung der gleichen Cre-Linie, nur ca. 80 %
der PV-positiven Zellen vom Knockout betroffen (Hippenmeyer et al. 2005, Shao et al.
2002, Araki et al. 1997). Im CA1 stratum radiatum, wo keine PV-positiven Interneuronen
detektiert werden konnten, war auch die Paired-Pulse-Plastizitat sowohl in KO und HET
als auch im Wildtyp (WT, PV®*-KCC2**) minimal. Interneurone dieser Region sind
meist PV-negativ und werden durch Afferenzen aus dem Gyrus dentatus, dem en-
torhinalen Kortex sowie der CA3-Region stimuliert (Cope et al. 2002, Ascoli et al. 2009,
Freund und Antal 1988, Christie et al. 2000, Sun et al. 2005, Savi¢ et al. 2001, Gulyas
et al. 1998).

In dieser Studie wurde die schnelle GABAa-vermittelte Inhibition auf PV-positive Inter-
neurone durch zelltypspezifische Deletion von KCC2 moduliert. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die theta-Oszillationen in KO und HET sowie die Interaktion zwischen theta-
und gamma-Oszillationen in HET, jedoch nicht gamma-Oszillationen per se, abhangig

von dieser synaptischen Inhibition auf PV-positive Zellen sind.

PV-positive Zellen bieten eine gute Moglichkeit, neuronale Netzwerke zu untersuchen,
da sie unter anderem an der kortikalen Rhythmusgenerierung beteiligt sind und auch im
Hippokampus mit verschiedenen oszillationsabhangigen Synchronisationsstadien, wie
z.B. der theta-Rhythmus abhangigen Bewegung im Raum, dem paradoxen Schlaf und
Erinnerungsprozessen, in Verbindung gebracht werden (Buzsaki 2002, Fries et al.
2007, Sohal et al. 2009, Buzsaki et al. 2003). Zwar sind bei letzterem Herkunft sowie

die extra- und intrahippokampalen Generatoren gut untersucht, jedoch herrscht, wie bei
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kortikalen Ereignissen, grofdtenteils Unklarheit Gber die involvierten Rezeptoren, Zellty-
pen und Neurotransmitter (Kocsis et al. 1999, Montgomery et al. 2008, Cardin et al.
2009).

Die gezeigte Veranderung des theta-Rhythmus konnte zum Beispiel mesiale PV-
positiven Interneuronen moduliern und in der Pyramidenzellschicht zu IPSCs in theta-
Frequenz fuhren (Téth et al. 1997, Buzsaki 2002, Stewart und Fox 1990). Fir die Gene-
ration dieser hippokampalen theta-Oszillationen spielt das mediale Septum eine ent-
scheidende Rolle (Andersen et al. 1979, Buzsaki et al. 1983, Buzsaki 2002, Stewart und
Fox 1990). Von dort erhalt der Hippokampus cholinerge und GABAerge Afferenzen,
wobei die PV-positiven GABAergen ,long-range“ Projektionsneurone ausschlief3lich
hippokampale Interneurone wie PV-positive Korbzellen innervieren (Freund und Antal
1988). AulRerdem konnte die vorgenommene Modulation der PV-positiven Interneuro-
nen aufgrund GABAerger Efferenzen vom Hippokampus zum mesialen Septum verstar-
kend oder kompensierend fir die Generierung des theta-Rhythmus sein (Buzsaki 2002,
Manseau et al. 2008). Die gemessenen Anderungen bei KO und HET M&usen unter-
stitzen die Vermutung, dass sich eine Stérung der Inhibition der septo-hippokampalen

Projektionen gravierend auf den theta-Rhythmus auswirkt.

Neben diesem extern verursachten Rhythmus verfligen hippokampale Netzwerke Uber
intrinsische theta-Oszillationen, wobei sich die Untersuchung der bei der Generierung
des theta-Rhythmus beteiligten Neuronenklassen in agilen Lebewesen als schwierig
gestaltet (Traub et al. 1996, Gloveli et al. 2005b, Dugladze et al. 2007). So genieren
Interneuronen wie oriens lacunosum-moleculare (O-LM) und ggf. radiatum-lacunosum
moleculare (R-LM) Zellen vorzugsweise Aktionspotentiale im theta-Rhythmus
(Bourdeau et al. 2007, Chapman und Lacaille 1999, Tort et al. 2007, Gloveli et al.
2005a, Gloveli et al. 2005b). Da jedoch nicht alle Zellen des Zelltyps synchron feuern,
sind nicht alle innervierten Neuronenpopulationen im theta-Rhythmus aktiv. Dennoch
wurde mithilfe eines Computermodels gezeigt, dass O-LM Zellen bei Interaktion mit In-
terneuronen in der Lage sind, einen theta-Rhythmus zu generieren (Rotstein et al.
2005). Eine andere Simulation zeigte ein Aufldsen des gamma-Rhythmus, wenn inhibi-
torische Zellen starker stimuliert werden (Borgers et al. 2008). Aullerdem gehen die
gezeigten Ergebnisse mit denen anderer Studien an PV-positiven Interneuronen einher.
Sowohl die zellspezifische Deletion der y2-Untereiheit des GABAa-Rezeptors als auch
die des NMDA-Rezeptors resultierten in einer verminderten theta-Amplitude und einer

reduzierten theta-Frequenz-koordinierten neuronalen Aktivitat (Wulff et al. 2009,
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Korotkova et al. 2010). Die genaue Beteiligung PV-positiver Zellen am theta-Rhythmus

konnte durch gezielte Knockouts spezifiziert werden.

Im Gegensatz zum theta-Rhythmus waren gamma-Oszillationen in HET und KO nicht
signifikant verandert. Die hippokampalen gamma-Oszillationen entstehen aus der Inter-
aktion von Pyramidenzellen und Interneuronen, wobei ebenfalls gegenseitige Wechsel-
wirkungen zwischen PV-positiven Interneuronen ausschlaggebend sind (Engel et al.
2001, Bartos et al. 2002, Csicsvari et al. 2003). Dass diese gegenseitige Inhibition in
vivo fliir gamma-Oszillationen unwesentlich ist, kdnnte auf die Bedeutung der wiederhol-
ten Erregung und der Ruckkopplungshemmung hindeuten (Csicsvari et al. 2003). Die
Vermutungen kénnten durch Untersuchungen mittels Computersimulation gestitzt wer-
den und zeigen, ob das Ungleichgewicht zwischen Erregung und Hemmung im HET
z.B. durch feedback-Mechanismen im KO kompensiert ist. Zudem deutet die tendenziell
leicht erhdhte gamma-Frequenz des HET im Vergleich zu WT und KO darauf hin, dass
in PV-positiven Interneuronen verschiedener Hirnregionen das Auslosen von Aktionspo-

tentialen unterschiedlich beeinflusst wird (Alberts 2002).

Zwar war der gamma-Rhythmus nicht verandert, jedoch konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die GABAerge Inhibition auf PV-positive Interneurone fir die theta-
gamma-Kopplung notig ist. So konnten im HET Genotyp signifikante Abweichungen
detektiert werden. In allen Saugetieren wird der gamma-Rhythmus vom parallel laufen-
den theta-Rhythmus moduliert (Csicsvari et al. 2003, Bragin et al. 1995, Buzsaki et al.
2003, Canolty et al. 2006, Hentschke et al. 2007, Penttonen et al. 1998). Diese Kopp-
lung wird mit der Kodierung serieller Informationen und des Arbeitsgedachtnisses sowie
der Koordination verschiedener kortikaler Regionen in Verbindung gebracht (Canolty et
al. 2006, Jensen und Colgin 2007, Senior et al. 2008, Sirota et al. 2008, Tort et al. 2008,
Gloveli et al. 2005b). Empirische Studien stitzen diese Thesen flr eine hdhere Kopp-
lung wahrend kognitiver Aufgabenstellungen (Canolty et al. 2006, Tort et al. 2008). An-
zumerken ist, dass die gezeigte reduzierte Kopplung auf den Mangel an theta-Signalen
von externen Schrittmachern — wie z.B. septale GABAerge Zellen — auf die hippokam-
palen PV-positiven Interneuronen zurickzuflihren sein kann. Zusatzlich kdonnten die
reduzierten theta-Oszillationen von der Beeintrachtigung des gesamten Netzwerks im
medialen Septum herrihren. GABAerge Projektionsneurone sind hier ebenfalls PV-
positiv und erhalten umgekehrt Signale von septo-hippokampalen Projektionen. So
kommen intra- und extrahippokampale Faktoren in Frage, die die gezeigten in vivo Ver-

anderungen erklaren konnten.
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Neben theta- und gamma-Rhythmus wurde im HET eine Zunahme der hippokampalen
sharp-wave-Ripples, kurzlebige oszillatorische Ereignisse, welche synchronen Entla-
dungen von Neuronenpopulationen entsprechen und die Reaktivierung der vorher ge-
bildeten Zellverbande reflektieren, gemessen. Diese Ripples spielen eine wichtige Rolle
bei der Etablierung des Langzeitgedachtnisses im Neokortex (Buzsaki 2010, Buzsaki
und Silva 2012, Girardeau et al. 2009, Lorenz et al. 2012). Ein aktuelles Modell besagt,
dass der Ripple-Aktivitat ein selbststandiger vorubergehender Anstieg der Pyramiden-
zellenaktivitat in der CA3-Region vorangeht. Dieser verursacht eine ausgedehnte Depo-
larisation sowohl in Pyramidenzellen als auch in Interneuronen im CA1-Bereich und
fuhrt so zur Generierung von Netzwerk-Ripple-Oszillationen (Buzsaki und Silva 2012,
Traub und Bibbig 2000). Die verstarkt auftretenden Ripples kénnten im HET auf eine
reduzierte Hemmung der Interneuronen im CAS3- oder bereits im CA1-Bereich hinwei-
sen, da die grélkere Amplitude auf eine héhere Anzahl gleichzeitig feuernder Zellen zu-
ruckzufihren ist und somit eine starkere Synchronizitdt anzunehmen ist. Jedoch ist zu
bedenken, dass das gleichzeitige Feuern vieler PV-positiver Interneuronen durch die
parallele Ausschuttung von Kaliumionen ganze Neuronenverbande depolarisieren konn-
te und so den Ubergang zur stark synchroner Aktivitat férdert (Trombin et al. 2011). Des
Weiteren wird vermutet, dass schnelle hippokampale Oszillationen aus der dynami-
schen Interaktion zwischen grof3en Populationen von Pyramidenzellen und Interneuro-
nen hervorgehen (Traub et al. 1998, Csicsvari et al. 2000, Csicsvari et al. 2003,
Csicsvari et al. 1999a). Besonderes Augenmerk liegt dabei auf der exzitatorischen
Transmission von Pyramidenzellen auf Interneurone (Csicsvari et al. 1999b, Csicsvari
et al. 2000, Fuchs et al. 2007, Ylinen et al. 1995b). Diese ist im verwendeten Model
durch exzitatorisch wirkendes GABA zusatzlich verstarkt, wodurch die Generierung von
Ripple-Oszillationen beeinflusst wirde (Buzsaki und Draguhn 2004, Green und Arduini
1954, Freund und Buzsaki 1996). Vor allem Ripple-Oszillationen im CA1 zeigen die vo-
rubergehende synchrone Entladung von vorwiegend PV-positiven Interneuronen. Hier-
bei scheint eine lokale Ursache wahrscheinlicher als eine indirekte, externe Steuerung
aus dem CAZ3, da dort langsamere Oszillationen generiert werden. Zudem kann die Ent-
ladung der CA1-Interneurone phasisch durch die Entladung von CA1-Pyramidenzellen
und durch die Wechselwirkung mit anderen Interneuronen verursacht werden (Ylinen et
al. 1995c¢, Buzsaki et al. 1992, Klausberger et al. 2003, Csicsvari et al. 1999b, Csicsvari
et al. 2000, Stark et al. 2014). Die dadurch héhere Amplitude der hochfrequenten Entla-
dungen der Pyramidenzellen im HET konnte auf einer fehlerhaften Rekrutierung von

Interneuronen und somit eine unzureichende Ruckkopplungshemmung wahrend der
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Populationsaktivitat zurtckzufiihren sein. Z.B. stehen PV-positive Korbzellen im Ver-
dacht, essentiell fir die Generierung von gamma- und Ripple-Oszillationen zu sein
(Csicsvari et al. 1999a, Csicsvari et al. 2003, Fisahn et al. 1998, Traub et al. 1998,
Ylinen et al. 1995c). Abgesehen von madglichen Kompensationsmechanismen kdénnten
die Modifikationen der Ripples, nicht aber die Veranderungen der gamma-Oszillationen
auf der erregenden Transmission von Pyramidenzellen zu Interneuronen beruhen
(Csicsvari et al. 1998, Csicsvari et al. 2000). Dariiber hinaus sind Anderungen anderer
Determinanten der gamma- und Ripple-Oszillationen, wie gap junctions oder die pha-
senweise inhibitorische Kopplung zwischen Interneuronen mit dem Signalweg zwischen
Pyramidenzellen und schnell-feuernden Interneuronen, nicht auszuschliefen (Draguhn
et al. 1998, Draguhn et al. 2000, Wang und Buzsaki 1996). Jedoch zeigt sich die Syn-
chronisation der Neuronen wahrend der Ripples bei HET-Mausen wie bei der zelltyp-
spezifischen Deletion der GluR-A-Untereinheit des AMPA-Rezeptors in PV-positiven
Zellen verstarkt (Fuchs et al. 2007, Racz et al. 2009). Ursachlich ist neben PV-positiver
Zellen eine hohere Beteiligung unveranderter PV-negativer Neuronen vorstellbar. Ob-
wohl eine fehlerhafte Rekrutierung nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann, sind sie
aufgrund der Genablation im spatem Entwicklungsstadium unwahrscheinlich (Fuchs et
al. 2007).

Neben der hdheren Amplitude von Ripples konnte in HET Tieren auch deren haufigeres
Auftreten detektiert werden. Dies koénnte ein Indiz fir eine Anderung der Effizienz en-
torhinaler oder CA3-Eingangssignale darstellen (Traub et al. 1996, Csicsvari et al.
1999a, Isomura et al. 2006). Beispielsweise ware eine veranderte, durch kollektive Ent-
ladung der Pyramidenzellen im CA3 vermittelte Erregung von CA1 Neuronen wahrend
der Sharp Wave Ripples die Folge (Chrobak und Buzsaki 1994). Jedoch wurde disku-
tiert, dass die veranderte Hemmung in PV-positiven Zellen nicht auf die CA1-Region
begrenzt ist. Allerdings spielen die Veranderungen in der CA3-Region oder dem en-
torhinalen Kortex keine wesentliche Rolle fir den Phanotyp (Racz et al. 2009). Dies
wulrde wiederum bedeuten, dass die erhdhte IPSC-Frequenz in Pyramidenzellen mit der
erhohten Ripple-Aktivitat zusammenhangt. Fur die spatere Diskussion ist noch zu be-
rucksichtigen, dass schnelle Ripple-Oszillationen vermehrt zu Beginn einiger epilepti-
scher Ereignisse beobachtet werden kénnen (Bragin et al. 2002, Bragin et al. 2004,
Staba et al. 2002, Fisher et al. 1992). Um prazisere Daten zu erhalten, sollte hier die

Versuchstierzahl erhoht werden. Um die erheblichen Einfliisse der Narkose auf elektro-
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physiologische Prozesse auszuschliel3en, sollten sich frei bewegende Mause elektro-

physiologisch untersucht werden.

Neben den bisher diskutierten elektrophysiologischen Anderungen wiesen PV-
spezifische KCC2-Knockoutmause auch auf makroskopischer Ebene Anomalien auf,
welche mit spezifischen Netzwerken in Verbindung gebracht werden kdnnen. Anhand
dieser Anomalien koénnen RuUckschlusse auf moglicherweise betroffene Netzwerke
und/oder Oszillationen geschlossen werden. Als auffalligstes Merkmal entwickelten KO
Tiere eine Epilepsie, welche — spater diskutiert wird und - moglicherweise deren erhdhte
Mortalitat (mit-) bedingt (Chamma et al. 2012, Fuchs et al. 2007, Li et al. 2007). PV-
positive Interneuronen kommen in fast allen Regionen des Zentralen Nervensystems
vor und entsprechend vielfaltig kann die Auswirkung der KCC2-Deletion in diesen Zel-
len sein (Celio 1990, Markram et al. 2004, Rudy et al. 2011).

Auch wurde eine Gewichtsabnahme beobachtet. Diese kénnte zum Beispiel auf einen
veranderten GABAergen Tonus im Hypothalamus hinweisen, welcher eng mit Hunger
assoziiert ist (Cone et al., 2001, Wu et al. 2009). Die resultierende reduzierte Nahrungs-
aufnahme mit einhergehendem Gewichtsverlust der KO-Mause lie3e sich mittels meta-
bolischer Kafige erfassen. Mithilfe des GABA-Agonist Benzodiazipine kénnte dann wie-
derum der Effekt der KCC2-Modulation reduziert oder aufgehoben werden (Ferrannini
1988, Reddy und Kulkarni 1998). Jedoch sind auch hier motorische Probleme als Ursa-

che nicht auszuschliel3en.

Auf eine veranderte Physiologie der Motoneuronen weisen die veranderte Stellung der
Hinterlaufe der KO und HET Tiere und die schlechtere Leistung beim Rotarod-Test der
KO Mause hin (Boyce et al. 1999, Callahan et al. 1991, Gurney et al. 1996). Zunachst
konnte die Deletion von KCC2 die Aktivitat von Pyramidenzellen, welche in tiefergele-
gene Zentren wie Ruckenmark oder Stammhirn projizieren, beeinflussen (Gharbawie et
al. 2005). Dort lokalisieren wiederum Somata von Muskelzellen-innervierenden Mo-
toneuronen und diese werden direkt oder indirekt z.B. Uber spinale Interneuronen und
segmentale Afferenzen gesteuert (Alvarez et al. 2005, Brownstone und Bui 2010,
Gosgnach 2011, Goulding 2009, Kiehn 2006, Kandel 2013, Shepherd 2004). Des Wei-
teren kénnten die detektierten anomalen motorischen Symptome z.B. auf Kleinhirn- o-
der Ruckenmarksebene entstehen. Hier sind ganze Netzwerke PV-positiver Interneuro-
nen an der Koordination von Motoneuronen beteiligt und tragen so zur Fortbewegung

durch die rhythmische Steuerung synaptischer Aktivitat bei (Alvarez et al. 2005,
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Goulding 2009, Grillner 2003, Kernell 1999, Russo und Hounsgaard 1999). Die oben
erwahnten motorischen Zentren des Kortex und des Stammhirns kontrollieren die
Zentren der retikularen Formation, welche u.a. dazu beitragen, das Gleichgewicht wah-
rend komplexer Bewegungsablaufen zu behalten, wozu selbstverstandlich auch der
Vestibularapparat wesentlich beitragt (Purves und Williams 2001). Eine Beteiligung der
mit willkirlichen Bewegungen assoziierten Basalganglien am Phanotyp ist aufgrund der
lokal geringen Anzahl PV-positiver Zellen — 0,5 % aller GABAergen Interneurone — wohl
eher vernachlassigbar (Angelaki und Cullen 2008, Demémes et al. 1993, Kalanithi et al.
2005, Paulmann et al. 2008, Samii et al. 2004, Stocco et al. 2010, Walker 2007).

Pradestiniert flr eine veranderte koordinierte Bewegung sowie ein verandertes Erlernen
motorischer Fahigkeiten waren die PV-positiven Purkinje-Zellen im Zerebellum, die die
wesentliche Efferenz des Kleinhirns ausmachen (Gilbert und Thach 1977, Goodkin und
Thach 2003, Medina und Lisberger 2008, Thach 2014). Diese Zellen exprimieren stark
KCC2 (Seja et al. 2012). Zwar stellen PV-positive Purkinjezellen das alleinige Output-
System des zerebellaren Kortex dar und projizieren in tiefer gelegene zerebellare Ker-
ne, jedoch zeigt der purkinjezellspezifische KCC2-Knockout allein keine offensichtlichen
motorischen Symptome (Gauck und Jaeger 2000, Ito 2006, Seja et al. 2012). Daher
kénnten die drei Purkinjezellen-innervierenden Arten GABAerger PV-positiver Interneu-
rone entscheidend fur den Phanotyp im KO sein (Meyer et al. 2002, Shepherd 2004).
Zu beachten ist, dass der Knockout von KCC2 in Purkinjezellen Beeintrachtigungen bei
der kurzfristigen Adaptation und der Konsolidierung des Gelernten verursacht (Seja et
al. 2012). Anhnliche Lernstérungen zeigen Mause, deren PV-positive Interneurone die
GABAerge Inhibition durch Knockout der y2-Untereinheit des GABAa-Rezeptors verlo-
ren (Leppa et al. 2011). Die beobachteten motorischen Defizite sind daher vermutlich
zum Teil auf ein beeintrachtigtes Zerebellum zurtckzufihren. Aulderdem wurde beim
Knockout der y2-Untereinheit des GABAa-Rezeptors ein reduziertes Schmerzempfinden
durch eine Beeintrachtigung sensorischer Neurone festgestellt (Leppa et al. 2011). Ein
ahnlicher Test zum nozizeptiven Verhalten kdnnte zeigen, ob eher zentrale oder spinale

Signalwege gestort sind (Caggiula et al. 1995).

Zusammengenommen konnen einzelne Zentren oder eine Kombination aus Stérungen
verschiedener Regionen, die fur Gleichgewicht und Motorik zustandig sind, die beo-
bachteten Auffalligkeiten beim Laufen aber auch bei der Nahrungsaufnahme verursa-
chen.
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Die beigelegten Videodaten sowie Meldungen der Tierpfleger belegen, dass KCC2 KO-
Mause epileptische Anfalle erleiden. Diese Anfalle sind durch eine Versteifung des Kor-
pers und dem rhythmischen Krampfen der GliedmalRen gekennzeichnet. Charakteris-
tisch sind diese Anzeichen flr tonisch/klonische Anfalle, welche den primar generalisier-
ten Anfallen zugeordnet werden. Generell liegt diesen Anfallen ein Ungleichgewicht
zwischen Erregung und Hemmung von Neuronen im Hirn zugrunde. Diese Stérung wird
durch fehlerhafte spannungsabhangige und synaptische Prozesse hervorgerufen und
resultiert in einer unkontrollierten simultanen rhythmischen Erregung von Neuronen
(Koéhling 2008). Wie schon bei der Diskussion der motorischen Defizite des KO, kom-
men als Ausldser epileptischer Anfalle auch verschiedene morphologische Veranderun-
gen und verschiedene neuronale Netzwerke in Betracht. Im Kortex, wo fast 50 % aller
GABAerger Interneuronen PV-positiv sind, sowie im Hippokampus wirken Veranderun-
gen der Erregbarkeit epileptogen (Wonders und Anderson 2006, Kubota et al. 1994, Tai
et al. 2014, Schwaller et al. 2004). Zum Beispiel hat die veranderte Erregbarkeit von
Pyramidenzellen der Schicht V Einfluss auf deren Kommunikation untereinander bzw.
zu Neuronen in anderen Schichten und kann zur Epileptogenese beitragen (Silberberg
und Markram 2007, Berger et al. 2009, Murayama et al. 2009).

Prinzipiell ist im KO von Stérungen der GABAergen Transmission, welche in kausalem
Zusammenhang mit Epilepsie gebracht werden, auszugehen (Ben-Ari 1979, Traub und
Wong 1982, During et al. 1995, Avoli und de Curtis 2011). Beispielsweise zeigen KCC2-
defiziente murine embryonale Hippokampi Ahnlichkeiten zu humanem epileptischen
Gewebe: haufigeres Auftreten, erhdhte Frequenz, héhere Amplituden und langeres An-
dauern spontaner Netzwerkaktivitat (Khalilov et al. 2011, Khalilov et al. 2003, Cohen et
al. 2002, Nardou et al. 2011, Wittner et al. 2009). Fehlt KCC2 in PV-positiven Zellen ist
deren Chloridkonzentration mutmaRlich hoher und infolgedessen die inhibitorische Wir-
kung von GABA gestort (Zhu et al. 2008). Neben der Bedeutung fir die Chlorid-
Homoostase greift KCC2 auch morphologisch in die Erregbarkeit verschiedener Netz-
werke ein (Viitanen et al. 2010, Smirnov et al. 1999, Kaila et al. 2014a, Kaila et al.
2014b). So wurde im Zusammenhang mit chronischer Epilepsie gezeigt, dass nach ei-
nen Anfall ein hohes KCC2-Niveau fiur die AMPA-Rezeptoredichte und die Neuordnung
von Dendriten nétig ist (Mathern et al. 1997, Mathern et al. 1998, Swann et al. 2000,
Isokawa 2000, Gauvain et al. 2011, Fiumelli et al. 2013). Im Umkehrschluss konnte die
Morphologie der Synapsen PV-positiver Interneuronen im KO und HET beeintrachtigt

sein und die Epileptogenese fordern. Dass eine Beeintrachtigung der GABAergen Inhi-
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bition durch den Verlust bestimmter Interneuronen epileptogen wirken kann, wurde
morphologisch und physiologisch an epileptischem Gewebe gezeigt (Babb et al. 1989,
Colder et al. 1996, Sloviter 1987, Wittner et al. 2001, Cossart et al. 2001, Mody et al.
1995, Wilson et al. 1998). So liegt die Vermutung nahe, dass die Interneuronen selbst
beim Ausldsen epileptischer Anfalle eine wichtige Rolle spielen (Gnatkovsky et al. 2008,
De Curtis und Gnatkovsky 2009). Zunachst bleibt die KCC2-gesteuerte Migration der
Interneuronen bei KO und HET in frihen Entwicklungsstadien unbeeinflusst, da die De-
letion von KCC2 PV-spezifisch und daher erst spater stattfindet. (Bortone und Polleux
2009). Spater konnte bei beiden die Ausbildung und die Beweglichkeit von Spines re-
duziert sein, was wiederum die Dichte funktionaler glutamaterger Synapsen verringert
(Gauvain et al. 2011, Li et al. 2007, Llano et al. 2015). Aufgrund der bestehenden Da-
tenlage scheinen dabei AMPA-Rezeptoren starker beeinflusst zu sein, da groere Ahn-
lichkeiten zum PV-spezifischen Knockout des AMPA-Rezeptors als zum Knockout des
NMDA-Rezeptors vorliegen (Korotkova et al. 2010, Racz et al. 2009). Folglich ware ein
Kompensationsmechanismus denkbar: die verringerte glutamaterge Stimulierbarkeit
von PV-positiven Interneuronen gleicht die zusatzliche Stimulierbarkeit durch GABA
aus. In diesem Szenario ware eine einem epileptischen Anfall ahnliche neuronale Aktivi-
tat denkbar, bei der eine erhdhte extrazellulare Kaliumionenkonzentration zur Depolari-
sation umgebender Neurone und ggf. zu einer epileptischen Entladung fuhrt (Bliss und
Gardner-Medwin 1973, Bleck und Klawans 1990). Besonders betroffen waren hier Re-
gionen mit hoher Dichte und Vernetzung PV-positiver Interneuronen. Nichtsdestotrotz
konnen andere epileptogene Fehlbildungen bei der Weiterentwicklung der Hirne beim
KO nicht ausgeschlossen werden, welche die Altersabhangigkeit der Anfalle mitbe-
stimmen (Cockerell 1996, Hitiris et al. 2007, Tomson 2000). Einen weiteren Ansatz-
punkt betrifft die Regeneration/Reorganisation nach epileptischen Anfallen. Normaler-
weise erhodht sich nach einem Krampfanfall die KCC2 Expression und Zahl KCC2-
positiver Interneurone (Karlocai et al. 2016). Vor allem in KO Tieren ware diese Rege-
neration gestort und kénnte flr den folgenden Krankheitsverlauf pragend sein. Unter
anderem hatte dies Auswirkungen auf die Bildung synaptischer Dornfortsatze und letzt-

lich auf die verklrzte Lebenszeit des KO Tieres.

Neben den morphologischen Auswirkungen, konnte elektrophysiologisch die Deletion
von KCC2 eine GABAerge Disinhibition der PV-positiven Zellen hervorrufen. GABA hat-
te lokal begrenzt eine erregende Wirkung; mehr GABA wirde freigesetzt werden und
konnte letztlich epileptogen wirken (Kéhling 2007, Kéhling 2008, Li et al. 2011, Tan et
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al. 2011). Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten wird eine GABA-
bedingte gesteigerte Synchronisierung des hippokampalen Netzwerkes als Ausloser
vermutet (Khazipov und Holmes 2003, Kohling et al. 1998). Vor allem eine erhdhte Er-
regbarkeit und Aktivitat von Pyramidenzellen und ahnlich einer gestorten Repolarisation
wirken besonders epileptogen (Khalilov et al. 2011, Treiman 2001, Saito et al. 2009).
Von einer hoheren Erregbarkeit von Pyramidenzellen ist primar nicht auszugehen. Je-
doch wurde auch eine Dysfunktion in der den Pyramidenzellen vorgeschalteten PV-
positiven Interneuronen, sowohl durch deren Inhibition als auch Disinhibition wie im KO,
mit der Pathogenese von Epilepsie und Ataxie in Zusammenhang gebracht (Délen et al.
2007, Ogiwara et al. 2007, Rossignol 2011, Rossignol et al. 2013, Verret et al. 2012,
Wonders und Anderson 2006).

Aufgrund der Verknupfung von epileptischen Ereignissen mit Oszillationen rickt das
hippokampale Netzwerk, vor allem die im Tierversuch gemessenen veranderten theta-
Oszillationen, in den Fokus der Diskussion. (Green und Arduini 1954, Buzsaki und
Draguhn 2004). Neben intrahippokampalen Netzwerken sind Afferenzen aus septohip-
pokampalen sowie dem entorhinalen Kortex an der Rhythmusgestaltung und der Orga-
nisation des theta-Rhythmus beteiligt (Vinogradova 1995, Freund und Antal 1988,
Buzsaki 2002, Bland et al. 1999, Vertes und Kocsis 1997, Misgeld und Frotscher 1986,
Gulyas et al. 1990). Entscheidend dabei sind PV-positive Interneuronen, welche als
Schrittmacher fungieren konnen und dabei nur ~30 % aller hippokampalen GABAergen
Interneuronen ausmachen (Bezaire und Soltesz 2013, Katsumaru et al. 1988, Kosaka
et al. 1987, Varga et al. 2008, Hangya et al. 2009). Hierauf deuten die Abweichungen
der Theta-Amplitude — vor allem beim heterozygoten Knockout zu sehen — hin, welche
auch bei vielen Epilepsie-Tiermodellen verandert ist (u.a. Butuzova und Kitchigina 2008,
Malkov und Popova 2011, Mal'kov et al. 2008, Colom 2006, Lerma et al. 1984). Bemer-
kenswert ist, dass nur in einem Pilokarpin-Modell flr Temporallappen-Epilepsie die Fre-
quenz wahrend der Anasthesie ahnlich wie im KO und HET reduziert war (Colom et al.
2005, Kitchigina und Butuzova 2009, Marcelin et al. 2009, Kitchigina et al. 2013). Die
Herkunft der Anfalle lIasst sich darlber aber nicht definieren, da die epileptischen Herde
in unterschiedlichen Hirnregionen auftraten (Bartolomei et al. 2006). Jede der bei der
Rhythmusgestaltung beteiligten Region kénnte durch den PV-KCC2-Knockout epilepto-
gene Herde bergen. So obliegt die Generierung hippokampaler Oszillationen stark dem
Einfluss des PV-positiven retikularen Thalamus. Jedoch sind vor allem die GABAergen

Efferenzen in andere thalamische Regionen bei Unregelmalligkeiten von theta-
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Oszillationen als epileptogen beschrieben worden (Carlén et al. 2012, Fuchs et al.
2007, Jones 1975, Meyer et al. 2002, Steriade 2005, Kitchigina et al. 2013).

Die im verwendeten Tiermodell nachgewiesenen veranderten theta-Oszillationen kénn-
ten in sich frei bewegenden Tieren zu anormalen Lernprozessen bzw. zu Problemen bei
der Gedachtnisbildung fuhren. Entsprechende Verhaltensexperimente kdnnten hier eine
genauere Untersuchung ermoglichen (Burgess und Gruzelier 1997). Zu bedenken ist
wiederum, dass wahrend der Narkose eine verringerte elektrophysiologische Aktivitat
vorliegt (Brazhnik und Fox 1999, Vinogradova 1995, Yoder und Pang 2005). Durch die
Untersuchung sich bewegender und explorierender Tiere konnten mogliche Kompensa-

tionsmechanismen, die durch die Anasthesie maskiert sind, ausgeschlossen werden.

Hippokampale Interneuronen wirken auch an der Generierung der gamma-Oszillationen
mit (Freund und Buzsaki 1996, Csicsvari et al. 2003). Im untersuchten Tiermodell waren
die gamma-Oszillationen jedoch unverandert. Dass ungewohnliche gamma-Frequenzen
in Epilepsietiermodellen auftreten kdnnen, wurde in einigen Studien belegt (Bragin et al.
2002, Bragin et al. 2004, Staba et al. 2002, Csicsvari et al. 2003, Fisher et al. 1992). Ob
der gamma-Rhythmus nun im PV-KCC2-Tiermodel signifikant beeinflusst wird, kdnnte
durch eine Analyse induzierter Anfalle an nicht-narkotisierten Tieren gezeigt werden.
Gleichzeitig konnte dieser Ansatz Aufschluss uber betroffene Netzwerke geben
(Kandratavicius et al. 2014).

Zu beachten ist, dass schnell-feuernde PV-positive Interneuronen eine effiziente Kom-
munikation zwischen neuronalen Netzwerken ermoglichen (Cardin et al. 2009, Sohal et
al. 2009, Bartos et al. 2007). So organisiert der theta-Rhythmus direkt die gamma-
Frequenzdynamiken von ganzen neuronalen Zellpopulationen, sodass im Computer-
modell gamma-Oszillationen durch eine verstarkte Erregbarkeit inhibierender Zellen,
wie im untersuchten Tiermodell, zunehmen (Bragin et al. 1995, Csicsvari et al. 2003,
Montgomery et al. 2008, Colgin et al. 2009, Boérgers et al. 2008). Vor allem im HET ist
eine solche Tendenz zu erkennen. Allerdings konnten die Pyramidenzellen ahnlich stark
gehemmt werden wie andere Interneuronen und die Modulation hier kompensieren. Im
Untersuchten Tiermodell war die reduzierte gamma-theta-Modulation im stratum pyra-
midale bei HET besonders auffallig. Diese gesteigerte Modulation unterstutzt die Ver-
mutung, dass die Starke der theta-Synchronisation fir die gamma-Modulation von
Korbzellen verantwortlich ist (Gloveli et al. 2005). Da die gestorte theta-gamma-

Koordination im Hippokampus zu Veranderungen der hippokampalen Informationsver-
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arbeitung zu fihren scheint und Einfluss auf Kurzzeit- und Arbeitsgedachtnis hat, kdnn-
ten geeignete Verhaltenstests spezifische Modifikationen aufdecken (Lisman und Idiart
1995, Jensen und Lisman 2005, Lisman und Buzsaki 2008, Morris 1984). Um zusatzli-
che Informationen Uber die modulierten Netzwerke, Oszillationen sowie die damit ver-
bundenen kognitiven Fahigkeiten zu erhalten, kommen die Messung der Wahrnehmung
bzw. Wiedererkennung neuer Objekte, ,open Field®, T-Labyrinth und Y-Labyrinth sowie
das Morris-Wasserlabyrinth und die Angstkonditionierung in Betracht (Akwa et al. 2001,
Alarcon et al. 2004, Dellu et al. 2000, Florian und Roullet 2004, Lister 1987, Rampon et
al. 2000, Rawlins und Olton 1982, Morris 1984, Ennaceur und Delacour 1988, Phillips
und LeDoux 1992).

6.2 Die murine Expression von Channelrhodopsin-2

Die Integration des konditionalen ChR2 Transgens in den ROSA26-locus durch homo-
loge Rekombination konnte durch Southern Blot bestatigt werden. Konditionale ChR2-
Mause wurden anschliel3end mit einer Cre-Deleter-Mauslinie verpaart, um so die Stopp-
Kassette zu deletieren und damit die Expression von ChR2 zu aktivieren. ChR2 Tran-
skripte waren Uber Northern Blot Analysen nachweisbar. Auch das Protein konnte im
Western Blot in Lysaten detektiert werden. Demnach ist das Konstrukt grundsatzlich
korrekt integriert. Jedoch konnte ChR2-YFP weder Uber Fluoreszenzmikroskopie, indi-

rekte Immunohistochemie oder elektrophysiologisch nachgewiesen werden.

Es sind verschiedene ChR2-Varaianten verflgbar, die schnellere oder verlangerte Ver-
weilzeiten im gedffneten Status, ein verandertes Absorptionsspektrum, eine verminderte
Desensibilisierung, eine erhdhte Expression oder erhdhte Photostrome aufweisen
(Berndt et al. 2009, Wen et al. 2010, Gunaydin et al. 2010). Die in dieser Arbeit verwen-
dete ChR2 Variante H134R ist fur eine hdhere Expression in Saugerzellen Codon-
optimiert und wurde bereits erfolgreich in zahlreichen Studien verwendet (Berndt et al.
2009, Deisseroth und National Institutes of Health (U.S.) 2012, Xiong und Jin 2012,
Zhang et al. 2006). Offenbar ist jedoch die H134R-Varianten zelltoxisch (Miyashita et al.
2013a, b). Axonale Missbildungen treten infolge der in utero Elektroporation eines
H134R-ChR2-Plasmids auf, nicht jedoch nach viraler Infektion (Nagel et al. 2003,
Zhang et al. 2006, Huber et al. 2008, Miyashita et al. 2013a, 2013b). Durch Integration
von ChR2 ins Wirtsgenom bieten die Pronukleusinjektion und die angewendete Blasto-
zysteninjektion eine persistente Expression (Wang et al. 2007, Wang und Zylka 2009,
Zhao et al. 2011). Durch die bestehenden Erfahrungen mit H134R ChR2 und der Integ-



Diskussion 81

rationsart sind beide wohl nicht ursachlich fur die zu geringe Expression des verwende-

ten Konstrukts.

Eine andere Ursache konnte der verwendete CAG Enhancer | CMV immediate early
Promotor sein. In murinen ES-Zellen besitzt dieser Promotor nur ein Viertel der RO-
SA26-Promotor-Expressionsstarke. Die Ausrichtung der Integration, sense oder anti-
sense, spielt hierbei keine Rolle. Zudem weist auch eine andere Studie auf ein schwa-
ches Expressionsniveau des verwendeten CMV-Promotors im ROSA26-Locus hin
(Zhao et al. 2011). Die Expression von ChR2 konnte z.B. durch Einsatz des EF1a- oder
CAG-Promotors erhoht werden, wobei sich die Expression verdoppelt bzw. verzehn-
facht (Chen et al. 2011). Von einer Verwendung des noch starkeren aCaMKIl Promo-
ters ist abzuraten, da die erhdhte Expression wie oben genannt toxisch wirken kann
(Miyashita 2013 a,b).

Parallel zu dieser Arbeit wurde eine konditionale ChR2-Maus mit ahnlichem Konstrukt
(Promotor, H134R-ChR2-EYFP, LacZ-STOPP-Kassette) hergestellt (Katzel et al. 2011).
Hier wurde eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase verwendet. Es waren licht-
vermittelte Strome detektierbar. ChR2 war aber nur Uber indirekte Immunfluoreszenz
mithilfe von YFP-Antikdrpern nachzuweisen, was ein geringes Expressionsniveau ver-
muten lasst. Diese konditionale ChR2 Maus wurde lediglich in einer Folgestudie ver-
wendet (Katzel und Miesenbdck 2014).

Fast zeitgleich generierte die Arbeitsgruppe um Frau Hongkui Zeng ein Konstrukt, wel-
ches den CAG-Promotor und EYFP tdTomato verwendete. Dies steigerte die Expressi-
on und erleichterte die Detektion, indem die Uberlappung der Emissions-
/Absorptionsspektren von YFP und ChR2 umgangen wird (Madisen et al. 2012). Dieses
Mausmodel ist funktionstichtig, mittlerweile kommerziell erhaltlich und kann fir zukinf-

tige Studien genutzt werden.

Alternativ kdnnte eine stabile Expression von ChR2 durch Integration mithilfe Adeno-
assoziierter Viren (AAV) erreicht werden (Hamilton et al. 2013). Die Funktion degene-
rierter Retinazellen konnte z.B. mithilfe von ChR2-Adeno-assoziierter Virusvektoren
(AAV) wiederhergestellt werden (Bi et al. 2006). Zudem konnte durch Infektion mit
ChR2-AAV die Sehfunktion in verschiedenen Mausmodellen partiell wieder hergestellt
werden (Doroudchi et al. 2011). Die Injektion dieser ChR2-AAVs in zelltypspezifisch

Cre-exprimierenden Mausen stellt eine Alternative zu langwierigen Verpaarungen dar.
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Nachteilig waren hierbei jedoch die intrakranielle Injektion und die lokal begrenzte Infek-

tion.

6.3 Fazit und Ausblick

Mit Hilfe des konditionalen Mausmodells konnte die Rolle von PV-positiven Interneuro-
nen in adulten neuronalen Netzwerken unabhangig vom schweren frih letalen Phano-
typ konstitutiver KCC2-Knockout Mause untersucht werden. PV-spezifische Knockout-
Mause zeigten motorische Defizite, epileptische Anfalle sowie eine erhdhte Sterblich-
keit. Die elektrophysiologische Untersuchung zeigte eine veranderte Plastizitdt sowie
eine auffallige Netzwerkaktivitat. Elektrophysiologische Netzwerk-Aktivitat konnte zum
Teil auch bei heterozygoten Knockout-Mausen nachgewiesen werden. Bei beiden Ge-
notypen kénnte eine erhdhte intrazellulare Chloridkonzentration aufgrund einer vermin-
derten oder fehlenden Expression von KCC2 die GABA-Antwort andern und dadurch

das Verhalten ganzer Neuronenverbande beeinflussen.

Das generierte Mausmodell bietet aufgrund der bisherigen Ergebnisse eine gute Grund-
lage fur weitere Untersuchungen PV-positiver Neuronen und deren Mitwirken in ver-
schiedenen neuronalen Netzwerken. Im weiteren Verlauf sollten die Versuchstierzahlen
fur EEG-Messungen erhdht werden und das GABA-Umkehrpotenzial von PV-positiven
Interneuronen durch Patch-clamp Messungen untersucht werden. Hierflr wird im Mo-
ment eine Mauslinie mit Cre-abhangiger tdTomato eingekreuzt, um die entsprechenden

Zellen im Perforated Patch zu selektieren.

Um die Einflisse der Manipulation PV-positiver Interneurone in vivo zu untersuchen,
sollen weitere Verhaltenstests durchgefuihrt werden. Beim Fear conditioning, bei dem
die Tiere die Vorhersage aversiver Ereignisse lernen, ist auch die Amygdala involviert
(Maren 2001). Das Contextual fear conditioning bezieht zusatzlich hippokampale Regi-
onen mit ein (Kim und Fanselow 1992, Collins und Paré 2000). Die Erkundung einer
neuen Umgebung geht ebenfalls mit Angst einher (Bardo et al. 1996). Das damit ver-
bundene explorative Verhalten kdnnte mittels Field conditioning oder Free choice open
field untersucht werden (Freitag et al. 2003). Zusatzlich kénnte raumliches Lernen im
Morris-Wasserlabyrinth und Kognition im T-Labyrinth bzw. im Y-Labyrinth analysiert
werden (Morris 1984, Olton 1979, Bromley-Brits et al. 2011). Zu beachten ist jedoch,
dass sich die Interpretation der Testergebnisse aufgrund des motorischen Phanotyps

der PV-spezifischen Knockout-Mause schwierig gestaltet.
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Ein weitere Bestandteil der Arbeit war die Etablierung eines konditionales Mausmodells
fur die Expression des lichtinduzierbaren Kationenkanals ChR2. Die mRNA sowie cDNA
und das Protein wurden zwar detektiert — offenbar war die Expressionsstarke zu gering
um Neuronen gezielt durch Licht zu manipulieren. Ursachlich konnte die Wahl des Pro-
motors sein. Fur die geplanten Folgeexperimente kann eine mittlerweile verfigbare

Mauslinie der Gruppe um Hongkui Zeng genutzt werden.
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8 Anhang

8.1 Plasmidkarten
pCMV-ChR2-YFP

AmpR_promoter Nrul 208
Sspl 6975 MLul 228
Scal 6651 CAG_enhancer
Pvul 6541 NdeI 484
Ampicillin CMY_immearly_promoter
SnaBI 590
ORF CMY_fuwd_primer

SacI 818
T7_promoter

Nhel 895
BmtI 899
PspOMI 909
Apal 913
Kbal 915
EcoRV 946
EcoRI 954
BamHI 977

pBR322_origin

pChR2
7094 bp

Pcil 5281
lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
M13_reverse_primer
BstZ2171 4902
EBY_rev_primer
SV40_PA_terminator
BstBI 4612

ORF

Acch5I 1906
KpnI 1910
SacIl 1914

ORF
EGFP_N_primer

HindIII 2662

BssHII 4327 AFLII 2665 EVFF
NeoR/KanR BGH_rev_primer. “EGFP_C_primer
Smal 3743 bGH_PA_terminatorgsrGI 2634
Kmal 3741 fl_origin

AvrII 3720
SV40pro_F_primer
SV40_origin

pBABE_3_primer
SV40_enhancer
SV40_promoter

pROSA26 (http://research.mssm.edu/soriano/lab/rosa26.html)

T7_promoter Sacll 6
M13_forward20_primer AatII 213
M13_pUC_fwd_primer ORF Hpal 298
lacZ_a NotI 457
f1_ origin Xbal 1085
AmpR_promoter

ORF
Nrul 1397
BsrGI 2030
Ampicillin
pBR322_origin
pPROSA26
9865 bp
lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
M13_reverse_primer 3’-R0OSA-5
T3_promoter Nhel 2796
¥hol 6962 BmtI 2800
bGH_PA_terminator BglII 2981

BGH_rev_primer
SV40_3_splice
SV40_int
MscI 6435

ORF

mPGK_F_primer

Agel 5510
EcoRI 5334
EcoRV 5330
Sall 5367

NeleI 4391
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pDP5/pDP2 (Grimm et al., 2003; Publication number W0O2002088347)

AmpR_promoter RITR

Ampicillin LITR

pBR32Z_origin ) Encap

RITR ORF pBluescriptSK_primer
LITR rep2

AvrII 2119% ’ SstBI 2649

ORF

ORF,
apa/s

‘pGEX_S_primer
SV40_PA_terminator
EBY_rev_primer

E4 ’
ORF

ORF pDP2/5
23668 bp .
v ]'EFuﬁF
NdeI 16823 \
*EFk
’ ORFE,
dsRed1_C_primer
DsRed2 (variant)
ORF dsRedl_N_pr%mer
PREP_fwd_primer
\ ' ORF RSV_promoter
0 WA
ORF / oRE
ORF
ORF
AscI 12903
E2A AsiSI 9054
RVprimer3_primer Apal (17)
B Narl (404)
up_PA_terminator EcoRI (477)
synth_PA_terminator Nhel (488)
et e
of
1 ) / ORF frame 3

EGFP_C_primer

ECFP (variant)
ORF frame 2
pBR322_origin Hpal (1542)
EcoRV (1582)
AAV-6P-SEW-YC3.6
6714 bp
i~
ORF frame 3
Ampicillin Agel (1689)
AmpR_promoter T203Y (EYFP)
pGEX_3_primer EGFP_C_primer

EGFP_N_primer
HindlI (2475)

Ndel (4083)
f1_origin

WPRE
ORF frame 3

Sall (3088)
BGH_rev_primer
bGH_PA_terminator
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pAAV-ChR2 (pAAV-Ef1a-DIO-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-pA)

http://www.stanford.edu/group/dlab/optogenetics/sequence info.html

pBR322_origin L-ITR
MLul 150
MPel 313 Fsel 945
ORF fAgel 320 Sacl 1069

AFLII 620 EFla_fuwd_primer
EF1a_promoterAcceSI 1420
Kpnl 1424
BamHI 1426
Hbal 1432
Sall 1438
Accl 1433
HincII 1440
BspEIl 1444
laxP

laxP

Ascl 1563
BsrGI 1584
EGFP_C_primer

Asel 6198
Fspl 6150
Ampicillin
Pyul 6004
Scal 5892
AmpR_promoter pPAAV—ChR2

7266 bp

PGEX_3_primer
Psil 5102

f1 origin
R-ITR

ORF

EYFP
EGFP_N_primer

FmlI 4503
Nsil 4331

Nhel 3245
Sphl 4329 - BmtI 3249
hGH_PA_terminator ORF loxP
AFeI 3994 loxP
WPRE EcoRI 3369
T7_promoter CAG_enhancer
M13_forward20_primer SnaBl 1456
M13_plUC_fwd_primer ORF
lacZ_a UFJFm
Fl_origin ’ g .
AmpR_promoter e L
Ampicillin
pBR32Z_origin
lac_promoter
MlS_pUE_rev_pr{mer SgrAl 2408
M13_reverse_primer .
pCAG_F_primer
T3_promoter Tox

BGH_PA_terminator
BGH_rev_primer

M13_pUC_fwd_primer
5440_3_splice lac2

SV40_int
mPGK_F_primer
Agel 14807 PROSA-ChR2
19162 bp
ORF
BmtI 12097 n
Nhel 12093 SV40-PR_terminatorBsiWl 5721

SY40_PA_terminatorleoRs/Kank
EBV_rev_primer Svdo_int
SV40_PA_terminatorsV40_3_splice
EBV_rev_primer

Nrul 10694
pBluescriptSK_primer-
SV40pro_F_primer

SV40_promoter LlaxP
SV40_origin AcchSI 8752
lac_promoter “ KpnI 8756
M13_pUC_rev_primer g EGFP_N_primer
M13_reverse_primer ORF EYFP

rb_glob_PA_terminator EGFP_C_primer


http://www.stanford.edu/group/dlab/optogenetics/sequence_info.html

Anhang 111

8.2 Elektrophysiologie — Tabellen

Tabelle 4: Messung exzitatorischer Feldpotentiale nach dem Paired-Pulse-Paradigma im Kortex Position
1. Im Vergleich zum WT =zeigten HET und KO signifikant verminderte Paired-Pulse Raten
(FESPS2/fESPS1) bei den ISl von 9, 15, 20 und 30 ms. (SEM = mittlerer Standardfehler, P = Wahrschein-
lichkeit)

WT HET KO
ISI | fESPS2/fESPS1 | SEM | fESPS2/fESPS1 | SEM P fESPS2/fESPS1 | SEM P
6 ms 0,35 0,03 0,19 0,03 | P<0,01 0,23 0,02 | P<0,05
9ms 0,61 0,03 0,38 0,04 | P<0,001 0,42 0,03 | P<0,001
15 ms 0,81 0,04 0,55 0,05 | P<0,001 0,62 0,04 | P<0,001
20 ms 0,91 0,04 0,63 0,05 | P<0,001 0,71 0,04 | P<0,001
30 ms 1,00 0,03 0,76 0,05 | P<0,001 0,82 0,04 | P<0,001
50 ms 1,03 0,03 0,87 0,05 | P<0,05 0,97 0,03 | P>0,05

Tabelle 5: Messung exzitatorischer Feldpotentiale nach dem Paired-Pulse-Paradigma im Kortex Position

2. Die Paired-Pulse-Raten waren bei HET und KO wahrend der ersten IS| reduziert.

WT HET KO
ISI | fESPS2/fESPS1 | SEM | fESPS2/fESPS1 | SEM P fESPS2/fESPS1 | SEM P
6 ms 0,24 0,03 0,05 0,03 | P<0,001 0,15 0,03 | P>0,05
9 ms 0,39 0,04 0,18 0,04 | P<0,001 0,28 0,03 | P>0,05
15 ms 0,56 0,04 0,33 0,05 | P<0,001 0,41 0,03 | P<0,01
20 ms 0,66 0,04 0,44 0,05 | P<0,001 0,48 0,03 | P<0,001
30 ms 0,76 0,05 0,59 0,05 | P<0,01 0,60 0,03 | P<0,01
50 ms 0,88 0,04 0,78 0,05 |P>0,05 0,77 0,03 | P>0,05

Tabelle 6: Messung exzitatorischer Feldpotentiale nach dem Paired-Pulse-Paradigma im Stratum pyra-
midale in WT, HET und KO. Signifikante Unterschiede waren fir die ersten 4 1SI (6-20 ms), jedoch nicht

bei langeren Messungen detektierbar.

WT HET KO
ISI | fESPS2/fESPS1 | SEM | fESPS2/fESPS1 | SEM P fESPS2/fESPS1 | SEM P
6 ms 0,81 0,09 0,23 0,02 | P<0,001 0,14 0,02 | P<0,001
9 ms 0,98 0,07 0,45 0,05 | P<0,001 0,33 0,05 | P<0,001
15 ms 1,21 0,07 0,78 0,07 | P<0,001 0,65 0,08 | P<0,001
20 ms 1,35 0,07 1,03 0,07 | P<0,05 0,94 0,07 | P<0,001
30 ms 1,50 0,07 1,30 0,05 | P>0,05 1,24 0,05 | P<0,05
50 ms 1,58 0,07 1,35 0,05 | P>0,05 1,41 0,05 | P>0,05

Tabelle 7: Messung exzitatorischer Feldpotentiale nach dem Paired-Pulse-Paradigma im Stratum radia-
tum in WT, HET und KO mit verschiedenen ISI. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Genotypen festgestellt werden.

WT HET KO
ISI | fESPS2/fESPS1 | SEM | fESPS2/fESPS1 | SEM P fESPS2/fESPS1 | SEM P
6 ms 1,01 0,04 0,92 0,04 | P>0,05 0,95 0,04 | P>0,05
9ms 1,11 0,04 1,06 0,04 | P>0,05 1,08 0,03 | P>0,05
15 ms 1,24 0,03 1,22 0,03 | P>0,05 1,24 0,03 | P>0,05
20 ms 1,30 0,03 1,31 0,03 | P>0,05 1,31 0,03 | P>0,05
30 ms 1,39 0,03 1,39 0,03 | P>0,05 1,36 0,03 | P>0,05
50 ms 1,41 0,03 1,39 0,03 | P>0,05 1,40 0,03 | P>0,05
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Tabelle 8: Messung kortikaler und hippokampaler CA1 Pyramidenzellen. Die detektierte Peakamplitude
wies keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und KO auf.

WT KO
Amplitude [pA] | SEM | Amplitude [pA] | SEM | t-test
sIPSCs Kortex 28,22 3,45 26,32 2,35|0,6553
mIPSCs Kortex 22,72 1,67 21,85 1,82 10,7333
sIPSCs CA1 35,41 3,83 33,93 2221| 0,75
mIPSCs CA1 31,17 3,48 28,83 3,27 | 0,64

Tabelle 9: Messung kortikaler und hippokampaler CA1 Pyramidenzellen. Die detektierte Frequenz war
jeweils im KO signifikant erhoht.

WT KO
Frequenz [Hz] | SEM | Frequenz [Hz] | SEM | t-test
sIPSCs Kortex 5,50 0,45 8,18 0,74 | 0,007
mIPSCs Kortex 5,77 0,94 6,22 0,91 0,741
sIPSCs CA1 4,83 0,94 10,72 2,31 (0,040
mIPSCs CA1 6,63 1,53 8,01 1,79 10,580

Tabelle 10: EEG-Analyse des theta-Frequenzbandes. Theta Power (Amplitude) und SEM in [V2]. Im
Kortex (Cx1) und Stratum oriens waren signifikante Unterschiede zu detektieren

WT KO HET
theta Power SEM theta Power SEM theta Power SEM WT vs. KO | WT vs. HET | KO vs HET
Cx1 1,01E+05 |3,01E+04 | 7,37E+04 |1,88E+04 | 2,08E+05 |3,48E+04| 0,4595 0,0431 0,0080
Cx2 4,51E+05 | 1,01E+05| 1,92E+05 |3,94E+04 | 3,37E+05 |6,28E+04 | 0,0540 0,3669 0,0784
Ori 1,46E+06 |5,45E+05| 5,17E+05 |1,72E+05| 3,05E+06 |9,27E+05| 0,1601 0,1730 0,0361
Pyr 3,77E+06 | 8,53E+05| 2,34E+06 |7,11E+05| 1,55E+06 |6,08E+05| 0,2259 0,0632 0,4184
Rad-LM | 6,05E+06 |1,56E+06 | 2,99E+06 |8,59E+05| 5,50E+06 | 1,08E+06 | 0,1300 0,7784 0,0961
Tabelle 11: Analyse der Modulation zwischen gamma- und theta-Frequenzband
WT KO HET p
theta Power SEM theta Power SEM theta Power SEM WTvs. KO | WT vs. HET | KO vs HET
Cx1 | 0,0005794 | 0,0002639 0,001228 0,0005370 | 0,0007795 | 0,0002516 0,3101 0,5952 0,4714
Cx2 0,005863 0,001842 0,002975 0,001366 0,006194 0,002325 0,2395 0,9135 0,2631
Ori 0,004377 0,0009892 0,003336 0,001072 0,002047 0,0005069 0,4916 0,0743 0,3086
Pyr 0,006969 0,001971 0,001565 0,0003811 0,002273 0,0006020 0,0432 0,0717 0,3437
Rad 0,009317 0,002145 0,006965 0,001776 0,004481 0,0007360 0,418 0,0769 0,2323
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8.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung - FISH

(Nadezda Kosyakova)

Die Milz der Versuchstiere wurde entnommen, gekuhlt homogenisiert und kultiviert.
Nach dem Ernten konnten bei vielen mit Methanol und Essigsaure fixierten Zellen Me-
thaphasen detektiert werden. Fir eine markierte Sonde diente die in den ROSA26-

Locus eingebrachte Sequenz als Matrize.
lila/blau = Chromosomen-Marker
rot = Chromosom 6-Marker

grun = loxP-NEO-Stop-loxP-ChR-EYFP-Sonde

ChR™" cre”

Ch Rflox/flox’ cre”

ChR™¥1% " cre* (mit partieller Re-
kombination, sodass die Sonde

nicht binden kann)
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