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1 Einleitung

Mit der 1949 veroffentlichten Arbeit von Viktor Hamburger und Rita Levi-Montalcini
tiber die Regulierung der neuronalen Entwicklung durch periphere Faktoren [Hambur-
ger & Levi-Montalcini, 1949] begann die Entdeckung einer neuen Proteingruppe: der
Neurotrophine. Die Isolierung des ersten Neurotrophins, dem sogenannten nerve growth
factor (NGF) erfolgte bereits 1954 [Cohen et al., 1954]. Neben NGF wurden Jahrzehn-
te spater weitere Neurotrophine identifiziert: brain derived neurotrophic factor (BDNF)
[Barde et al., 1982, Leibrock et al., 1989|, neurotrophin-8 (NT-3) [Hohn et al., 1990,
Maisonpierre et al., 1990] und neurotrophin-4 /-5 (NT-4/5) [Hallb6ok et al., 1991, Ip
et al., 1992|. Klassischerweise regulieren neurotrophe Faktoren diverse Prozesse, die das
Schicksal einer Zelle bestimmen. So spielen sie eine essentielle Rolle bei der Differenzie-
rung neuronaler Stammzellen, der Apoptose und dem Wachstum neuronaler Ausléufer
[fiir eine Ubersicht siche Huang & Reichardt, 2001, Lu et al., 2005, Park & Poo, 2013].
In den 90iger Jahren wurde den Neurotrophinen auch eine Schliisselrolle in Prozessen
der synaptischen Plastizitiit zugewiesen [fiir eine Ubersicht siehe Schinder & Poo, 2000].
Die vielfiltigen Signaltransduktionsmechanismen werden durch die Bindung der neu-
rotrophen Faktoren an Mitglieder der Tropomyosinrezeptor-Kinasen (Trk-Rezeptoren)
einerseits und den p75 neurotrophin Rezeptor (p75VTR) andererseits eingeleitet [fiir eine
Ubersicht siehe Chao, 2003]. Grundsétzlich bindet jedes Neurotrophin spezifisch an einen
Trk-Rezeptor. TrkA stellt den spezifischen Rezeptor fiir NGF dar |[Kaplan et al., 1991],
TrkB fiir BDNF und NT-4 [Klein et al., 1992, Soppet et al., 1991] und TrkC fiir NT-3
[Lamballe et al., 1991]. NT-3 kann dariiber hinaus mit niedriger Affinitit auch an TrkA
und TrkB binden. Hingegen kann der p75™T® Rezeptor von jedem der beschriebenen
Proteine gebunden werden [Bothwell, 1995].
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1.1 Synthese, Prozessierung und Sekretion von BDNF

Die Expression des bdnf-Gens wird bei Nagern von insgesamt neun gewebespezifischen
Promotern reguliert [Aid et al., 2007, Timmusk et al., 1993]. Speziell im zentralen Ner-
vensystem konnte BDNF-mRNA im Hippokampus, Thalamus, Hypothalamus, Riechkol-
ben, Kleinhirn, Riickenmark und der Grofthirnrinde wie auch der Amygdala detektiert
werden [fiir eine Ubersicht sieche Edelmann et al., 2014]. Auf Proteinebene wurde eine
erhohte BDNF-Expression im Hippokampus und der Grofhirnrinde festgestellt [Conner
et al., 1997, Yan et al., 1997|. Speziell fiir die CA1 Region des Hippokampus sind jedoch
unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich einer BDNF-Expression publiziert. Das endo-
gene BDNF-Protein konnte in verschiedenen Studien sowohl im Zellsoma, wie auch in
Dendriten von CA1 Pyramidenzellen nachgewiesen werden [Conner et al., 1997, Dugich-
Djordjevic et al., 1995, Schmidt-Kastner et al., 1996]. Andere Gruppen konnten hingegen
nur vereinzelt oder keine BDNF-Immunoreaktivitét in der CA1 Region detektieren [Dieni
et al., 2012, Yan et al., 1997]. Aufgrund dieser Diskrepanz scheint weiterhin Aufklarungs-
bedarf hinsichtlich einer CAl-spezifischen endogenen BDNF-Expression zu bestehen. Die
Anwesenheit von BDNF-mRNA in CA1 Pyramidenzellen ist jedoch hinreichend helegt
[zum Beispiel An et al., 2008, Timmusk et al., 1993, Tongiorgi et al., 2004|, sodass auch
eine BDNF-Expression in der CA1 Region wahrscheinlich ist.

Das Protein BDNF wird zunéchst als Vorlauferprotein mit einer fiir sekretierte Pro-
teine typischen Signalsequenz (Pr&-Pro-BDNF) hergestellt |Timmusk et al., 1993]. Nach
Entfernung dieser Signalsequenz wird das entstandene Pro-Neurotrophin vom endoplas-
matischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat transportiert und dort vom trans-Golgi-
Netzwerk ausgehend in Transportvesikel verpackt [fir eine Ubersicht siehe Lessmann
& Brigadski, 2009]. BDNF befindet sich zumeist in sekretorischen Granula, deren Aus-
schiittung anschliefiend aktivitdtsabhéngig erfolgt [Brigadski et al., 2005; fiir aktuelle
Ubersichtsartikel siche Edelmann et al., 2014, Lessmann & Brigadski, 2009]. Eine BDNF-
Sekretion wurde sowohl an postsynaptischen und extrasynaptischen dendritischen Struk-
turen |Brigadski et al., 2005, Hartmann et al., 2001|, wie auch an prasynaptischen axo-
nalen Terminalien gezeigt [Dean et al., 2009, Matsuda et al., 2009].

Neben der Ausschiittung von maturem BDNF wird auch die Ausschiittung von un-
gespaltenem Pro-BDNF diskutiert. In einer Studie von Yang et al. [2009] wurde in hip-
pokampalen Neuronen die Ausschiittung von endogenem Pro-BDNF sowie von maturem

BDNF gezeigt. Das freigesetzte Pro-BDNF kann anschliefend beispielsweise durch die
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tPA aktivierte Protease Plasmin [Pang et al., 2004| oder durch Matrix-Metalloproteasen
[Lee et al., 2001| extrazelluldr in matures BDNF gespalten werden. Demgegeniiber steht
jedoch eine Arbeit von Matsumoto et al. [2008]. In dieser Studie konnte ebenfalls in hip-
pokampalen Neuronen gezeigt werden, dass die Spaltung von Pro-BDNF zu maturem
BDNF lediglich intrazelluldr erfolgt und dass somit ausschlieflich die mature Form des
Neurotrophins freigesetzt wird.

Nach der Exozytose von BDNF bindet das Protein vorrangig an den TrkB-Rezeptor,
um das Uberleben von Neuronen oder aber Prozesse der synaptischen Transmission und
Plastizitiit zu vermitteln. Ungespalten bindet Pro-BDNF an den p75YT-Rezeptor und
kann zum Beispiel proapoptotische Prozesse induzieren oder aber fiir die Expression von
Langzeitdepression (LTD) auf synaptischer Ebene verantwortlich sein [fiir eine Ubersicht
siche Dechant & Barde, 2002].

1.2 BDNF-abhdngige Signalweiterleitung
1.2.1 Signalweiterleitung iiber den TrkB-Rezeptor

Die extrazellulire Doméne des TrkB-Rezeptors besteht aus drei leucine-rich residue
(LRR)-Motiven, die von zwei Cystein-Clustern flankiert werden. Angrenzend befin-
den sich zwei Immunglobulindoménen, gefolgt von einer Transmembrandoméne [fiir
eine Ubersicht siehe Huang & Reichardt, 2003]. Fiir die Bindung von BDNF sind so-
wohl Teile der LRR-Motive als auch die membrannahe Immunglobulindoméne essenti-
ell [Haniu et al., 1997]. Die Bindung des BDNF-Dimers an den TrkB-Rezeptor fiihrt
zur Rezeptordimerisierung und somit zur Aktivierung der Phosphokinase durch trans-
Autophosphorylierung. Die Rekrutierung von Adapterproteinen initialisiert anschliefsend
intrazellulire Signalkaskaden [fiir eine Ubersicht sieche Huang & Reichardt, 2003, Pata-
poutian & Reichardt, 2001].

1.2.1.1 Der Ras-MAP-Kinase-Signalweg

Die Aktivierung des Ras-MAP-Kinase-Signalwegs erfolgt iiber das kleine G-Protein Ras
[fiir eine Ubersicht siehe Huang & Reichardt, 2003]. Ras wird iiber das Shc-Adapter-
protein und die Rekrutierung von Austauschfaktoren (Grb2/SOS) aktiviert und agiert
iiber verschiedene downstream-Mechanismen. Unter anderem wird der Erk-Signalweg
transient aktiviert. Eine langanhaltendere Aktivierung von Erk (Mitglied der MAP-
Kinase-Familie) kann iiber die Phosphorylierung von Frs2 durch den Trk-Rezeptor und
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der nachfolgenden Aktivierung von Rapl und B-Raf erreicht werden [fiir eine Ubersicht
siche Grewal et al., 1999|. Die iiber Ras oder Rapl aktivierten MAP-Kinasen aktivie-
ren wiederum Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel das response element-binding
(CREB) Protein. Es konnte gezeigt werden, dass CREB die Transkription von Genen,
wie zum Beispiel bdnf, reguliert, die fiir die neuronale Differenzierung, das Uberleben
von Neuronen sowie Plastizititsprozesse essentiell sind |Lonze et al., 2002, Tao et al.,
1998].

1.2.1.2 Der PI;-Kinase/Akt-Signalweg

Der Pls-Kinase-Signalweg ist unter anderem entscheidend fiir das Uberleben von Neuro-
nen. Nach der ebenfalls Ras-abhédngigen Aktivierung von Pls-Kinasen entstehen Phos-
phatidylinositide, die in Verbindung mit PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1)
die Proteinkinase B (PKB oder Akt) aktivieren. Die Aktivierung von Akt beeinflusst
nicht nur das Uberleben von Neuronen, sondern fiihrt auch zu morphologischen Ver-
anderungen, wie beispielsweise zum Wachstum von Neuriten wiahrend der neuronalen
Entwicklung [Markus et al., 2002].

1.2.1.3 Der PLC~-Signalweg

Die Aktivierung der Phospholipase Cy1 (PLC~1) fiithrt zur Hydrolyse von Phospha-
tidylinositol-4,5-diphosphat und damit zur Entstehung von Inositoltriphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG). IP3 aktiviert iiber die Kalziumfreisetzung aus intrazelluléren
Kalziumspeichern zytosolische Proteine wie zum Beispiel die Ca®"/Calmodulin-abhén-
gige Proteinkinase (CaMK). Dariiber hinaus stimulieren sowohl Kalzium als auch DAG
Isoformen der Proteinkinase C (PKC). Die Relevanz des PLC~y-Wegs in Bezug auf die
BDNF /TrkB-Signalweiterleitung wurde an transgenen Mausen mit einer Mutation in der
PLC~-Bindestelle des TrkB-Rezeptors untersucht. Elektrophysiologische Untersuchun-
gen zeigten einen Defizit in Prozessen der synaptischen Plastizitidt (LTP) [Minichiello et
al., 2002|. Zudem wurde eine deutliche Beeintrachtigung beziiglich der Phosphorylierung
von CREB beobachtet. Die Relevanz von CREB fiir die Expression der Langzeitpoten-
zierung wurde dariiber hinaus von Pittenger et al. [2002] nachgewiesen. Durch genetische
Manipulation der CA1 Region des Hippokampus wurde die DNA-Bindung von CREB
inhibiert. Speziell cAMP- und Dopamin-abhingige Formen der LTP waren hierdurch

gehemmt.
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1.2.1.4 Endozytotischer Transport von Trk-Rezeptoren

Die Aktivierung von TrkB durch BDNF und somit auch die im Anschluss aktivierten
Signaltransduktionskaskaden kénnen durch die Rezeptorinternalisierung reguliert wer-
den. Ein BDNF-abhangiger Transport von TrkB zur anschliefenden Degradierung durch
Proteasomen [Sommerfeld et al., 2000], sowie ein Recycling zuriick zur Plasmamembran
[Huang et al., 2009] und ein retrograder Transport von BDNF /TrkB in Endosomen |Gin-
ty & Segal, 2002] sind beschrieben. Diese Signalendosome ermdglichen die Aktivierung
TrkB-abhéngiger Signalkaskaden im Zellkern.

1.2.2 Signalweiterleitung iiber den p75"7-Rezeptor

Der p75™T-Rezeptor ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktor (TNF) Rezeptor-Familie
[fiir eine Ubersicht siehe Dechant & Barde, 2002]. p75V"# kann mit vergleichbarer Af-
finitat die mature Form verschiedener Neurotrophine binden [Bothwell, 1995]. Zudem

5NTR und TrkB nach Rezeptordimerisierung sogar zu

fiihrte die Koexpression von p7
einer verbesserten Spezifitdt der TrkB-Aktivierung durch matures BDNF, wodurch an-
tiapoptotische Prozesse favorisiert wurden [Bibel et al., 1999]. Die Initialisierung apopto-
tischer Prozesse erfolgt hingegen bei Bindung von Pro-BDNF an den p75Y7-Rezeptor,
speziell in Anwesenheit von dessen Korezeptor Sortilin [Teng et al., 2005]. Dariiber hin-

5NTE quf synaptischer Ebene untersucht. Die Deletion

aus wurde die Bedeutung von p7
des p75NTE-Gens hatte eine Minderung der Langzeitdepression zur Folge |[Rdsch et al.,
2005]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die zur LTD-Induktion verwendeten nie-
derfrequenten Stimulationsprotokolle vorrangig zu einer Ausschiittung von Pro-BDNF
fithren [Nagappan et al., 2009]. In diesem Zusammenhang erkldren sich die von Woo et
al. [2005] gemachten Beobachtungen hinsichtlich einer Faszilitierung der LTD in Pro-

BDNF /p75V T _abhingiger Weise.

1.3 BDNF-abhidngige Modulation von Synapsen
1.3.1 BDNF-abhiangige Modulation der synaptischen Transmission

BDNF spielt eine besondere Rolle wihrend der Modulation der synaptischen Transmis-
sion. Sowohl glutamaterge, wie auch GABAerge Synapsen werden auf pri- und postsyn-
aptischer Ebene durch BDNF-abhiingige Signalwege beeinflusst [fiir eine Ubersicht siehe
Gottmann et al., 2009).
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1.3.1.1 BDNF-abhingige Modulation von glutamatergen Neuronen

Eine Vielzahl von Studien haben die BDNF-abhéingige Modulation von glutamatergen
Neuronen mithilfe von exogen appliziertem BDNF untersucht. Anhand dessen lieften
erste Ergebnisse zur Funktion von BDNF auf eine Modulation der synaptischen Trans-
mission auf prasynaptischer Ebene schlieften. Die Applikation von BDNF fiihrte in hip-
pokampalen Neuronenkulturen zu einer Frequenzzunahme der exzitatorischen Miniatur-
strome (mEPSCs), wihrend deren Amplitude unveréndert blieb [Lessmann et al., 1994].
Verbunden mit einer Reduktion der Doppelpulsverstirkung (paired pulse facilitation)
wie auch Verdnderungen in der Varianz der Amplitude von exzitatorischen postsynap-
tischen Stromen (EPSCs) deutet dieses erste Ergebnis auf eine BDNF-abhéngige Mo-
dulation der priasynaptischen Glutamatfreisetzung [Lessmann & Heumann, 1998|. Eine
solche BDNF-bedingte Zunahme der Glutamatausschiittung ist spezifisch fiir Glutamat/
Glutamaterge Synapsen (glutamaterge pra- und postsynaptische Zelle), jedoch nicht fiir
Glutamat/GABAerge Synapsen (glutamaterge priasynaptische Zelle / GABAerge post-
synaptische Zelle) [Schinder et al., 2000]. Zudem konnte in hippokampalen Schnittkul-
turen gezeigt werden, dass die verstiarkte Glutamatfreisetzung unter anderem auf eine
vermehrte Anzahl fusionsfiahiger Vesikel zuriickzufiihren ist [Tyler & Pozzo-Miller, 2001].
Es wird angenommen, dass die hochfrequente Freisetzung der fusionsfihigen Vesikel die
synaptische Ermiidung (synaptic fatigue) zur Folge hat [Zucker, 1989|. Eine Anderung
der Vesikelanzahl nach BDNF-Zugabe oder -Mangel resultierte dementsprechend auch in
einer Verdnderung der synaptischen Antwort wiahrend der hochfrequenten Stimulation
[Figurov et al., 1996, Pozzo-Miller et al., 1999|. Dariiber hinaus wird die Ausschiittung
der fusionsfihigen Vesikel ebenfalls durch prasynaptische NMDA-Rezeptoren moduliert
[Madara & Levine, 2008]. Vermutlich wird die Effizienz der Transmitterfreisetzung durch
den NMDAR-abhingigen Kalziumeinstrom beeinflusst.

Auf postsynaptischer Ebene ist ebenfalls eine BDNF-abhéngige Modulation der
synaptischen Transmission beschrieben. In hippokampalen Zellkulturen hatte eine aku-
te BDNF-Applikation einen Anstieg der Amplitude evozierter EPSCs zur Folge, der
durch die intrazelluldre postsynaptische Anwendung von K252a, einem spezifischen Trk-
Inhibitor, blockiert wurde [Levine et al., 1995|. Verstiarkte NMDAR-Phosphorylierung
und ein damit einhergehender Anstieg der Rezeptorleitfihigkeit nach Aktivierung von
BDNF/ TrkB-abhéngigen Signalwegen konnte dafiir verantwortlich gemacht werden |Le-
vine et al., 1998]. Speziell die Phosphorylierung der NR1 und NR2B Untereinheiten
erfolgte in BDNF /TrkB-abhéngiger Weise [Lin et al., 1998, Suen et al., 1997|. Der ver-
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stirkte NMDAR-abhéngige Kalziumeinstrom hatte zudem eine Phosphorylierung des
AMPA-Rezeptors (AMPAR) zur Folge [Wu et al., 2004a]. Die Phosphorylierung der
GluR1-Untereinheit steht in Zusammenhang mit einer verstérkten synaptischen Effizi-
enz, zum Beispiel bei Prozessen der synaptischen Plastizitét [siehe z.B. Zamanillo et al.,
1999.

Zusammengenommen moduliert BDNF demnach zum einen die Effizienz der pra-
synaptischen Transmitterfreisetzung und zum anderen die postsynaptische Transmitter-
sensitivitdt und differenziert hierbei zwischen glutamatergen und GABAergen postsyn-

aptischen Zellen.

1.3.1.2 BDNF-abhingige Modulation von GABAergen Neuronen
Die exzitatorische Signalweiterleitung wird zudem direkt von GABAergen Neuronen kon-
trolliert. Daher wurde in den vergangenen Jahren, neben Untersuchungen zur BDNF-
abhéingigen Modulation exzitatorischer Synapsen, auch der Einfluss von BDNF auf die
GABAerge Transmission charakterisiert. Fiir das GABAerge System wurden ebenfalls
pria- und postsynaptische BDNF-Effekte beschrieben. Jedoch scheinen die Ergebnisse
abhingig vom Entwicklungsstadium des Préparats zu sein, an dem die Studien durch-
gefithrt wurden [Mizoguchi et al., 2003]. Dieses steht in Verbindung mit der Verschie-
bung der neuronalen Modulation durch GABA (von exzitatorisch zu inhibitorisch) wéh-
rend der Entwicklung [Cherubini et al., 1991|. Im maturen hippokampalen Netzwerk hat
BDNF generell eine Entkréftung des inhibitorischen Systems zur Folge.
Dementsprechend konnten verschiedene Arbeitsgruppen eine Reduktion der synap-
tischen Transmission an GABA /Glutamatergen Synapsen (GABAerge prisynaptische
Zelle / glutamaterge postsynaptische Zelle) nach BDNF-Applikation beobachten [Frer-
king et al., 1998, Tanaka et al., 1997|. Frerking et al. [1998] fiihrten dies unter ande-
rem auf eine verminderte Wahrscheinlichkeit der prasynaptischen GABA-Freisetzung
zuriick. Die Ergebnisse von Tanaka et al. [1997] deuten hingegen auf einen postsynapti-
schen Wirkungsmechanismus, da die BDNF-bedingte Anderung der TPSC-Amplitude
durch die intrazellulire Applikation von K252a blockiert wurde. Zudem wurde eine
Reduktion der membranstindigen GABA 4-Rezeptoren nach akuter BDNF-Applikation
beschrieben |Briinig et al., 2001]. Jedoch ist der Mechanismus, durch den die Aktivie-
rung von TrkB zur GABA 4-Rezeptor-Internalisierung fiihrt, unbekannt. Ks wird an-
genommen, dass der BDNF-abhéingige intrazellulire Kalziumanstieg und darauf fol-

gende Aktivierung von Phosphatasen zur Dephosphorylierung und anschliefsender In-
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ternalisierung von postsynaptischen GABA 4-Rezeptoren fiihrt. Dariiber hinaus wurde
auch an GABA/GABAergen Synapsen (prd- und postsynaptisch GABAerge Zelle) ei-
ne BDNF-abhidngige Modulation festgestellt. Eine BDNF-Applikation hatte einen post-
synaptischen Anstieg des Chlorid-Umkehrpotentials zur Folge und bedingte somit eine
Reduktion des postsynaptischen inhibitorischen Stroms [Wardle & Poo, 2003|.

Insgesamt wurden demnach unterschiedliche subzelluldre Wirkungsmechanismen von
BDNF sowohl in Abhéngigkeit des prasynaptischen wie auch des postsynaptischen Zell-
typs beschrieben. Es ist jedoch zu beachten, dass die zuvor beschriebenen Untersuchun-
gen zur synaptischen Transmission von GABAergen sowie glutamatergen Neuronen mit-
hilfe von exogen appliziertem BDNF durchgefiihrt wurden. Infolgedessen erfolgte keine
Differenzierung zwischen den zu behandelnden Zellen. Daher gestaltet es sich mitunter
schwierig zwischen einer reduzierten inhibitorischen Transmission und einer Potenzie-
rung der exzitatorischen Transmission zu unterscheiden (z.B. Glutamatfreisetzung). Um
die lokale Bedeutung von BDNF auf subzelluldrer Ebene zu untersuchen, bedarf es der

Manipulation einzelner Zellen.

1.3.2 BDNF-abhiangige Modulation der synaptischen Plastizitét

BDNF agiert iiber die Modulation der synaptischen Transmission auch auf die synap-
tische Plastizitdt. Die Langzeitpotenzierung ist eine Form der synaptischen Plastizitét.
Ein Zusammenhang zwischen BDNF und LTP konnte bereits 1992 von Patterson et
al. [1992| gezeigt werden. Eine LTP-induzierende Stimulation hatte in dieser Studie ei-
ne Erhohung des BDNF-mRNA-Gehalts im Hippokampus zur Folge [Patterson et al.,
1992]. Hingegen verursachte eine chronische BDNF-Defizienz eine Minderung der LTP-
Expression in der CA1 Region des Hippokampus [Korte et al., 1995|. Die Beeintréichti-
gung der LTP wurde sowohl durch akute Applikation von BDNF [Patterson et al., 1996]
wie auch durch viralen Gentransfer von BDNF-Plasmiden in die postsynaptische CA1l
Region [Korte et al., 1996] aufgehoben. Zusammengenommen zeigen diese Studien eine
eindeutige BDNF-Abhéngigkeit der hippokampalen L'TP.

Seither steht die Aufklarung der Wirkungsmechanismen von BDNF wihrend synap-
tischer Plastizitdtsprozesse sowie die vorangehende BDNF-Ausschiittung im Fokus. So
konnten verschiedene Studien zeigen, dass elektrische Stimulationsmuster, wie sie zur
Induktion der LTP verwendet werden, eine sofortige Freisetzung von BDNF zur Folge
haben [Balkowiec & Katz, 2000, Gértner & Staiger, 2002, Hartmann et al., 2001|. Der
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Ort der aktivitdtsabhingigen BDNF-Freisetzung sollte mithilfe von regionalen Knock-
out- und Uberexpressionsstrategien bestimmt werden |[Korte et al., 1996, Zakharenko et
al., 2003|. So weisen beispielsweise Untersuchungen von Korte et al. [1996] nach geneti-
scher Manipulation von bdnf auf die Relevanz von postsynaptisch freigesetztem BDNF
fiir die Expression der hippokampalen LTP. In dieser Studie wurde die BDNF-Expression
in der postsynaptischen CA1 Region von BDNF-defizienten M&usen und infolgedessen
auch die Expression der LTP wiederhergestellt [Korte et al., 1996]. Vergleichende Analy-
sen, die in regionenspezifischen BDNF-Knockout-Méausen durchgefiihrt wurden, deuten
hingegen auf eine présynaptische Ausschiittung von BDNF wéhrend der LTP |Zakha-
renko et al., 2003]. Der Knockout von BDNF auf Niveau des gesamten Vorderhirns,
einschlieflich der CA3 und CA1 Region des Hippokampus, zeigte einen LTP-Defizit, wo-
hingegen ein BDNF-Mangel speziell in der CA1 Region keine Auswirkungen auf die LTP
hatte. Zusammengenommen weisen demnach die erhaltenen Ergebnisse, nach genetischer
Manipulation des Hippokampus, Diskrepanzen auf. Aus diesem Grund bleibt die Quelle
der BDNF-Freisetzung wahrend der hippokampalen LTP ungewiss. Im kortiko-striatalen
Projektionssystem hingegen konnte von Jia et al. [2010] im Jahr 2010 eine prisynap-
tische Ausschiittung gepaart mit einer postsynaptischen Wirkung von BDNF nachge-
wiesen werden. In diesem System ist die Quelle der BDNF-Ausschiittung definiert, da
die prasynaptischen kortikalen Neurone BDNF exprimieren, wihrend im Striatum kaum
eine Expression von BDNF nachgewiesen werden konnte [Conner et al., 1997|. Das pré-
synaptisch freigesetzte BDNF ist ausreichend, um an der kortiko-striatalen Synapse LTP
zu induzieren [Jia et al., 2010]. Jedoch war der Schwellenwert zur Induktion der LTP
erhoht und spiegelte eventuell das Fehlen von positiven Modulatoren, wie beispielsweise
BDNF, wider.

Neben der pri- beziehungsweise postsynaptischen Ausschiittung von BDNF wihrend
der LTP ist auch die pri- beziehungsweise postsynaptische Wirkung des Proteins wah-
rend der LTP von besonderem Interesse. Eine postsynaptische Aktivierung BDNF /TrkB-
abhéngiger Signalwege konnte nicht nur, wie zuvor beschrieben, im kortiko-striatalen
Projektionssystem [Jia et al., 2010|, sondern auch in der Amygdala [Meis et al., 2012] und
im medialen préfrontalen Kortex [Lu et al., 2010] wéhrend der LTP nachgewiesen werden.
Im visuellen Kortex hingegen ist eine prasynaptische Aktivierung der TrkB-Rezeptoren
fiir die LTP von Bedeutung [Inagaki et al., 2008|. Speziell im Hippokampus existieren
jedoch widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich des Wirkungsorts von BDNF [Xu et al.,
2000, Zakharenko et al., 2003, doch siehe Gértner et al., 2006]. Untersuchungen von Xu
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et al. [2000] weisen beispielsweise auf die alleinige Relevanz der prasynaptischen TrkB-
Aktivierung fiir die Expression der LTP. Insofern hatte der CAl-spezifische Knockout
des TrkB-Rezeptors keinen Einfluss auf die Langzeitpotenzierung [Xu et al., 2000]. Ver-
gleichende Studien im Hippokampus von regionenspezifischen BDNF-Knockout-Mausen
deuten ebenfalls auf eine prasynaptische Funktion von BDNF [Zakharenko et al., 2003].
Zur Induktion der LTP wurde in dieser Studie unter anderem eine 200 Hz Stimulation
verwendet. Nach der Stimulation konnte unter Kontrollbedingungen eine robuste Po-
tenzierung, verbunden mit einer schnelleren Kinetik der Transmitterausschiittung beob-
achtet werden. Eine solche Zunahme der Ausschiittungsgeschwindigkeit blieb nach CA3-
CAl-spezifischen Knockout von bdnf aus und bestétigt eine BDNF-abhingige Wirkung
an der Prisynapse. Andererseits konnte auch die Notwendigkeit einer postsynaptischen
Aktivierung von BDNF-abhéingigen Signaltransduktionsmechanismen fiir die Expressi-
on der LTP gezeigt werden |Gértner et al., 2006, Kovalchuk et al., 2002|. Sowohl ei-
ne BDNF-abhéngige postsynaptische Aktivierung des PLC~-Signalwegs |Gértner et al.,
2006], wie auch eine BDNF-abhéngige Modulation postsynaptischer Kalziumkanéle und
NMDA-Rezeptoren |Kovalchuk et al., 2002| konnte fiir die LTP-Expression verantwort-
lich gemacht werden. Demnach scheint im Hippokampus nicht nur die présynaptische,
sondern durchaus auch eine postsynaptische Aktivierung BDNF /TrkB-abhéngiger Si-
gnalwege von Bedeutung zu sein.

Zusammenfassend existieren demnach sowohl Diskrepanzen hinsichtlich pra- und/
oder postsynaptischen BDNF-Ausschiittung wie auch -Wirkung wahrend der hippokam-
palen LTP. Diese sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Unzuldnglichkeit der zur
Analyse verwendeten Methoden zuriickzufiihren. Die regionenspezifische genetische Ma-
nipulation ist demnach fiir die Untersuchungen von zelluliren und subzelluldren Pro-
zessen nur bedingt geeignet. Anhand der bisher vertffentlichten Studien ist daher keine
zweifelsfreie Aufklarung von zell- und ortsspezifischen BDNF-abhéngigen Modulationen
moglich. Es erfordert die Entwicklung neuer Methoden zur zellspezifischen Manipulation,

um diese und vergleichbare Problematiken zu adressieren.
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1.4 Zellspezifische Manipulation von Neuronen

Experimentelle Unzulénglichkeiten begrenzen ebenfalls die Untersuchung von anderen
Proteinen, die in Abhéngigkeit des exprimierenden Zelltyps unterschiedliche Funktionen
ausfiithren. Auch hier reicht die systemische Applikation des Proteins oder die Manipula-
tion der Proteinexpression in Mischpopulationen nicht aus, um die zellspezifische Funk-
tion zu charakterisieren. Zur hinreichenden Beantwortung dieser Fragestellung miissen
einzelne Zellen in ihrer intakten Umgebung identifiziert und manipuliert werden. Hier-
fiir miissen neue Methoden entwickelt, beziehungsweise kombiniert und weiterentwickelt
werden. Eine Manipulation einzelner Zellen in ihrer natiirlichen Umgebung kann durch
die Einzelzellelektroporation erreicht werden [Ogden, 1994, Wang et al., 2010|. Die Elek-
troporation einzelner Zellen erfolgt {iber hochfrequente Stimulation, die den dielektri-
schen Durchschlag der Zellmembran zur Folge hat [Ryttsén et al., 2000, Zudans et al.,
2007|. Die Membran bildet darauthin transiente Poren aus, deren Gréfe und Lebens-
dauer von dem verwendeten Stimulationsprotokoll bestimmt werden [Béckmann et al.,
2008, Krassowska & Filev, 2007, Levine & Vernier, 2010, Smith et al., 2004, Sugar &
Neumann, 1984]. Uber diese Membranporen kénnen extrazellulire Molekiile in die Zel-
le hineingelangen. Die Einzelzellelektroporation von kleinen fluoreszierenden Molekiilen
wurde bereits beschrieben [Nevian & Helmchen, 2007, Pinault, 1996|. Jedoch stellt die
Einzelzelltransfektion mit Plasmid-DNA eine Herausforderung dar [Haas et al., 2001,
Rathenberg et al., 2003|, weil der Porendurchmesser ausreichend grof sein muss, um
den Durchgang der DNA zu gewéhrleisten. Jedoch sollten die Poren einen bestimmten
Durchmesser nicht iiberschreiten, um die Membranintegritiat nur temporar zu unterbre-
chen.

Die Einzelzelltransfektion mit Plasmid-DNA ermoglichte zwar die genetische Ma-
nipulation von Zellen, erlaubte es jedoch nicht auf optische Darstellungsmethoden zu
verzichten. Dementsprechend erfolgte die Identifizierung der zu transfizierenden Zelle
ausschlieflich anhand morphologischer Kriterien. Eine elektrophysiologische Charakteri-
sierung mit anschliekender Einzelzelltransfektion war unter Einsatz der bisher beschrie-
benen Transfektionsprotokolle nicht moglich. Folglich waren die Voraussetzungen fiir
eine genetische Manipulation charakterisierter Zellen nicht gegeben. Aus diesem Grund
bedarf es der Etablierung neuer Techniken beziehungsweise der Modifizierung vorhande-
ner Methoden, um elektrophysiologische Messungen mit der Transfektion von einzelnen

Zellen zu kombinieren. Voraussetzung hierfiir ist eine, im Vergleich zu bisher beschrie-
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benen Studien, geringe Distanz zwischen der zu transfizierenden Zelle und der Transfek-
tionspipette. Die Etablierung der Einzelzelltransfektion in der loose seal-Konfiguration
wiirde vorangehende elektrophysiologische Messungen ermoglichen. Infolgedessen wire
es moglich, ohne visuelle Kontrolle, den Abstand zwischen Pipette und Zelle mithilfe des
Abdichtwiderstands zu bestimmen. Des Weiteren kann iiber die Detektion der von einer
Zelle generierten Aktionsstrome, die zu transfizierende Zelle als Nervenzelle identifiziert
werden. Die Kombination von Ableitung und Transfektion im loose seal Modus wird

daher eine zellspezifische genetische Manipulation ermdoglichen.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Bisherige Arbeiten konnten unter anderem durch genetische Manipulation eindrucksvoll
die Bedeutung von BDNF in Prozessen des Uberlebens und der Differenzierung, sowie in
Prozessen der synaptischen Transmission und Plastizitit aufschliisseln. Jedoch bedarf es
zur Aufklarung des zellspezifischen oder sogar subzelluldren (pré- bzw. postsynaptischen)
Ausschiittungs- und Wirkungsortes von BDNF einer Manipulation auf Einzelzellniveau.
Zu diesem Zweck sollte daher in der vorliegenden Arbeit der zellspezifische Knockkdown
von BDNF durch juxtazellulire Transfektion etabliert werden, um anschlieffend den
Einfluss dieses BDNF-Knockdowns auf die synaptische Transmission zu untersuchen. Des
Weiteren sollte der Wirkungsort von BDNF wihrend der hippokampalen LTP mithilfe
des TrkB-Inhibitors K252a bestimmt werden.



2 Materialien
2.1 Chemikalien

Adenosintriphosphat (Mg-ATP)
Aprotinin

Arabinosylcytosin (AraC)

B27

Basal medium eagle (BME)
Borsaure

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNAse

Essigsdure (CH3;COOH)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Fotales Kélberserum (FCS)
Glucose

Glutamax

Glutamin

(PlusOne) Glycerin

Glycin

Guanosintriphosphat (Na-GTP)
HEPES

Immu-Mount

Insulin

K252a

Kaliumacetat (CH3COOK)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumgluconat
Kaliumhydroxid (KOH)
Kalziumchlorid (CaCly)

Sigma

Roche

Sigma

Tocris Bioscience
Gibco

Merck
Sigma-Aldrich
Roche

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco

Sigma
Invitrogen
Invitrogen

GE Healthcare
Roth

Sigma

Serva

Fisher Scientific
Sigma
Alomone Labs
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
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LB-Agar

LB Broth (Lennox)

Leupeptin

Magnesiumchlorid (MgCls)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Mangan (II)-chlorid (MnCly)
Minimalmedium (MEM)

MOPS

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihdrogenphosphat (NaHsPOy,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat

Neurobasalmedium (NB)
Dinatriumhydrogenphosphat (NagHPOy,)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Nonidet™ " P40 Substitute (NP-40)
Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
Pferdeserum (HOS)

Phenolrot
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphokreatin (Na-PC)

Picrotoxin (PTX)

Polyornithin (PO)
Rinderserumalbumin (BSA)
Rubidiumchlorid (RbCl)

Salzsdure (HCI)

Silberchlorid (AgCl)

5.0.C. Medium

Tetrodotoxin (TTX)

Tris

Triton X-100

Trypsin 2,5 %

2.2 Kits

BCA-Proteinassay

EndoFree Plasmid Maxi Kit

HiPerFect Transfection Reagent
Quantikine Human BDNF Immunoassay
Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit

Sigma

Sigma

Roche

Roth

Sigma

Merck
Invitrogen
Sigma

Roth

Merck

Sigma
Invitrogen
Gibco

Merck

Roth

Fluka / Sigma
Electron Microscopy Sciences
Gibco

Gibco

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Serva,
Sigma-Aldrich
Sigma

Fluka
Invitrogen
Tocris Bioscience
biomol
PlusOne
Gibco

Thermo Scientific
Qiagen

Qiagen

R&D Systems, Inc.
Dow Corning
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Borosilikatglaskapillaren (GB150F-8P)
Deckglaser () 50 mm
Einmal-Probenréhrchen

Exadrop® G (gravity)

Filterkerze Por. 3

Filtropur s 0.2

Glasflaschen (Duran® 0,1 - 21.)
Membrex 4 CA, 0,2 pm, steril
Messkolben (Duran® 0,5 - 1L)
Messzylinder (Duran® 0,1 - 1L)
Microfil 28 G, 97 mm

24er Mikrotiterplatte

96er Mikrotiterplatte
Millicell®-Kultureinsatz
pH-Elektrode (BlueLine 28 pH)

3,5 cm Petrischalen

6 cm Petrischalen

Platindraht 0,5 mm
Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO)
1,5 mL SafeSeal Reagiergefafs

2mL SafeSeal Reagiergefafs

12mL Rohrchen

15 mL Rohrchen

50 mL Rohrchen

Silberdraht 0,125 mm

Silberdraht 0,25 mm

Skalpell

Sterican 0,6 mm x 80 mm, 23 G x 33"
25 cm? Zellkulturflasche

Science Products
Menzel-Gléser

Advanced Instruments, Inc.
Braun

Duran Group

Sarstedt

Duran Group

membraPure

Duran Group

Duran Group

World Precision Instruments, Inc.
Nunc

Nunc

Nunc

SI Analytics

Nunc

Nunc

Neolab

Osram

Sarsted

Sarsted

greiner bio-one

greiner bio-one

greiner bio-one

Goodfellow Camebridge Ltd.
Science Products

Feather

Braun

TPP
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2.4 Gerate

AD-DA Wandler (Digidata 1322A)
Badheizung (Temperature Controller V)
Gewebeschneider
Inkubator
Interface (CED 1401)
Kaltlichtquelle (halolux 150)
Kamera (Spot RT" " SE6 Monochrome)
Immersionskammer (LN Insert Typ C)
Laser-Scanning-Mikroskop

(LSM 780 am Axio Examiner)
Mikromanipulatoren (LN mini / combi)
Mikromanipulatorkontrollbox (SM-1)
Mikrotiterplatten-Photometer

(Infinite® F200)
10x Objektiv (UMPLFL)
20x Objektiv (W Plan-ACHROMAT)
60x Objektiv (LUMPLFL/IR)
63x Objektiv (W Plan-ACHROMAT)
Osmometer (Fiske® 210 Micro)
Pipettenziehgerit (PIP 5)
Pipettenziehgerét (PP-830)
Quecksilberdampflampe
Shutter (VMM-D1)
Stimulator (Model 2100)
Systemmikroskop (BX51-WI)
Thermomixer comfort
Vakuumpumpe (AZ 02)
Videomonitor (WV-BM1410)
Verstirker (ELC-03XS)
Verstirker (EPC8)
Verstérker (EXT-02F)
Zentrifuge (Centrifuge 5804 R)
Zentrifuge (Mikro 200R)
Zentrifuge (Rotina 420R)

Axon Instruments/Molecular Devices
Luigs & Neumann

Mcllwain

Binder

CED

STREPPEL Glasfaseroptik
Diagnostic Instruments Inc.

Luigs & Neumann

Zeiss

Luigs & Neumann
Luigs & Neumann
Tecan Group Ltd.

Olympus

Zeiss

Olympus

Zeiss

Advanced Instruments, Inc.
HEKA

Narishige
Olympus

Uniblitz

A-M Systems, Inc.
Olympus
eppendorf

Roth

Panasonic

npi

HEKA

npi

eppendorf

Hettich

Hettich
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2.5 DNA

2.5.1 Plasmide

pEGFP-N1 (Accession No. U55762) Clontech

2.5.2 siRNA

BDNF-283 siRNA (Qiagen)
Zielsequenz 5- CG GGTGATGCTCAGCAGTCAA -3
Sense-Strang - GGUGAUGCUCAGCAGUCAA tt -3
Antisense-Strang 3- GC CCACUACGAGUCGUCAGUU -5’
Control (non-silencing) siRNA (1022076, Qiagen)
Zielsequenz 5- AA TTCTCCGAACGTGTCACGT -3
Sense-Strang - UUCUCCGAACGUGUCACGU  tt -3
Antisense-Strang  3’-  tt AAGAGGCUUGCACAGUGCA -5’
DPP6 siRNA (Qiagen)
Zielsequenz 5- AA CTGGAAAGGAATCGCCATT -3
Sense-Strang 5- CUGGAAAGGAAUCGCCAUU  tt -3
Antisense-Strang  3’-  tt GACCUUUCCUUAGCGGUAA -5’
GFP-22 siRNA (1022064, Qiagen)
Zielsequenz 5- CG GCAAGCTGACCCTGAAGTTC AT -3
Sense-Strang 5- GCAAGCUGACCCUGAAGUUC AU -3
Antisense-Strang 3- GC CGUUCGACUGGGACUUCAAG -5’

2.6 Versuchstiere

C57BL/6 Charles River
GAD67-GFP Tamamaki et al. [2003]
Sprague Dawley Ratten Charles River

2.7 Software

IMARIS Bitplane Scientific Software

INTRACELL 1.5 Leibniz-Institut fiir Neurobiologie
Magdeburg

MagellanTM V 6.5 Tecan Group Ltd.

Meta Imaging Series 7.5.3 Molecular Devices

Mini Analysis Program 6.0.7 Synaptosoft

Origin 8 OriginLab Corporation

pClamp 8 Axon Instruments

SPSS 21 IBM Corp.
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2.8 Medien und Puffer

BME/10 % FCS

10 mM

5) mM

1 mM
10 %
36 mgL !

FElektroporationspuffer (EPO-Puffer)

137 mM
15 mM
D mM
0,7 mM
frisch hinzufiigen:
6 mM
1,8 mM
1 mM
0,01 mM

HEPES-gepufferte Saline (HBS)

100 mM

20 mM

4 mM

1 mM
frisch hinzufiigen:

10 mM

2 mM

1 mM

0,01 mM

siche Abschnitt 3.1.2
HEPES

Glucose
Glutamax

FCS

Insulin

in BME

siehe Abschnitt 3.5.1
NaCl

HEPES

KCI

NagHPO4

Glucose

C&Clg

MgCIQ

Glycin

in Hy,O

pH 7,05

293 mOsmol L1

siehe Abschnitt 3.4.2.1 und 3.5.1
NaCl
HEPES
KCI
Na,HPO,

Glucose

CaCl,

Mng

Glycin

n HQO

pH 7,38

240 mOsmol L+
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Lysispuffer
150 mM
50 mM
2 mM
1 %
1 %
frisch hinzufiigen:
1 mM
10 pgmL !
1 pgmL !
MPBS -/-
10 mM
10 mM
1 mM
1 mM
1 mM
2,5 mLL™!
6 pgmlL !
1 mgmL !
MPBS +/+
4 mM
5,8  mM
NB/B27
20 mL L™t
2,5 mLL!
2 mM

NB/B27 Stoppini (Kulturmedium,)
1 %
3,5 mM

siehe Abschnitt 3.3.1
NaCl

Tris

pH 7.5

EDTA
Triton-x100
NP-40

in HQO

PMSF
Aprotinin
Leupeptin

siehe Abschnitt 3.1.2
HEPES

Glucose
Glutamax
Pyrovat
Phenolrot
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
DNAse

BSA

in PBS

pH 7,4

siche Abschnitt 3.1.2
C&Clg

MgCIQ

in MPBS —/—

siehe Abschnitt 3.1.1

B27
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
Glutamax

in NB

siehe Abschnitt 3.1.1
Pferdeserum
MgCIQ
in NB/B27



2 Materialien

20

Phosphatpuffer
38 mM
161,9 mM
TFB 1
30 mM
10 mM
50 mM
100 mM
15 %
TFB I
10 mM
75 mM
10 mM
15 %

siehe Abschnitt 3.4.2.1
NaH,PO,

NagPO4

in Hy,O
pH72-74

sieche Abschnitt 3.2.1
CH3;COOK

CaCl,

MnCl,

RbCl

Glycerin

pH 5,8 mit CH3COOH
steril filtriert

sieche Abschnitt 3.2.1
MOPS

C&Clg

RbCl

Glycerin

pH 6,5 mit KOH
steril filtriert
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artifizielle Zerebrospinalflissigkeit (aCSF) (in mM)

aCSF1 aCSF2 aCSF3 aCSF4 aCSF5

s. Abschnitt 3.5.2 3531 3531 3532 3533
NaCl 80 98 85 90 80
NaHCOg 25 25 25 24 25
KCl1 2,5 2,1 2,5 2,5 2,5
NaH,PO, 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
frisch hinzufiigen:

Glucose 10 10 10 10 10
MgCly 4 1 4 2 4
CaCly 4 2 4 2,5 4
PTX 0 0 0 0 0,001
DMSO (in %) 0 0 0 0 0,1
K252a (in nM) 0 0 0 0 200
pH 7,4 7,4 7.4 7.4 7,4
Osmolaritéit (in mOsmol L™') 230 249 240 240 243
Temperatur RT 32°C RT RT RT

Pipettenlisungen (in mM)

Intral Intra2 Intra3 Intrad

s. Abschnitt 3.0.3.1 3.5.3.1 3.5.3.2 3.9.3.3
KCl 15 Y 5 5
HEPES 10 10 10 10
NaCl 2.5 1 1 1
EGTA 0,5 1 1 0,5
MgCly 0 1 1 0
frisch hinzufiigen:

Kaliumgluconat 106 100 105 115 / 100
DMSO (%) 0 0 0 0/0,1
Mg-ATP 4 4 2 4
Nag-GTP 0,5 0,5 0,5 0,5
Nao-PC 7,5 7,5 0 7,5
pH 7.3 7.2 72 72-73
Osmolaritit (in mOsmol L) 239 225 230 230

Offset-Potential (in mV) -15 -15 -15 -16
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3.1 Zellkultur
3.1.1 Organotypische hippokampale Schnittkulturen

Die Préiparation organotypischer Schnittkulturen erfolgte nach der von Stoppini et al.
[1991] entwickelten Methode. Dafiir wurden neugeborene (P3-P5) Wildtyp (C57BL/6)
oder GAD67-GFP [Tamamaki et al., 2003] M&use verwendet. Nach Dekapitation der
Maus wurde der Kopf fiir 30s in sterilem PBS auf 4°C heruntergekiihlt. Zur Entnah-
me des Gehirns wurde die Kopfhaut und der darunter liegende Schidel entlang der
Sagittalnaht geoffnet, um anschlieffend das Gehirn mithilfe eines Loffels in eine mit
Praparationsmedium (MEM incl. 2mM Glutamin, 4 °C) gefiillte Priparationsschale zu
iiberfithren. Nach der Entfernung von Riechkolben und Kleinhirn wurden mit einem Ge-
webeschneider (Mcllwain) 385 pm dicke Sagittalschnitte (mit einem Winkel von ca. 10°)
des Gehirns hergestellt (siche Abbildung 3.1 a). Nach der Separation der Hirnschnitte
wurde die hippokampale Formation (Hippokampus, Subiculum und entorhinaler Kortex)
isoliert und auf eine in Kulturmedium (1 mL) dquilibrierte PTFE Membran (Millicell®-
Kultureinsatz) transferiert (siche Abbildung 3.1 b). Nach der Entfernung von iiberschiis-
sigem Préiparationsmedium wurde der entorhinale Kortex leicht vom Hippokampus ab-
gespreizt. Die Inkubation der Schnittkulturen erfolgte bei 37 °C und 5,3 % CO3 bei 100 %
Luftfeuchtigkeit. Alle zwei bis drei Tage erfolgt ein Austausch des Kulturmediums. Be-
ginnend mit dem ersten Medienwechsel wurden bei jedem zweiten Medienwechsel 10 pM

AraC hinzugefiigt.
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a
Kleinhirn
SN Riechkolben
P LA -Hippokampus —
GD
CA3

Abbildung 3.1: Priparation organotypischer hippokampaler Schnittkulturen. a Dorsale
Ansicht eines Gehirns der Maus (oben). Riechkolben und Kleinhirn wurden entlang der
gepunkteten Linie entfernt, die Schnittebenen sind durch gestrichelte Linien angedeutet.
Schematische Darstellung eines Sagittalschnitts (unten). b Millicell®-Kultureinsatz mit
hippokampalen Schnittkulturen (oben), schematische Darstellung der hippokampalen For-

mation (unten).

3.1.2 Dissoziierte hippokampale Neurone

3.1.2.1 Beschichtung von Kulturgefiflen zur Adhésion hippokampaler Neurone

Zur Adhésion hippokampaler Neurone an die Oberfliche von 24er Mikrotiterplatten wur-
den die einzelnen Wells mit Polyornithin (PO) beschichtet. Hierzu wurde 1 mgmL~! PO
in 0,15 M Borsdure (pH 8,35) gelost. Die PO-Losung (200 uL/ Well) verblieb fiir mehr
als fiinf Stunden in Kontakt mit der Oberfliche der Mikrotiterplatte. Anschliefend wur-
den Reste der PO-Losung durch fiinf Waschschritte mit sterilem bidestilliertem Wasser
entfernt. Die Mikrotiterplatten trockneten im Anschluss unter sterilen Bedingungen und

wurden bei 4°C gelagert.
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3.1.2.2 Prdparation dissoziierter hippokampaler Neurone

Fiir die Praparation dissoziierter hippokampaler Neuronen wurden junge Ratten (PO-
P3) verwendet. Nach der Dekapitierung wurde die Kopfhaut und der darunter liegende
Schédel entlang der Sagittalnaht mithilfe eines Skalpells ge6ffnet. Das Gehirn wurde in
eine mit MPBS +/+ (4°C) gefiillte Praparationsschale iiberfiihrt, der Hippokampus bei-
der Hemisphiren isoliert und anschliekend mit Einschnitten an der Oberfliche versetzt.
Die vorbereiteten Hippokampi wurden bis zum nachfolgenden Verdau in MPBS +/+
4°C autbewahrt. Der durch die Oberflichenvergroferung begiinstigte Verdau der Hip-
pokampi erfolgte in einer 0,25 %igen Trypsinlosung (verdiinnt in MPBS -/-) bei 37 °C im
Thermoschiittler (Thermomixer comfort) fiir aus Tabelle 3.1 zu entnehmende Inkubati-
onszeiten. Nach mehrmaligem Triturieren der Gewebereste auf Eis wurde der Uberstand
in ein mit BME/10% FCS gefiilltes Rohrchen (15mL) iiberfiihrt. Die Zellsuspension
wurde anschliefsend bei 1300 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und das entstandene
Pellet in 3mL BME/10 % FCS aufgenommen. Diese sowohl Astrozyten als auch Neuro-
ne beinhaltende Zellsuspension wurde zur Trennung der beiden Zelltypen fiir circa eine
Stunde bei 37°C in einer 6 cm Petrischale inkubiert. Die unterschiedlichen Adhésions-
eigenschaften beider Zelltypen wurden dabei ausgenutzt. Die Adhésion von Astrozyten
erfolgt schneller als die von Neuronen, weshalb sich diese nach der Inkubation weiterhin
im Uberstand befinden. Diese Neuronensuspension wurde in ein 15 mL Réhrchen iiber-
fiihrt, bei 1300 rpm fiir 10 min bei 25°C zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in
3mL BME/10% FCS resuspendiert. 150000 Neurone wurden pro Well einer 24er Mi-
krotiterplatte (PO-beschichtet, siehe Abschnitt 3.1.2.1) ausgesit. Nach 4-24 Stunden
erfolgte ein Mediumaustausch von BME/10% FCS durch NB/B27. Die Neuronenkul-
turen verweilten bis zur Transfektion mit siRNA (siehe Abschnitt 3.1.3) bei 37°C, 5%
COs und 100 % Luftfeuchtigkeit.

Tabelle 3.1: Inkubationszeiten fiir den

Verdau neuronalen Gewebes

Stadium Inkubationszeit
P0O-P1 8 min
P2 10 min

P3 12 min
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3.1.3 siRNA Transfektion

Die Transfektion von dissoziierten hippokampalen Neuronen mit siRNA erfolgte mit Hilfe
der HiPerFect Transfektionslosung entsprechend den Herstellerangaben. Zur Transfek-
tion von fiinf Tage alten hippokampalen Neuronen wurde pro Kulturwell 100 nL eines
Transfektionsmixes hergestellt. Hierzu wurde sowohl HiPerFect als auch siRNA getrennt
voneinander in NB/B27 verdiinnt und anschliefend vermengt. Fiir eine zusétzliche Pseu-
dotransfektion wurde ein Transfektionsmix ohne siRNA hergestellt. Der Transfektions-
mix wurde fiir 5-10min bei RT inkubiert. Wéhrenddessen wurde das konditionierte
Kulturmedium in den Kulturwells auf 400 pL. reduziert, sodass das Endvolumen nach
Zugabe des Transfektionsmixes 500 uL. betrug. Die Konzentrationen von siRNA und Hi-
Perfect konnen der Tabelle 3.2 entnommen werden. Der Transfektionsmix verblieb auf

den Neuronenkulturen bis zu deren weiteren Verwendung.

Tabelle 3.2: Transfektionsmix

Stockkonzentration Menge gelost in
siRNA 20 pM 0,5 Lt 50 uL NB/B27
HiPerfect 2uL 50 L NB/B27

I entspricht 20nM pro 500 pL. Endvolumen

3.2 Molekularbiologie

3.2.1 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Escherichia coli (F.coli C600) Zellen wurden entsprechend einer nach Ha-
nahan [1983] modifizierten Methode hergestellt. Hierzu wurde LB-Medium (4 mL) mit
E.coli C600 beimpft und iiber Nacht (UN) bei 37°C (250 rpm) inkubiert. Die Vorkultur
wurde in 100mL LB-Medium (incl. 20 mM MgSOy, steril filtriert) transferiert und bis
zum Erreichen einer ODgyy = 0,4 - 0,6 bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation (5min
bei 4500 x g, 4°C) der Bakterienkultur wurde das Zellpellet in 40 mL kaltem TFB I Puffer
resuspendiert und fiir 5min bei 4 °C inkubiert. Anschliefend wurde die Bakterienkultur
durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (wie zuvor) pelletiert und in 4mL TFB II
Puffer aufgenommen. Nach 15 - 60 min Inkubation bei 4°C wurden die kompetenten
E.coli C600 Zellen aliquotiert und bei —80°C gelagert.
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3.2.2 Transformation kompetenter Zellen

Fiir die Transformation mit Plasmid-DNA wurden kompetente E.coli C600 Bakterien
fiir 10 min auf Eis aufgetaut. 2,5 pL isolierter DNA-Losung wurden zu 50 ul. der kom-
petenten Bakterienlosung gegeben und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der
Plasmid-DNA erfolgte durch einen Hitzeschock (45s bei 42°C). Anschliefend wurden
die transformierten Bakterien fiir 2 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 900 uLL
kaltem S.O.C. Medium wurde die Bakterienldsung fiir 60 min bei 37°C inkubiert und
im Anschluss auf einer mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzten LB-Agarplatte

ausplattiert.

3.2.3 Herstellung von Glycerinstocks

Einzelne Kolonien transformierter Zellen wurden fiir die Beimpfung von LB-Medium fiir
die Herstellung einer Vorkultur verwendet (siehe Abschnitt 3.2.1). 200 pL. der Bakterien-
kultur wurden mit 800 pL. Glycerin versetzt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

anschliefsend bei —80°C gelagert.

3.2.4 Plasmidaufreinigung

Fiir die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde das EndoFree®
Plasmid-Kit verwendet. Die Plasmidaufreinigung erfolgte entsprechend den Hersteller-
angaben und die aufgereinigte DNA wurde anschliekend in Wasser gelost. Sowohl die
Konzentration als auch die Reinheit der DNA-Losung wurden UV-spektroskopisch be-
stimmt. Anhand der gemessenen Extinktion bei 260nm ldsst sich die Konzentration

doppelstringiger DNA entsprechend des folgenden Verhiltnisses berechnen:
Es = 1 entspricht 40 pgmL !

Die Abschitzung der Reinheit erfolgt iiber das Verhéltnis der Extinktion bei 260 nm
zu der Extinktion bei 280nm. Hierbei sprechen Werte um 1,8 fiir eine reine DNA-
Isolierung, Verhiltnisse iiber 2 weisen auf eine erhéhte RNA-Konzentration hin und
Werte unter 1,8 deuten auf eine Proteinkontamination. Mithilfe des verwendeten Auf-
reinigungsystems wurde sowohl der benétigte Reinheitsgrad (1,73 - 1,80) als auch die
Abwesenheit von Endotoxinen gewéhrleistet, der fiir die Transfektion von Neuronen es-

sentiell ist.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden
3.3.1 Herstellung von Ganzzelllysaten

Ganzzelllysate wurden aus dissoziierten hippokampalen Neuronen (siehe Abschnitt 3.1.2)
nach sieben Tagen in Kultur beziehungsweise zwei Tage nach der siRNA-Transfektion
(siche Abschnitt 3.1.3) hergestellt. Dazu wurde das Kulturmedium abgenommen und
verbleibende Mediumreste durch einen Waschschritt mit PBS (400 uL, 37°C) entfernt.
Die Zelllysis erfolgte anschliefend durch die Zugabe von 350 uL. Lysispuffer (4 °C), worin
die Zellen fiir eine Minute auf einem gekiihlten Aluminiumblock geschwenkt wurden.
Nach mikroskopischer Kontrolle des Fortschritts der Zelllysis wurden die Zelllysate in
Eppendorfgefife iiberfiihrt, fiir 5 min bei 4 °C und 600 rpm im Thermomixer behandelt
und anschliefend fiir 10 min bei 13000x g (4°C) zentrifugiert (Centrifuge 5804 R). Der
Uberstand wurde aliquotiert und schrittweise zuerst auf —20°C, anschliefend auf —80 °C

heruntergekiihlt.

3.3.2 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Ganzzelllysate wurde das BCA-Protein-
assay Kit verwendet. Gemél den Herstellerangaben wurde eine als Standard dienende
BSA-Verdiinnungsreihe (0 - 2mgmL~! verdiinnt im in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen
Lysispuffer) angefertigt. 25nL jedes BSA-Standards als auch der zu untersuchenden
unverdiinnten Proben wurden in einer 96er Mikrotiterplatte aufgetragen (Doppelbe-
stimmung) und anschliefend mit 200 pL. der BCA-Arbeitslosung vermengt. Nach 30 min
Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 570nm (Referenzwellenlinge: 405nm)
photometrisch bestimmt (Mikrotiterplatten-Photometer: Infinite® F200). Anhand der
bekannten Konzentrationen der BSA-Verdiinnungsreihe und den entsprechenden Ab-
sorptionswerten konnte eine Standardkurve angefertigt werden, die fiir die Bestimmung
der Proteinkonzentration der zu untersuchenden Proben verwendet wurde. Die Gesamt-
proteinkonzentration einer Probe wurde zur Normierung der entsprechend Abschnitt

3.3.3 gemessenen BDNF-Konzentration der gleichen Probe verwendet.
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3.3.3 BDNF-ELISA

Die Bestimmung des BDNF-Gehalts von Ganzzelllysaten dissoziierter hippokampaler
Neurone erfolgte mittels des humanen BDNF-Immunoassays. Entsprechend den Her-
stellerangaben wurde die mit einem monoklonalen BDNF-Antikorper (coat-Antikorper)
vorbehandelte Mikrotiterplatte mit der unverdiinnten Probe beladen um vorhandenes
BDNF zu binden. Nach zweistiindiger Inkubation wurden ungebundene Molekiile durch
drei Waschschritte entfernt. Zu dem in der Mikrotiterplatte gebundenen BDNF-Protein
wurde ein BDNF-spezifischer, Enzym-gekoppelter monoklonaler Antikérper hinzugefiigt
(Detektionsantikorper). Nach der Entfernung von iiberschiissigem Detektionsantikérper
wurde die entsprechende Substratlésung hinzugefiigt, deren Farbreaktion proportional
zur gebundenen BDNF-Konzentration war. Diese Farbentwicklung wurde nach 30 min
gestoppt und anschliefend photometrisch bei 450 nm detektiert (Mikrotiterplatten-Pho-
tometer: Infinite® F200). Zur Wellenlingenkorrektur wurde die Absorption bei einer Re-
ferenzwellenléinge von 570 nm gemessen. Eine BDNF-Standard-Verdiinnungsreihe diente
der Erstellung einer Eichgeraden zur Bestimmung der BDNF-Konzentration in der Pro-
be. Standardméfig wurde eine Dreifachbestimmung der BDNF-Konzentration einer Pro-
be durchgefiihrt.

3.4 Mikroskopie
3.4.1 Epifluoreszenzmikroskopie

Organotypische hippokampale Schnittkulturen wurden an einem aufrechten Systemmi-
kroskop (BX51-WI) mit einem 10x (UMPLFL, n.A.: 0,3) und einem 60x (LUMPLFL/IR,
n.A.: 0,9) Wasserimmersionsobjektiv untersucht. Zur Identifizierung und Analyse von
transfizierten CA1 Pyramidenzellen wurde eine als Lichtquelle dienende 100 W Queck-
silberdampflampe und ein geeigneter Filterwiirfel (HQ-Filterset fiir eGFP) verwendet.
Die Bildaufnahme erfolgte mit einer CCD Kamera (Spot RT" SE6 Monochrome). Bei
quantitativen Analysen der eGFP-Fluoreszenz war die Belichtungsdauer auf die Bild-
aufnahme beschriankt. Die Verschlussblende wurde elektronisch iiber die externe Shut-
terkontrolle (VMM-D1) mithilfe der MetaVue-Software gesteuert. Die Fluoreszenzbilder

wurden spéiter offline mithilfe der MetaMorph Software analysiert.
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3.4.2 Konfokale Mikroskopie

3.4.2.1 Fixierung von organotypischen Hippokampusschnitten

Zwei bis drei Tage nach der juxtazelluliren Transfektion (siehe Abschnitt 3.5.1) wurde
die Fluoreszenz eGFP-exprimierender Neurone qualitativ mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop untersucht. Dieses geschah sowohl an unfixierten als auch fixierten
Schnittkulturen. Die Fixierung erfolgte durch Inkubation in 4 % PFA (in 0,2 M Phosphat-
Puffer) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT). Die Schnittkulturen wurden mit
Immu-Mount auf Objekttrager aufgebracht und iiber Nacht bei RT getrocknet. Die Pré-
parate wurden bei —20°C und in Dunkelheit gelagert.

3.4.2.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die qualitative Analyse eGFP-exprimierender Zellen erfolgte mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (LSM 780 am Axio Examiner). Als Punktlichtquelle diente ein
Argonlaser (488nm, 25mW). Ein 20x (W Plan-ACHROMAT, n.A. 1,0) und ein 63x
(W Plan-ACHROMAT, n.A. 1,0) Wasserimmersionsobjektiv wurden verwendet. Fiir die
Bildakquisition wurde die Zen 2010 Software verwendet, wobei Ubersichtsaufnahmen
mit 20facher Vergroferung und Detailaufnahmen mit 63facher Vergroferung mit un-
terschiedlichen Einstellungen aufgenommen wurden (siehe unten). Die Bildbearbeitung
erfolgte mit IMARIS.

| 20x 63x
Laserintensitit 0,1% 2%
Lochblende 33 pm 101 pm
Verweildauer / Pixel 0,39 ps 5,76 uis

Strahlenteiler 490 - 640 nm
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3.5 Elektrophysiologie
3.5.1 Juxtazelluldre Ableitung und Transfektion

Die Transfektion einzelner Neurone mittels elektrischer Stimulation wurde in acht bis elf
Tage alten organotypischen Hippokampusschnitten mithilfe des ELC-03XS Verstarkers
durchgefiihrt [Daniel et al., 2013|. Eine einzelne Schnittkultur wurde in eine mit sterilem
und vorgewédrmten (30°C) HBS gefiillte Badkammer iiberfiihrt. Die zu transfizierende
DNA (0,065 pguL™') / siRNA (0,65 pM)! wurde auf Eis aufgetaut und anschliefend
in einer der folgenden Pipettenlosungen (4°C) verdiinnt: HBS (angepasst an die Os-
molaritédt des Kulturmediums) oder EPO-Puffer (Osmolaritét entsprechend der in vivo
Situation). Die DNA-Losung wurde in eine Mikropipette mit einer besonderen Form ge-
fiillt (hergestellt mit einem PIP5 Pipettenziehgerit, siche Abbildung 3.2 a). Durch die
vergleichsweise flache konische Pipettenspitze wird die Fallung der DNA in der Pipette
minimiert, welches ansonsten zur Verstopfung der Pipettendffnung fiithren kénnte. Durch
depolarisierende Spannungspulse (3 mV) wurde sowohl der Pipettenwiderstand, als auch
der Abdichtwiderstand bei der Anniherung an eine nach morphologischen Kriterien
ausgesuchte Zelle, gemessen. Nach Erreichen der [oose seal Konfiguration (20 - 60 M)
wurde die neuronale Natur der gewéhlten Zelle durch das spontane Auftreten von Ak-
tionsstromen oder deren Auslosen durch die iiberschwellige Stimulation der Schaffer-
Kollateralen bestéatigt. In Folge wurde die Einzelzelltransfektion durch ein hochfrequen-
tes Stimulationsprotokoll (150 Pulse & 250 Hz) mit variierenden Stimulationsstérken im
VCx10 oder CCx10? Modus durchgefiihrt. Juxtazellulire Ableitungen wie auch die
juxtazelluldre Transfektion erfolgten mit dem gleichen Verstiarker (ELC-03XS). Die sti-
mulierte Zelle wurde fiir 10s keinen weiteren elektrischen oder mechanischen Reizen
ausgesetzt, um eine Regeneration zu begilinstigen. Mit derselben Pipette wurden nach-
einander bis zu zehn weitere Zellen behandelt. Anschliefsend wurde der Schnitt auf eine
neue, dquilibrierte Millicell®-Membran iiberfiihrt und verbleibende Pufferreste wurden
sorgfiltig entfernt. Die Schnitte wurden fiir zwei bis drei Tage bei 30°C und 5% CO,
inkubiert. Alle Komponenten des Versuchsaufbaus, die in Kontakt mit der Schnittkultur

standen, wurden zu Beginn des Experiments mit 70 %igem Ethanol sterilisiert.

! Endkonzentrationen
2high range VC bzw. CC-Modus, zur Stimulation und Elektroporation
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Transfektion

Patch clamp

Abbildung 3.2: Eigenschaften von Glaspipetten fiir juxtazelluldre Ableitungen und Trans-
fektion. a Aufnahme einer Mikropipette zur Nutzung fiir juxtazellulére Transfektion (links).
Eine konische Form ist fiir eine erfolgreiche Transfektion von Bedeutung. Phasenkontrast-
aufnahme der Pipettenspitze () 2 pm) bei hoherer Vergroferung (rechts). b Aufnahme einer
klassischen Mikropipette fiir Patch clamp Experimente (links) und deren Pipettenspitze bei
hoherer Vergroferung (rechts).

3.5.2 Messung von Feldpotenzialen in der CA1 Region des Hippokampus

Feldpotentialmessungen wurden simultan mit juxtazelluliren Messungen (siche Ab-
schnitt 3.5.1) an organotypischen Hippokampusschnitten durchgefiihrt (siehe Abbildung
3.3). Die Schnittkulturen wurden mit konstant begaster artifizieller Zerebrospinalfliis-
sigkeit (aCSF1) iiberspiilt. Die Begasung mit 5% COy / 95 % O, erfolgte iiber eine Fil-
terkerze (Porengrofe 3). aCSF1 wurde ebenfalls als Pipettenlosung fiir Feldableitungen
verwendet. Die Mikropipetten hatten einen Pipettenwiderstand von circa 1 M€2. Die Sti-
mulationselektrode wurde im stratum radiatum positioniert, wihrend die resultierenden
Feldpotentiale im stratum pyramidale der CA1 Region abgeleitet wurden. Ein Einschnitt
in der CA2 Region beugte spontanen und durch Stimulation induzierten Entladungen
vor |De Simoni & Edwards, 2006, Schwartzkroin & Prince, 1978|. Fiir extrazellulire
Ableitungen wurde der EXT-02F Verstirker und das CED 1401 Interface verwendet.
Die Korrektur des Offsets erfolgte individuell fiir jede Feldableitung. Das Signal wurde
200fach verstarkt und mit einem 3 kHz Tiefpassfilter gefiltert. Die Datendigitalisierung
erfolgte mit 10 kHz und zur Datenaufnahme und —analyse wurde INTRACELL 1.5 Soft-

ware verwendet.
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Feldableitung

U

Stimulation

S

juxtazelluldre Ableitung

Abbildung 3.3: Simultane Ableitung von Feldpotentialen und juxtazelluldren Strémen in
der CA1 Region des Hippokampus nach préasynaptischer Stimulation. Die Stimulationselek-
trode wurde im stratum radiatum platziert, wihrend juxtazelluldre und Feldableitungen in

der CA1 Region gemessen wurden. CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus

3.5.3 Whole-cell patch clamp Messungen in CA1 Pyramidenzellen

Ganzzellableitungen wurden in ein bis zwei Wochen alten organotypischen Hippokam-
pusschnitten durchgefiihrt. Mindestens eine Stunde vor Beginn des Experiments wurde
ein Schnitt in der CA2 Region des Hippokampus gesetzt, um spontane wie auch durch
Stimulation induzierte Entladungen zu verhindern. Wiahrend der Messung wurde der
Schnitt mit einem Platinring in der Immersionskammer (LN Insert Typ C aus Keramik)
fixiert und konstant mit begaster (5% COs / 95 % O3) aCSF (Durchflussgeschwindigkeit:
2,5 mL min~') iiberspiilt.

Elektrophysiologische Messungen wurden mit der pClamp 8 Software gesteuert und
ausgewertet. Als Hardwarekomponenten wurde der Digidata 1322 AD/DA-Wandler,
ein Stimulator (Modell 2100) und ein EPCS8 Verstirker verwendet. Der dazugehorige
Operationsverstérker, das Systemmikroskop (BX51-WI) sowie die Stimulationselektro-
de wurden tiber Mikromanipulatoren (LN mini / combi) positioniert. Die fiir die Stimu-
lation und Ganzzellableitungen verwendeten Mikropipetten wurden aus Borosilikatglas
(GB150F-8P) mithilfe eines Pipettenziehgerits (PP-830) zu Beginn eines Experiments
hergestellt. Deren Befiillung mit sterilfiltrierter (Membrex 4 CA; 0,2 pm) intrazellulérer
Losung (4°C) erfolgte mit einem Glasfilament (Microfil 28 G). Der Pipettenwiderstand
(6 - 9MQ) wurde mit depolarisierenden Spannungspulsen (3 mV) bestimmt und die Mi-
kropipette anschliekend mit Uberdruck an die Schnittoberfliche herangefiihrt. Grenzfli-
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chenpotentiale, die durch unterschiedliche Ionenkompositionen der intra- und extrazellu-
laren Losung entstehen, wurden vor Beginn der Sealbildung mit einer Offset-Korrektur
herausgerechnet. Der Betrag des Grenzflaichenpotentials wurde mit der pClamp Software
fiir jede verwendete Losungskombination berechnet und ist in Abschnitt 2.8 aufgefiihrt.
Zur Ausbildung eines Seals wurde die Pipettenspitze mit leichtem Uberdruck und un-
ter Kontrolle des Pipettenwiderstands an die Zellmembran herangefiihrt bis eine leichte
Eindellung der Membran zu erkennen war. Anstatt Uberdruck wurde nun leichter Un-
terdruck an der Pipettenspitze angelegt bis der Gigaseal erreicht wurde. Die durch den
Spannungspuls ausgeloste Stromantwort zum Test des Gigaseals weist zu dessen Beginn
und Ende Umladeartefakte auf, die mithilfe des EPC-8 Verstarkers kompensiert wurden.
Die Pipettenspitze wurde mit leichtem Uberdruck wenige Mikrometer von der Zelle ent-
fernt, um die Zellmembran zu entlasten. Anschliefsend wurde der Membranbereich unter
der Pipette durch das Anlegen von Unterdruck durchbrochen und die whole-cell patch
clamp Konfiguration erreicht. Im whole-cell Modus kénnen nun sowohl lonenstréome in
der Spannungsklemme (voltage clamp Modus) als auch das Membranpotential in der
Stromklemme (current clamp Modus) abgeleitet werden. Im voltage clamp Modus abge-
leitete Signale wurden, wenn nicht anders beschrieben, bei 3kHz gefiltert (Besselfilter)
und mit 10 kHz digitalisiert, wihrend im current clamp Modus abgeleitete Signale bei
5kHz gefiltert und mit 20 kHz digitalisiert wurden.

3.56.3.1 Messung von Aktionspotentialen

Aktionspotentiale von transfizierten Neuronen nach Kim et al. [2008]

Um die Moglichkeit der Regulation endogener Proteine durch das Einbringen von siRNA
in Neurone iiber juxtazellulire Transfektion (siehe Abschnitt 3.5.1) elektrophysiolo-
gisch zu untersuchen, wurden Ganzzellableitungen durchgefiihrt. Die Messung von Ak-
tionspotentialen in transfizierten CAl Neuronen und untransfizierten Nachbarzellen
erfolgte zwei Tage nach der Einzelzellelektroporation bei 32°C. Transfizierte Neuro-
ne wurden durch ihre eGFP-Fluoreszenz identifiziert (siche Abschnitt 3.4.1) und un-
ter Verwendung der Losungen aCSF2 und Intral fiir Ganzzellableitungen verwendet.
Unmittelbar nach dem Offnen der Zelle wurde das Membranruhepotential im current
clamp Modus bestimmt um anschliefsend ein Haltepotential von —70 mV anzulegen. Der
Eingangswiderstand wurde bei diesen Messungen standardmakig durch Strominjektion
(—20pA, 100 ms) mitbestimmt. Aktionspotentiale wurden durch Strominjektion (300 ms,
30 - 300 pA in 30 pA Inkrementen) ausgelost. Fiir die Analyse der Aktionspotentiale wur-
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de je Zelle das erste Aktionspotential von drei aufeinander folgenden Bursts (bei 300 pA
Strominjektion) mit der Mini Analysis Software detektiert und gruppiert. Das daraus
resultierende gemittelte Aktionspotential wurde entsprechend Abschnitt 3.5.3.1 ausge-

wertet.

Aktionspotentiale von mit DNA / BDNF-283 siRNA transfizierten Neuronen

Die Messung von elektrophysiologischen Eigenschaften wie zum Beispiel Aktionspoten-
tiale von mit BDNF-283 siRNA kotransfizierten CA1 Pyramidenzellen erfolgte wie zuvor
in diesem Abschnitt (3.5.3.1) beschrieben. Jedoch wurden die Messungen bei RT anstatt
32 °C durchgefiihrt. Zudem wurden die Lésungen aCSF3 und Intra2 verwendet. Die aus-

gewerteten Aktionspotentiale wurden durch 120 pA Strominjektion fiir 300 ms ausgelost.

Auswertung von Aktionspotentialen

Die Auswertung von Aktionspotentialen erfolgte mithilfe der Mini Analysis Software.
Nach der Detektion des ersten Aktionspotentials aus einem Aktionspotentialburst wurde
das AP wave Programm? zur Analyse von Kinetik und Amplitude der Aktionspotentiale
verwendet. Die Bestimmung von Schwellenwert, Anstieg 19_go %, Halbwertsbreite, Ampli-
tude, AP-Breite und Nachhyperpolarisation erfolgte durch die AP wave analysis (siehe
Abbildung 3.4). Die AP-Breite wurde hierbei entlang des Schwellenwerts berechnet.

Halbwertsbreite (ms) ——> Amplitude (mV)

AnStieg 10-90% (ms) —>
AP-Breite (ms) —s Schwellenwert (mV)
Nachhyperpolarisation (mV)

Abbildung 3.4: Parameter zur Charakterisierung von Aktionspotentialen. Die AP wave
analysis-Funktion der Mini Analysis Software bestimmt u.a. folgende Eigenschaften eines
Aktionspotentials: Schwellenwert, Anstieg 19_g9%, Amplitude, Halbwertsbreite und Nach-

hyperpolarisation.

3in group analysis and curve fitting
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3.5.3.2 Messung von Miniaturstréomen

Die Messung von Miniaturstromen erfolgte in organotypischen hippokampalen Schnitt-
kulturen zwei bis drei Tage nach der Einzelzelltransfektion und in untransfizierten
Neuronen vergleichbaren Alters. Den zu untersuchenden CA1l Pyramidenzellen wurde
wahrend der elektrophysiologischen Charakterisierung ein Membranhaltepotential von
—70mV vorgegeben. Dieses entspricht ndherungsweise dem Umkehrpotential von Chlo-
rid (—65mV) bei den durch die beschriebenen Losungen (aCSF4 und Intra3) vorgege-
benen Chloridkonzentrationen. Dementsprechend wurden nahezu keine inhibitorischen
postsynaptischen Strome detektiert sondern ausschlieflich exzitatorische postsynapti-
sche Strome. Die Stromsignale wurden mit 0,7 kHz (Tiefpassfilter) gefiltert. Spannungs-
abhéngige Natriumstrome wurden durch extrazelluldre Applikation von 1 M TTX blo-

ckiert.

Auswertung von Miniaturstrémen

Die Auswertung der Miniaturstrome erfolgte mit der MiniAnalysis Software. Ausgewer-
tet wurden ausschlieflich Messungen deren Serienwiderstand zu Beginn und Ende der
Messung (At = 3min) eine Anderung von maximal 25% aufwiesen. Zellen, die inner-
halb der Messdauer weniger als 150 Miniaturstromereignisse zeigten, wurden aus der
weiteren Analyse ebenfalls ausgeschlossen (n = 3). Generell wurden circa 250 oder mehr
mEPSCs pro Zelle detektiert und ausgewertet. Die Detektionsparameter wurden bei Be-
darf an den mEPSC-Verlauf angepasst, jedoch wurden nur Miniaturstrome ausgewertet,
die die folgenden generellen Kriterien erfiillten. Es wurden ausschliefslich mPSCs mit
negativer Ausrichtung detektiert, deren Anstieg o_190% < 10ms war. Ein Schwellenwert
von > 5 pA wurde fiir die Auswertung der mEPSC-Amplitude gesetzt, wihrend es keine
Ausschlusskriterien beziiglich der Amplitude fiir die Analyse der Ereignisfrequenz gab.
Weiterhin wurde die Zeitkonstante bestimmt, bei der die mEPSC-Amplitude auf circa

37% (1/e) ihrer maximalen Amplitude gesunken war.

3.5.3.3 Langzeitpotenzierung (LTP)

Der Einfluss von BDNF auf die Veriinderung der synaptischen Ubertragung wurde an
der CA3-CA1l Synapse von ein bis zwei Wochen alten organotypischen Hippokampus-
schnittkulturen untersucht. Hierzu wurden Neurone der CA1 Region unter Verwendung
der Losungen aCSF5 und Intrad fiir Ganzzellableitungen herangezogen, wihrend die

prasynaptische Stimulation in der Schaffer-Kollaterale erfolgte (sieche Abbildung 3.5 a).
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Die hier gewihlte Stimulationsstirke wurde fiir jede Zelle individuell bestimmt und

entsprach 30 =10 % der maximal evozierbaren, jedoch nicht iiberschwelligen postsyn-

aptischen Stromantwort. Der Stimulus (50 - 500 pA, Dauer: 20ps) erfolgte alle 15s.

Membran- und Serienwiderstand wurden wihrend einer Messung kontinuierlich durch

hyperpolarisierende Spannungspulse (—3mV, 60ms) verfolgt. Bei Abweichungen von

mehr als + 20 % vom Wert vor LTP-Induktion wurden die entsprechenden Messungen

nicht in die Auswertung integriert.

a Stimulation

'~
oo,
'~
~

b Theta burst Stimulation

il
e |1

4 Pulse, 100 Hz

postJ

2s

EPSC-
Amplitude

[111 511z
0mV

L 65 mV
Stimulationsartefakt

25pA|

50 ms

- Ganzzellableitung

Abbildung 3.5: a Schematische Dar-
stellung der hippokampalen Organisation.
Ganzzellableitungen wurden an Neuronen
der CAl Region nach préisynaptischer
Stimulation der Schaffer-Kollateralen ge-
messen. Die CA1 Region wurde durch einen
Schnitt von der CA3 Region getrennt. b
Schematische Darstellung der Theta burst
Stimulation. ¢ Beispielhafte Darstellung
eines  exzitatorischen  postsynaptischen
Stroms (EPSC) mit vorangehendem Test
des Serien- und Membranwiderstands.
Ein hyperpolarisierender Spannungspuls
(=3 mV, 60 ms) fiihrt zu einer schnellen (Lg)
und zu einer kontinuierlichen Stromantwort
(Ins). Anhand dieser Stromamplituden
lassen sich nach dem Ohmschen Gesetz der
Serien- und Membranwiderstand berechnen.
Die prasynaptische Stimulation der Schaffer-
Kollaterale erzeugt ein Stimulationsartefakt
und ein exzitatorisches postsynaptisches
Potential, dessen Amplitude ausgewertet

wird.
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LTP-Induktion

Die Induktion der Langzeitpotenzierung erfolgte durch ein gepaartes Theta burst Pro-
tokoll. Klassischerweise wird hierbei die Schaffer-Kollaterale vier Mal mit einer Fre-
quenz von 100Hz stimuliert. Diese hochfrequente Stimulation wurde zehn Mal alle
200 ms (5 Hz) entsprechend den hippokampalen Theta-Oszillationen wiederholt [Larson
& Lynch, 1986, Lin et al., 2005]. Wihrenddessen wurde die postsynaptische CA1 Pyra-
midenzelle von —65mV auf 0 mV depolarisiert (sieche Abbildung 3.5 b). Das beschriebene

Induktionsprotokoll wurde zwei Mal in einem Abstand von 15s appliziert.

LTP-Auswertung
Die Auswertung der EPSC-Amplitude erfolgte mit der pClamp Software (siehe Abbil-
dung 3.5 ¢). Anhand der prozentualen Anderung der EPSC-Amplitude 25 - 30 min nach

LTP-Induktion konnte der Wert der Langzeitpotenzierung bestimmt werden.

3.6 Statistik

Die in dieser Arbeit erhaltenen Messwerte wurden auf ihre Normalverteilung hin un-
tersucht (Shapiro- Wilk-Test). Bei einer normal verteilten Messkollektive reprisentieren
die aufgefiihrten Ergebnisse, wenn nicht explizit anders beschrieben Mittelwert + Stan-
dardfehler und der Zweistichproben-T-Test wurde fiir Tests der statistischen Signifikanz
herangezogen. Fiir multiple Vergleich wurde eine ANOVA angewandt mit bei Signifi-
kanz darauf folgendem post-hoc Test. Eine nicht normal verteilten Messkollektive wurde
als Boxplot dargestellt und der nicht parametrische Mann- Whitney-U-Test wurde als

Signifikanztest verwendet.



4 Ergebnisse

Das Protein BDNF {ibt eine Vielzahl von Funktionen aus. Es unterstiitzt die neuronale
Differenzierung, fordert das Wachstum der Neurite und beeinflusst die synaptische Trans-
mission sowie Plastizitit. Um jedoch eine dieser Funktionen einem speziellen Zelltyp,
beziehungsweise eventuell sogar ihrem subzelluliren Wirkungsort zuzuordnen, bedarf es
der Manipulation und Analyse einer einzelnen ausgewéhlten Zelle in einem multizellu-
laren Netzwerk, ohne jedoch dieses Netzwerk dabei zu beeinflussen. Daher war es in
bisherigen Studien, unter Verwendung von transgenen Tieren, dem Einsatz pharmakolo-
gischer Blockaden oder Uberexpressionsstrategien nicht moglich, die Ausschiittung sowie
die Wirkung von BDNF wihrend der Ausiibung seiner Funktionen zweifelsfrei zu loka-
lisieren. Aufgrund dessen ist die Etablierung neuer experimenteller Ansétze notwendig.
Zu diesem Zweck soll in der vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt werden, welche

die Identifizierung einzelner Neurone und deren genetische Manipulation kombiniert.

4.1 Kombination von juxtazellularer Ableitung und Transfektion

Die Einzelzellelektroporation ist eine etablierte Methode zum Transfer von Substanzen,
wie beispielsweise niedermolekularen Farbstoffen, in einzelne Zellen. Nach entsprechen-
der Weiterentwicklung war auch das Einbringen von Plasmid-DNA moglich, was eine
transiente genetische Manipulation auf Einzelzellniveau erlaubte. Um vor der Trans-
fektion jedoch Nervenzellen iiber die Generierung von Aktionsstrémen identifizieren zu
koénnen, bedarf es eines verringerten Abstands zwischen Transfektionspipette und Zelle.
Der Abdichtwiderstand ist ein Mak fiir diesen Abstand. Niederohmige Abdichtwider-

stande (20 - 60 M(), wie sie in der loose seal Konfiguration {iblich sind, erméglichen die
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Ableitung neuronaler Aktionsstrome. Dariiber hinaus wurde ein spezieller Verstarker ver-
wendet, der sowohl elektrophysiologische Messungen im pA-Bereich, wie auch starke Sti-
mulation zulief. Um die Einzelzelltransfektion im loose seal Modus (juxtazelluldre Trans-
fektion) zu etablieren, wurden organotypische hippokampale Schnittkulturen [Stoppini
et al., 1991] verwendet. Nach 8 - 11 Tagen in Kultur wurden einzelne CA1 Pyrami-
denzellen nach morphologischen Kriterien ausgesucht. Darauthin wurden juxtazelluldre
Ableitungen vorgenommen, um die Zelle anschliefend mit dem fiir eGFP-kodierenden
Plasmid (pEGFP-N1) zu transfizieren. 1 - 3 Tage nach der Transfektion diente die griine

Fluoreszenz der Identifizierung der manipulierten Zelle (siehe Abbildung 4.1).

20 um

Abbildung 4.1: eGFP exprimierende CA1 Pyramidenzelle in einer organotypischen hip-
pokampalen Schnittkultur. Hippokampale Schnittkulturen wurden entsprechend einer von
Stoppini et al. [1991] beschriebenen Methode hergestellt. Einzelne Neurone wurden mit
einem eGFP-kodierendem Plasmid transfiziert. 2 Tage nach der Transfektion wurden diese
transient genetisch modifizierten Zellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analy-
siert. a 3D-Rekonstruktion einer CA1 Pyramidenzelle. b Beispiel einer dendritischen Struk-
tur mit hoherer Auflésung. (Modifiziert nach Daniel et al. [2013])
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4.1.1 Juxtazelluldre Ableitung von Aktionsstromen

Die juxtazellulire Ableitung von Aktionsstrémen, wie auch die Effizienz der juxtazel-
luldren Transfektion ist von verschiedenen Parametern abhingig. Eine entscheidende
Variable stellt zum Beispiel die Zusammensetzung der verwendeten Pipettenlésung dar.
Um verschiedene Losungen auf ihre Verwendbarkeit fiir die Kombination von juxtazellu-
larer Ableitung und Transfektion zu testen, wurden zwei verschiedene HEPES-gepufferte
Lésungen benutzt. Die verwendeten Losungen unterschieden sich vorrangig in ihrer Os-
molaritdt und ihrem pH-Wert (siche Tabelle 4.1). Die Osmolaritéit der HBS-Losung war
an die Osmolaritit des verwendeten Kulturmediums fiir organotypische Schnittkulturen
angepasst (240 mOsmol L™!). Hingegen entsprach die Osmolaritit des Elektroporations-
puffers (EPO-Puffer, 293 mOsmol L !) einem Wert, wie sie fiir Zerebrospinalfliissigkeit
bekannt ist (280 - 300 mOsmol L 1). Die verwendeten Nukleinsiiuren wurden zunéchst
in den Pipettenlosungen verdiinnt. Anschliefend wurde eine fiir die juxtazelluldre Trans-
fektion geeignete Pipette (siche Methoden: Abschnitt 3.5.1) mit der verdiinnten DNA-
Losung befiillt. Die Pipette wurde mit Uberdruck an die zu transfizierende Zelle heran-
gefithrt. Wahrenddessen wurde zur Kontrolle von Pipetten- und Abdichtwiderstand ein
depolarisierender Spannungspuls (3mV) appliziert. Nach Kontaktausbildung zwischen
Zelle und Pipette wurde der Uberdruck durch leichten Unterdruck ersetzt, um die loose
seal Konfiguration zu erreichen. Nach Ausbildung des loose seal Modus wurde das Auf-
treten von Aktionsstromen gemessen. In Abhéngigkeit der verwendeten Pipettenlosung
waren sowohl Abdicht- wie auch Pipettenwiderstand signifikant unterschiedlich (Mann-
Whitney-U-Test: p < 0,001; siehe Tabelle 4.1). Aktionsstrome konnten in 77 % (HBS)
beziehungsweise 78 % (EPO-Puffer) der Zellen detektiert werden. Die durchschnittliche
Amplitude der Aktionsstrome war unter Verwendung von HBS niedriger (45 + 13 pA)
als unter Verwendung des EPO-Puffers (61 +25pA) (siehe Tabelle 4.1 und Abbildung

4.2), ohne jedoch ein statistisches Signifikanzniveau zu erreichen (T-Test: p = 0,1).
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Tabelle 4.1: Pipetten- und Abdichtwiderstand von Mikropipetten wird von

der Pipettenldsung bestimmt.

HBS EPO-Puffer
Osmolaritit (mOsmol L) 240 293
pH 7,38 7,05
Pipettenwiderstand (M) 8,5+0,88 7,3+0,98*
(n = 42) (n = 41)
Abdichtwiderstand (M) 45,6 £ 17,0 29,7+£12,8*
(n = 34) (n = 44)
Aktionsstromamplitude (pA) 454 13 61 + 25
(n = 10) (n=7)

Bei der juxtazelluldren Transfektion wurden die zu untersuchenden Nukle-
insduren in zwei verschiedenen Pufferlésungen verdiinnt: HEPES-gepufferte
Saline (HBS) und EPO-Puffer. Die Zusammensetzung beider Puffer basiert
auf einer HEPES-gepufferten extrazelluliren Losung und unterscheidet sich
vorrangig im pH-Wert und der Osmolaritdt. Mikropipetten wurden mit dem
entsprechenden Nukleinséure-beinhaltenden Puffer befiillt. Pipetten- und
Abdichtwiderstand wurden durch depolarisierende Spannungspulse (3 mV)
bestimmt. Unter Verwendung von HBS waren sowohl Pipetten- als auch
Abdichtwiderstand im Vergleich zum EPO-Puffer signifikant erhdht. Die
gemessenen Aktionsstrome zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied
in der Amplitude. Angegebene Werte reprisentieren Mittelwert £+ Stan-
dardabweichung. (Modifiziert nach Daniel et al. [2013])

* Mann-Whitney-U-Test: p < 0,001
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Abbildung 4.2: Identifizierung von Neuronen durch juxtazelluldre Ableitungen. a Spon-
tane Aktionsstrome von CA1l Pyramidenzellen wurden im loose patch Modus gemessen.
Unter Verwendung von HBS zeigten 77 % der untersuchten Zellen spontane Aktionsstrome
mit einer durchschnittlichen Amplitude von 45 + 13 pA. Ein représentativer Aktionsstrom
ist mit groferer zeitlicher Auflosung gezeigt. b Mit EPO-Puffer als Pipettenlosung zeigte
eine vergleichbare Anzahl an Zellen spontane Aktionsstrome (78 %), jedoch war die durch-
schnittliche Amplitude leicht erhoht (61 + 25 pA). (Modifiziert nach Daniel et al. [2013])

Dartiber hinaus liefsen sich Aktionsstrome in 76 % der juxtazellular abgeleiteten
Zellen durch iiberschwellige Stimulation der Schaffer-Kollateralen ausfallsfrei evozieren
(n = 75 Zellen). Simultane Ableitung von Aktionsstromen und somatischen Summenpo-
tentialen nach Stimulation der Schaffer-Kollateralen liefen einen zeitgleichen Verlauf er-
kennen (siehe Abbildung 4.3 a). Zudem konnten sowohl Aktionsstrom als auch Summen-
potential durch die Applikation von 1 pM TTX blockiert werden. Zusammengenommen
konnte daher bestitigt werden, dass es sich bei den abgeleiteten kapazitiven Stromen
tatsichlich um Aktionsstréme handelt. Das Vorkommen von spontanen Aktionsstromen

identifizierte die abgeleitete Zelle als Neuron.
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Abbildung 4.3: a Simultane Ableitung von Aktionsstromen (oben) und Feldpotentialen
(unten) nach prasynaptischer Stimulation der Schaffer-Kollateralen. Der synaptisch evo-
zierte Aktionsstrom tritt zeitgleich mit dem Summenpotential auf. Sowohl Aktionsstrom
als auch fEPSP wurden durch die Applikation von 1M TTX blockiert. b Evozierte Ak-
tionsstréome vor und nach juxtazelluldrer Transfektion. Eine tiberschwellige priasynaptische
Stimulation 16ste vor der Transfektion einen Aktionsstrom aus, der nach Applikation des
Transfektionspulses in 33 % der Fille nach mehr als 4 min erneut auftrat.  « reprasentiert
Stimulationsartefakt. (Modifiziert nach Daniel et al. [2013])

Verschiedene Neuronentypen werden durch ihr unterschiedliches Entladungsverhal-
ten charakterisiert. Um das Entladungsverhalten von glutamatergen und GABAergen
Neuronen im [loose seal Modus zu untersuchen, wurden juxtazellulire Ableitungen in
der CA1l Region von hippokampalen Schnittkulturen von GAD67-GFP Mé&usen durch-
gefiithrt. Im Stratum pyramidale wurden die spontanen Aktionsstrome von GAD67-GFP-
negativen CA1l Pyramidenzellen und GAD67-GFP-positiven Interneuronen charakteri-
siert. Die Analyse des Inter-Aktionsstrom-Intervalls, der Aktionsstromfrequenz sowie der
Amplitude der Aktionsstrome zeigte keine signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-
U-Test: p > 0,35) zwischen den Aktionsstromen GAD67-GFP-positiver und -negativer
Zellen (siehe Abbildung 4.4). Im loose seal Modus war daher eine Unterscheidung von In-

terneuronen und glutamatergen Neuronen anhand spontaner Aktionsstrome nicht mog-
lich.
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Abbildung 4.4: Juxtazelluldre Ableitung von Aktionsstromen an hippokampalen Neuro-
nen aus GAD67-GFP Schnittkulturen. a Reprisentative Abbildung der CA1 Region. Das
Durchlichtbild ist mit der entsprechenden GFP-Fluoreszenz iiberlagert. b Reprisentative
Stromspuren einer GAD67-GFP-negativen Pyramidenzelle (oben) und eines GAD67-GFP-
positiven Interneurons. Quantitative Analyse des Inter-Aktionsstrom-Intervalls (¢), der Ak-
tionsstromfrequenz (d) und der Aktionsstromamplitude (e). Es konnte in keinem der unter-
suchten Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen glutamatergen und GABAergen
Neuronen festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test: p > 0,35). (Modifiziert nach Daniel
et al. [2013])
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4.1.2 Juxtazellulire Transfektion

In unmittelbaren Anschluss an die juxtazelluldren Ableitungen erfolgte die transiente ge-
netische Manipulation einzelner identifizierter Neurone im Stratum pyramidale mithilfe
der juxtazellularen Transfektion. Das hierfiir verwendete hochfrequente Transfektions-
protokoll bestand aus 150 Pulsen & 2ms mit einer Frequenz von 250 Hz. Die Stimulati-
onsstirke wurde variiert, um ihren Einfluss auf die Transfektionseffizienz zu bestimmen.
Zu diesem Zweck wurden 6 - 10 Zellen einer hippokampalen Schnittkultur nacheinander
mit pEGFP-N1 juxtazelluldr transfiziert. Die in Folge der hochfrequenten Stimulation
resultierende Stromantwort zeigte einen charakteristischen Verlauf (siche Abbildung 4.5
a). Kennzeichnend ist der Anstieg der gemessenen Stromantwort wihrend der Transfek-
tion. Dieser liefs entsprechend dem Ohmschen Gesetz (U = R-I) auf eine Reduktion des
Abdichtwiderstands wiahrend der hochfrequenten Stimulation schliefsen.

Im Anschluss an die juxtazelluldre Transfektion wurde der Einfluss der hochfrequen-
ten Stimulation auf die Aktionsstréme untersucht. Die priasynaptische Stimulation der
Schaffer-Kollateralen 16ste kurz nach der Transfektion mit einer Stimulationsstirke von
—1,4V keine Aktionsstrome aus (siehe Abbildung 4.3 b). Jedoch konnten diese bereits
vier Minuten nach der hochfrequenten Stimulation in 33 % der Zellen wieder detektiert
werden.

Zwei Tage nach der juxtazelluliren Transfektion wurde die Transfektionseffizienz
bestimmt. Dafiir wurde die Anzahl eGFP-positiver Zellen ins Verhéltnis zur Anzahl
juxtazelluldr stimulierter Zellen gesetzt. Die Stimulationsstédrke in Kombination mit der
zur Verdiinnung der DNA verwendeten Pipettenlosung beeinflussten die Transfektions-
effizienz. Mithilfe der juxtazelluliren Transfektion konnte unter Verwendung von HBS
als Pipettenlosung und einer Stimulationsstirke von —1,4V eine maximale Transfekti-
onseflizienz von 40 + 15% erzielt werden (siche Abbildung 4.5 b). Dahingegen lag die
maximale Transfektionseffizienz unter Verwendung des EPO-Puffers als Pipettenlosung
bei 23 4 5 %. Diese Transfektionseffizienz wurde mit einer Stimulationsstirke von —1,2V
erreicht. Fiir die jeweils optimale Stimulationsstirke, lag die gemessene mittlere Strom-
antwort bei ca. —130nA. Daher wurde die juxtazellulare Transfektion ebenfalls in der
Stromklemme mit einer Stimulationsstérke von —130nA getestet. pEGFP-N1 (verdiinnt
in HBS) wurde mittels dieses Transfektionsprotokolls erfolgreich in CA1 Pyramidenzel-
len transfiziert (sieche Abbildung 4.5 ¢). Die Applikation des Transfektionsprotokolls in
der Stromklemme fiihrte zu vergleichbaren Transfektionseffizienzen wie die juxtazellulare

Transfektion in der Spannungsklemme.
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Abbildung 4.5: Die Transfektionseffizienz ist abhéngig von der Pipettenldsung und der
Stimulationsstérke. Hippokampale Schnittkulturen wurden nach 8 DIV transfiziert. CA1l
Neurone wurden anhand ihrer morphologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften
ausgewihlt. Mikropipetten wurden mit pEGFP-N1 in HBS bzw. EPO-Puffer (67 ngmL 1)
befiillt. a Hochfrequente Stimulation im loose seal Modus (oben: 150 Pulse & 2 ms, 250 Hz).
Die entsprechende Stromantwort (unten) variierte in Abhéngigkeit von der Zeit. Stimu-
lation und Stromantwort mit hoherer zeitlicher Auflsung (rechts). b Stimulationsstirken
von —1,1 - —1,6 V wurden untersucht. 2 Tage nach der Transfektion wurde die Transfekti-
onseffizienz quantifiziert. Unter Verwendung von HBS waren 40 % der mit einer Stimula-
tionsstiarke von —1,4V stimulierten Neurone transfiziert. Mit einer Stimulationsstarke von
—1,2V war eine maximale Transfektionseffizienz von 23 % bei Verdiinnung der DNA im
EPO-Puffer erreichbar. ¢ Eine vergleichbare Transfektionseffizienz wurde nach juxtazellu-
larer Transfektion in der Stromklemme mit einer Stimulationsstérke von —130nA erzielt.

Fehlerbalken reprasentieren Standardfehler. (Modifiziert nach Daniel et al. [2013])
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Zusammenfassend konnte mit beiden Pipettenlosungen die juxtazelluldre Transfek-
tion hippokampaler CA1 Pyramidenzellen mit pEGFP-N1 erfolgen. Die optimale Sti-
mulationsstirke variierte in Abhéingigkeit von der verwendeten Pipettenlosung und des
daraus resultierenden Abdichtwiderstands. In beiden Fillen war jedoch eine Stimulation

mit circa —130nA optimal fiir die Transfektion der Zelle.

4.2 Protein-Knockdown durch juxtazelluldre Transfektion von
siRNA

4.2.1 Knockdown von eGFP

Um die Moglichkeit eines Protein-Knockdowns durch juxtazelluldre Transfektion von
siRNA in einzelnen Neuronen zu iiberpriifen, wurde zunéchst der siRNA-vermittelte
Knockdown der eGFP-Expression gepriift. Hierfiir wurden CA1 Neurone mit dem fiir
eGFP kodierenden Plasmid pEGFP-N1 und einer gegen eGFP-mRNA gerichteten siRNA
(GFP-22 siRNA) beziehungsweise einer Kontroll siRNA kotransfiziert. Zwei Tage nach
der Einzelzelltransfektion wurden eGFP-exprimierende Neurone fluoreszenzmikrosko-
pisch untersucht (siehe Abbildung 4.6 a/b). Die somatische Fluoreszenzintensitit war
bei Neuronen, die mit GFP-22 siRNA kotransfizierten wurden, auf 3 % des Kontrollnive-
aus reduziert (sieche Abbildung 4.6 ¢). Die signifikante Reduktion der eGFP-Expression
(Mann-Whitney-U-Test: p < 0,001) bestéitigt daher zum einen die Wirksamkeit von
siRNA auf exogene Plasmid-DNA nach juxtazelluldrer Transfektion und zum anderen
die Moglichkeit der juxtazelluliren Kotransfektion von Plasmid-DNA und siRNA.
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Abbildung 4.6: Knockdown von eGFP durch juxtazelluldre Transfektion. Einzelne CA1l
Pyramidenzellen wurden mit pEGFP-N1 und gegen eGFP gerichtete siRNA (GFP-22)
bzw. einer Kontroll siRNA kotransfiziert. 2 Tage nach der Einzelzelltransfektion wurde die
eGFP-Fluoreszenzintensitit analysiert. Reprasentative Abbildung von CA1 Neuronen nach
Kotransfektion mit Kontroll siRNA (a) und GFP-22 siRNA (b). Uberlagerung von eGFP-
Fluoreszenz und Durchlichtbild (links), eGFP-Fluoreszenz mit identischer Signalskalierung
(rechts). ¢ Quantitative Analyse der somatischen eGFP-Fluoreszenz von Neuronen, die mit
Kontroll (n = 23) bzw. GFP-22 (n = 15) siRNA kotransfiziert worden waren. Die Werte
der Fluoreszenzintensitit einzelner Zellen sind links dargestellt, der eGFP-Knockdown ist
in einem Boxplot quantifiziert (rechts; Mann-Whitney-U-Test: p < 0,001).  * représentiert
transfizierte Zelle (Modifiziert nach Daniel et al. [2013])
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4.2.2 Knockdown von endogenem DPP6

Im folgenden wurde der Protein-Knockdown von einem endogen exprimierten Protein
durch juxtazelluldre Transfektion untersucht. Hierzu wurden CA1 Pyramidenzellen mit
einer bereits beschriebenen, gegen Dipeptidyl-peptidase like protein 6 (DPP6)-mRNA
gerichteten siRNA [Kim et al., 2008] juxtazelluldr transfiziert. DPP6 ist ein Protein, das
die biophysikalischen Eigenschaften von Kuvj Kanilen reguliert. Die siRNA-vermittelte
Regulierung des Expressionsniveaus von DPP6 wurde zwei Tage nach juxtazelluldrer
Transfektion elektrophysiologisch untersucht. Zunéchst wurden die Eigenschaften der
durch Strominjektion (300 pA, 100ms) ausgelosten Aktionspotentiale analysiert (siehe
Abbildung 4.7 a). Die Aktionspotentiale von Neuronen, die mit DPP6 siRNA trans-
fiziert worden waren, zeigten signifikante Unterschiede zu den Aktionspotentialen un-
transfizierter Neurone sowie Neurone, die mit Kontroll siRNA transfiziert worden wa-
ren. Schwellenwert, Anstieg 1o.99% und Breite der Aktionspotentiale waren signifikant
erhht (ANOVA: Fo 99 > 5,3; p < 0,05). Die Amplitude der Aktionspotentiale war hin-
gegen signifikant reduziert (ANOVA: Fy 99 = 4,6; p < 0,05). Das Membranruhepotential
(ANOVA: Fy17 = 2,9; p > 0,05), wie auch das Entladungsverhalten (ANOVA repea-
ted measures design: Fo17 = 1,8; p > 0,05) nach ldngerer Strominjektion (30 - 300 pA,
300 ms) war unverdndert (siehe Abbildung 4.7 b). Sowohl diese unverdnderten Eigen-
schaften, als auch die verédnderte Aktionspotentialkinetik stehen im FEinklang mit den
durch virale Infektion erhaltenen Ergebnissen von Kim et al. [2008]. Ein effektiver Knock-
down endogener Proteine konnte somit durch juxtazelluldre Transfektion von siRNA in
einzelnen Neuronen nachgewiesen werden.

Dariiber hinaus zeigten untransfizierte Zellen und Zellen, die mit Kontroll siRNA
transfiziert worden waren, keine signifikanten Unterschiede im Membranruhepotential,
in den Aktionspotentialeigenschaften und im Entladungsverhalten (ANOVA, Post-hoc
Tukey-Test: p > 0,3; siehe Abbildung 4.7). Die juxtazelluldre Transfektion hatte somit
keinen Einfluss auf die untersuchten elektrophysiologischen Basiseigenschaften. Dieses
unterstreicht die Nutzbarkeit der juxtazellularen Transfektion fiir den Knockdown en-
dogener Proteine, ohne ersichtliche Verinderungen im Phénotyp der transfizierten Zelle

zu verursachen.
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Abbildung 4.7: Charakterisierung von Aktionspotentialen untransfizierter und einzel-
zelltransfizierter Neurone. CA1 Pyramidenzellen wurden juxtazellular mit pEGFP-N1 und
siRNA kotransfiziert und 2 Tage nach der Transfektion anhand ihrer eGFP-Fluoreszenz
identifiziert. a Représentative Aktionspotentiale von untransfizierten (grau, n = 9) und
mit Kontroll siRNA (schwarz, n = 7) bzw. DPP6 siRNA (blau, n = 7) kotransfizierten
Neuronen (links) sowie quantitative Analyse der angegebenen Parameter. Zwischen un-
transfizierten und mit Kontroll siRNA kotransfizierten Neuronen wurde kein Unterschied
in den untersuchten Parametern festgestellt (ANOVA, Post-hoc Tukey-Test: p > 0,05).
Schwellenwert, Anstieg 19_gp%, Amplitude und AP-Breite von Neuronen, die mit DPP6
siRNA kotransfiziert worden waren, waren jedoch signifikant unterschiedlich zu Neuro-
nen, die mit Kontroll siRNA kotransfiziert worden waren (ANOVA, Post-hoc Tukey-Test:
p < 0,05). »
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4.3 Transiente genetische Manipulation des postsynaptischen
BDNF-Gehalts

Bisherige Studien zur Untersuchung der Wirkungsmechanismen von BDNF wurden héu-
fig durch experimentelle Unzuldnglichkeiten beschrinkt. Die gingigen Manipulationen
des gesamten Zellnetzwerks erlauben weder die subzelluldre Lokalisierung der Ausschiit-
tung noch die Analyse der Wirkung von BDNF in Prozessen der synaptischen Modula-
tion. Zu diesem Zweck kann jedoch die zuvor beschriebene Methode der juxtazelluldren
Transfektion verwendet werden.

Fiir den gezielten Knockdown von endogenem BDNF durch die juxtazellulare Trans-
fektion wurde eine gegen BDNF-mRNA gerichtete siRNA (BDNF-283 siRNA) verwen-
det. Die Zielsequenz der BDNF-283 siRNA befindet sich in der kodierenden Region des
BDNF-Gens von Maus und Ratte an Position 283-303. Zur Validierung der verwende-
ten siRNA wurden dissoziierte hippokampale Neurone nach fiinf Tagen in Kultur mit
der BDNF-283 siRNA transfiziert. Die Transfektion mit Kontroll siRNA wie auch eine
Scheintransfektion ohne siRNA dienten als Referenz. Zwei Tage nach der Transfektion
wurden die neuronalen Kulturen lysiert und der BDNF-Gehalt mithilfe eines huma-
nen BDNF-Immunoassays quantifiziert (siehe Abbildung 4.8). Hippokampale Kulturen
zeigten nach der Transfektion mit Kontroll siRNA einen vergleichbaren BDNF-Gehalt zu
Neuronen, die ohne siRNA scheintransfiziert wurden (99 & 6 %). Die Untersuchungen er-
gaben hingegen eine signifikante Reduktion des endogenen BDNF-Gehalts auf 64 + 3 %
nach Transfektion mit der BDNF-283 siRNA (ANOVA: Fi9 > 29,2; p < 0,001).
Die analysierten Zelllysate wurden jedoch aus einer Mischpopulation transfizierter und
untransfizierter Neurone gewonnen, sodass der BDNF-Knockdown auf Einzelzellniveau

deutlich hoher anzusetzen ist.

zu Abbildung 4.7 vorangehende Seite

b Reprisentatives Entladungsverhalten von untransfizierten und kotransfizierten Neuronen
nach Strominjektion (150 pA fiir 300 ms, links). Die Feuerfrequenz in Abhéngigkeit von
der Strominjektion (30 - 300 pA) ist in den drei Gruppen unverdndert (ANOVA repeated
measures design: p > 0,05). Fehlerbalken reprisentieren Standardfehler. (Modifiziert nach
Daniel et al. [2013])
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Abbildung 4.8: Validierung der gegen BDNF-mRNA gerichteten BDNF-283 siRNA. Dis-
soziierte hippokampale Neurone wurden nach 5 Tagen in Kultur mittels HiPerFect mit
Kontroll siRNA bzw. BDNF-283 siRNA transfiziert (je 10 Transfektionen aus 4 Prapara-
tionen). Als weitere Kontrolle diente eine Scheintransfektion ohne siRNA (1 Scheintransfek-
tion pro Préparation). Die Zelllysis erfolgte 2 Tage nach der Transfektion, gefolgt von der
Analyse durch einen quantitativen BDNF-ELISA und eine BCA-Proteinbestimmung. Die
BDNF-Konzentration wurde auf die Gesamtproteinkonzentration normiert und anschlie-
fend ins Verhéltnis zur Scheintransfektion (100 %) gesetzt. Die Transfektion mit BDNF-283
siRNA fiihrte zu einer Reduktion des endogenen BDNF-Gehalts auf 64 + 3,0 % (ANOVA:
p < 0,001). Man beachte, dass der BDNF-Knockdown auf Einzelzellniveau héher anzuset-
zen ist, da es sich hierbei um die BDNF-Quantifizierung aller lysierten Zellen handelt und

nicht ausschlieflich der transfizierten Neurone. Fehlerbalken repriasentieren Standardfehler.
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Nach Validierung der verwendeten BDNF siRNA wurden die elektrophysiologischen
Basiseigenschaften einzelner Neurone mit reduziertem BDNF-Gehalt analysiert. Dafiir
wurden CA1 Pyramidenzellen mit der BDNF-283 siRNA und pEGFP-N1 juxtazellular
kotransfiziert. 2 - 3 Tage nach der Einzelzelltransfektion wurden whole-cell patch clamp
Messungen durchgefithrt. Das Membranruhepotential von untransfizierten Zellen, wie
auch von transfizierten Neuronen war vergleichbar (ANOVA: Fy9; = 0,96; p = 0,4).
Nach der Vorgabe eines Membranhaltepotentials von —70 mV wurden Aktionspotentiale
durch Strominjektion (120 pA) ausgelost. Die Untersuchung der Aktionspotentialeigen-
schaften zeigte keine signifikanten Unterschiede in den analysierten Parametern (sie-
he Tabelle 4.2). Anstieg 19_go%, Amplitude, Halbwertsbreite und Nachhyperpolarisation
der Aktionspotentiale waren in transfizierten und untransfizierten Zellen vergleichbar
(ANOVA: Fyo; < 1,9; p > 0,05).

Tabelle 4.2: Vergleich der Aktionspotentialeigenschaften von Neuronen, die mit eGFP und
Kontroll bzw. BDNF-283 siRNA kotransfizierten und untransfizierten CA1 Pyramidenzellen.

Kontroll siRNA BDNF-283 | untransfizierte

siRNA Kontrolle

(n = 8) (n = 6) (n = 8)

Membranruhepotential (mV) —67,02+£1,90 —63,32+3,16 | —67,21 & 1,47
Schwellenpotential (mV) —43,54+1,29 —39,38 3,21 | —43,51+1,10
Anstieg 19_90% (ms) 0,51 £ 0,03 0,50 £ 0,03 0,51 £0,04
Amplitude (mV) 69,16 £ 1,32 68,86 & 2,96 67,89 + 2,44
Halbwertsbreite (ms) 1,98 0,12 2,08 0,23 1,71 £ 0,07
Nachhyperpolarisation (ms) —10,82 +£1,22  —10,68 1,01 —8,44 + 1,58

Die Membraneigenschaften und Aktionspotentialcharakteristika sind tabellarisch zusam-
mengefasst. Es besteht kein signifikanter Unterschied in den untersuchten Eigenschaften
(Membranruhepotential, Schwellenpotential, Anstieg 19_go %, Amplitude, Halbwertsbreite und
Nachhyperpolarisation). Angegebene Werte reprisentieren Mittelwert + Standardfehler.
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Im Anschluss wurde die Feuerfrequenz in Abhéngigkeit von der Stimulationsstér-
ke untersucht. Aktionspotentiale wurden durch Stimulationsstirken von 30 - 300 pA
(300 ms) ausgelost (sieche Abbildung 4.9). Es wurden keine Unterschiede in der Ak-
tionspotentialfrequenz von Neuronen, die mit pEGFP-N1 und Kontroll siRNA bzw.
BDNF-283 siRNA kotransfizierten wurden oder untransfizierten Nachbarzellen festge-
stellt (ANOVA repeated measures design: Fa 19 =1,9; p > 0,05).
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Abbildung 4.9: Vergleichbares Entladungsverhalten von Neuronen, die mit pEGFP-N1
und Kontroll siRNA bzw. BDNF-283 siRNA kotransfiziert worden waren und untransfizier-
ten CA1 Pyramidenzellen. Die zu untersuchenden Zellen wurden in der Stromklemme bei
einem Haltepotential von —70mV gehalten. Das Auslosen von Aktionspotentialen erfolgte
anschliefend durch Strominjektion (30 - 300 pA fiir 300 ms). a,b,c Représentative Aktions-
potentialspuren von untransfizierten Zellen (a), mit pEGFP-N1 und Kontroll siRNA (b)
oder pEGFP-N1 und BDNF-283 siRNA (c) kotransfizierten Zellen bei 120 pA Strominjek-
tion. d Die Feuerfrequenz wurde in Abhéingigkeit von der Stimulationsstérke aufgetragen.

Die Feuerrate war zwischen den untersuchten Gruppen vergleichbar (ANOVA repeated mea-

sures design: p > 0,05). Fehlerbalken reprisentieren Standardfehler.
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Dariiber hinaus wurden die Eigenschaften exzitatorischer postsynaptischer Minia-
turstrome (mEPSC) untersucht. Die Messung der mEPSCs erfolgte bei einem Haltepo-
tential von —70mV in Anwesenheit von 1 pM TTX zur Blockade spannungsabhéangiger
Natriumkanéle. Einzelne mit BDNF-283 siRNA transfizierte CA1 Pyramidenzellen zeig-
ten keine Unterschiede in den Eigenschaften der Miniaturstréome im Vergleich zur Kon-
trollsituation (siche Abbildung 4.10). Sowohl Amplitude als auch Frequenz der mEPSCs
von transfizierten und untransfizierten Neuronen war vergleichbar (ANOVA: Fq 15 < 1,4;
p > 0,3). Somit hatte weder die juxtazelluldre Transfektion von siRNA noch die hierdurch
bedingte Reduktion des BDNF-Gehalts eine Auswirkung auf glutamaterge Miniaturstro-
me. Demzufolge konnte nach einer Reduktion des BDNF-Gehalts auf Einzelzellniveau

keine Verdnderungen der basalen synaptischen Eigenschaften beobachtet werden.
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Abbildung 4.10: Vergleichbare Amplitude und Frequenz glutamaterger Miniaturstrome
von untransfizierten, mit pEGFP-N1 und Kontroll siRNA bzw. BDNF-283 siRNA kotransfi-
zierten Neuronen. Miniaturstrome wurden 2 Tage nach der juxtazelluldren Transfektion von
Pyramidenzellen der CA1 Region hippokampaler Schnittkulturen bei einem Haltepotential
von —70mV in Anwesenheit von 1pM TTX gemessen. a,b,c Reprisentative Stromspu-
ren (links) und das entsprechende gemittelte mEPSC (rechts) einer untransfizierten CA1
Pyramidenzelle (a), einer mit pEGFP-N1 und Kontroll siRNA (b) oder pEGFP-N1 und
BDNF-283 siRNA (c) kotransfizierten Zelle. d,e Gemittelte Amplitude (d) und Frequenz
(e) der Miniaturstromereignisse. (Untransfizierte Kontrolle: n = 6 Zellen aus 3 Préparatio-
nen, eGFP und Kontroll siRNA: n = 5 Zellen aus 4 Priparationen, eGFP und BDNF-283

siRNA: n = 5 Zellen aus 5 Priparationen) Fehlerbalken représentieren Standardfehler.
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4.4 Akute Manipulation BDNF-abhangiger Signalwege

Die pra und/oder postsynaptische Aktivierung BDNF /TrkB-abhéngiger Signalwege wéh-
rend der hippokampalen LTP ist in der BDNF-spezifischen Literatur kontrovers disku-
tiert. Um den Wirkungsort von BDNF, speziell in hippokampalen Schnittkulturen zu lo-
kalisieren, wurde der TrkB-Inhibitor K252a verwendet. Dessen intrazelluldre Anwendung
inhibiert die TrkB-Aktivierung zellspezifisch und soll Aufschluss iiber eine pra- bezie-
hungsweise postsynaptische Wirkung von BDNF wihrend der Theta burst-induzierten
LTP geben.

4.4.1 Extrazelluldre Applikation von K252a

In akuten Hirnschnitten ist die Theta burst Stimulation als BDNF-abhéngiges L'TP-
Induktionsprotokoll anerkannt. Dies konnte auch fiir hippokampale Schnittkulturen be-
stiatigt werden [Muller et al., 2000, Tong et al., 2012]. Da in diesen Studien jedoch
ausschlieklich extrazellulare Ableitungen vorgenommen wurden, handelte es sich bei der
applizierten Theta burst Stimulation um eine rein prasynaptische Stimulation. Ein mo-
difiziertes LTP-Induktionsprotokoll, welches eine prasynaptische Theta burst Stimula-
tion mit einer postsynaptischen Depolarisation kombiniert, ist speziell fiir Ganzzellab-
leitungen geeignet. Dessen generelle BDNF /TrkB-Abhéngigkeit soll fiir organotypische
hippokampale Schnittkulturen durch die extrazelluldre Applikation von K252a bestétigt
werden.

Zu diesem Zweck wurden hippokampale Schnittkulturen (7-14 DIV) fiir mehr als
15min vor Beginn und fiir die Dauer des Experiments mit K252a (200nM)- bzw. DMSO
(0,1 %)-haltiger aCSF-Losung iiberspiilt. Whole-cell patch clamp Messungen wurden
an CA1l Neuronen durchgefiithrt. Nach Aufnahme der EPSC-Referenzamplitude wur-
de das gepaarte Theta burst Stimulationsprotokoll zur Induktion der LTP appliziert.
Unter Kontrollbedingungen (siehe Abbildung 4.11 a/c) konnte eine robuste Potenzie-
rung (198,8 £ 14,4 %) 30 min nach Stimulation der Schaffer-Kollaterale gemessen werden
(n = 10). Die extrazelluldre Applikation von K252a fiihrte hingegen zu einer Inhibiti-
on der Theta burst induzierten LTP (119,8 £12,5%, n = 6). Dariiber hinaus wurden
Ableitungen von Zellen ohne LTP-induzierende Stimulation sowohl in Anwesenheit von
K252a (n = 2) als auch in Anwesenheit von DMSO (n = 4) durchgefiihrt. In beiden
Situationen war die EPSC-Amplitude iiber die Messdauer konstant (94,7 + 6,2 %) und
wurden in Abbildung 4.11 ¢ (offene Symbole, ,ohne Stimulation®) kombiniert. Es bestand
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Abbildung 4.11: Inhibition der LTP durch extrazelluldre Applikation von K252a. Whole-
cell patch clamp Messungen wurden in der CA1l Region von organotypischen Hippokam-
pusschnitten (7-14 DIV) durchgefiihrt. Die Schnittkulturen wurden fiir mehr als 15min
vor Beginn und fiir die Dauer der Messung mit 0,1 % DMSO- bzw. 200 nM K252a-haltiger
aCSF-Losung iiberspiilt. Beispiel eines LTP-Experiments in Anwesenheit von 0,1 % DMSO
(a) bzw. 200nM K252a (b) mit ausgewéhlten Stromspuren. Ein gepaartes Theta burst
Stimulationsprotokoll wurde zur Induktion von LTP appliziert (Zeitpunkt durch Pfeile ge-
kennzeichnet). Der Serienwiderstand (Rs) wurde wihrend des gesamten Experiments mit-
bestimmt. ¢ Zusammenfassung der LTP-Experimente in Ab- und Anwesenheit von K252a.
Die extrazelluldre Applikation von K252a hatte einen Verlust der LTP zur Folge. Experi-
mente ohne LTP-Induktion wurden ebenfalls in Ab- und Anwesenheit von K252a durch-
gefithrt und waren iiber die Dauer der Messung stabil. d Die fiir die Messungen gewihl-
te Stimulationsintensitéit entsprach 30 4+ 10 % der maximal erreichbaren EPSC-Amplitude
und ist in Ab- und Anwesenheit von K252a vergleichbar. Fehlerbalken représentieren Stan-
dardfehler.
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kein signifikanter Unterschied zwischen der unstimulierten und der stimulierten Situati-
on in Anwesenheit von K252a (ANOVA: Fy5; = 18.4; p < 0,05; Post-hoc Tukey-Test:
p = 0,46; siche Abbildung 4.11 b/c). Dementsprechend bestitigen die erhaltenen Ergeb-
nisse eine BDNF-Abh#ngigkeit der durch gepaarte Theta burst Stimulation induzierten

Langzeitpotenzierung in hippokampalen Schnittkulturen.

Die Effizienz der LTP-induzierenden Stimulation kénnte durch Unterschiede in der
basalen synaptischen Transmission beeinflusst werden. Jedoch zeigte die Auswertung der
EPSC-Amplitude in Abhéngigkeit von der Stimulationsstirke keine Unterschiede zwi-
schen der DMSO- und K252a-Gruppe (siehe Abbildung 4.11 d). Dariiber hinaus gehorte
die Analyse der Aktionspotentiale zur Untersuchung der elektrophysiologischen Basis-
eigenschaften. Von einem Haltepotential von —70 mV ausgehend wurden Aktionspoten-
tiale durch 120 pA Strominjektion ausgeldst. Die Analyse von Schwellenpotential, An-
stieg 19_g09%, Amplitude, Halbwertsbreite und Nachhyperpolarisation der Aktionspoten-
tiale zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen extrazellulirer DMSO beziehungs-
weise K252a-Applikation (siehe Tabelle 4.3). Jedoch war das Membranruhepotential in
Anwesenheit von K252a (—65,79 £ 0,48 mV) im Vergleich zu DMSO (—62,60 & 0,92mV)
signifikant erniedrigt (T-Test: p < 0,05).

Tabelle 4.3: Die Aktionspotentialeigenschaften von CAl Pyramidenzellen sind bei
extrazelluldrer Applikation von DMSO bzw. K252a vergleichbar.

0,1 % DMSO 200nM K252a

(n = 13) (n = 5)
Membranruhepotential (mV) —62,60 £ 0,92 —65,79 £+ 0,48"
Schwellenpotential (mV) —40,97 £ 0,81 —39,84 £+ 0,85
Anstieg 19905 (1) 0,64 £ 0,02 0,62 £ 0,03
Amplitude (mV) 70,32 + 1,02 69,48 + 1,76
Halbwertsbreite (ms) 2,21 + 0,06 2,06 £ 0,08
Nachhyperpolarisation (ms) —9,59 + 0,61 —10,82 £ 1,52

Aktionspotentiale wurden durch Strominjektion (120 pA) ausgehend von einem Halte-
potential von —70 mV ausgelst. Schwellenpotential, Anstieg 19_gg%, Amplitude, Halb-
wertsbreite und Nachhyperpolarisation waren vergleichbar (T-Test: p > 0,05), jedoch
war das Membranruhepotential signifikant negativer bei extrazelluldrer Applikation von

K252a. Angegebene Werte représentieren Mittelwert + Standardfehler.

* T-Test: p < 0,05
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Weiterhin waren signifikante Unterschiede in der Aktionspotentialfrequenz bei anhal-
tender Depolarisation zu beobachten (siche Abbildung 4.12). Die Feuerrate war in An-
wesenheit von K252a im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signifikant verringert (ANOVA
repeated measures design: F'y 16 = 13,4; p < 0,05). Dies deutet auf eine TrkB-vermittelte

Reduktion der neuronalen Erregbarkeit.
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Abbildung 4.12: Verdnderte Feuerrate bei extrazelluldrer Applikation von K252a. Akti-
onspotentiale wurden in den zu untersuchenden Zellen durch Strominjektion (30 - 210 pA
fiir 300 ms) ausgehend von einem Haltepotential von —70 mV ausgelost. a,b Reprasentative
Aktionspotentiale (Stimulation: 120 pA) in Anwesenheit von DMSO (a) bzw. K252a (b). ¢
Die Feuerfrequenz der Aktionspotentiale wurde in Abhéngigkeit von der Stimulationsstér-
ke aufgetragen. In Anwesenheit von K252a war die Aktionspotentialfrequenz im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle signifikant verringert (ANOVA repeated measures design: p < 0,05).

Fehlerbalken reprisentieren Standardfehler.
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4.4.2 Intrazelluldre Applikation von K252a

Um den Wirkungsort von BDNF wéihrend der LTP-Induktion zu identifizieren, wurde der
zuvor beschriebene Trk-Inhibitor intrazelluldr appliziert. Die intrazellulire Anwendung
von K252a inhibiert zellspezifisch BDNF /Trk-abhéngige Signalwege. Zur Vergleichbar-
keit mit vorangehenden Experimenten beinhaltete die extrazelluldre Losung weiterhin
permanent 0,1 % DMSO. Hippokampale Schnittkulturen wurden vor Beginn eines Ex-
periments fiir mehr als 15min in dieser Lésung &quilibriert. Whole-cell patch clamp
Messungen wurden anschliefend in der CA1 Region des Hippokampus unter Verwen-
dung von DMSO (0,1 %) bzw. K252a (200 nM)-beinhaltender intrazelluldrer Losungen
durchgefiihrt. Nach Aufnahme der EPSC-Referenzamplitude wurde das gepaarte Theta
burst Stimulationsprotokoll zur Induktion der LTP appliziert. Unter DMSO-Kontroll-
bedingungen konnte eine Potenzierung von 161,7 £13,7% (n — 6) gemessen werden
(sieche Abbildung 4.13 a/c). Die EPSC-Amplitude war in Kontrollmessungen ohne L'TP-
induzierende Stimulation (sieche Abbildung 4.13 ¢, offene Symbole, ,ohne Stimulation‘)
nach 35min sowohl in Anwesenheit von DMSO (n = 3) wie auch von K252a (n = 1)
konstant (96,6 9,8 %). Die intrazellulire Applikation von K252a hingegen fiihrte zu
einer Reduktion der Potenzierung auf 113,9 + 10,4 % (n = 5, siehe Abbildung 4.13 b/c).
Es bestand dariiber hinaus kein signifikanter Unterschied zu unstimulierten Kontroll-
messungen (ANOVA: Fy 14 = 7,9; p < 0,05; Post-hoc Tukey-Test: p = 0,62). Dies lsst
auf eine vollstdndige Inhibition der LTP durch intrazelluldre Applikation von K252a

schlieken.
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Abbildung 4.13: Inhibition der LTP durch intrazelluldare Applikation von K252a. Whole-
cell patch clamp Messungen wurden in der CAl Region organotypischer Hippokampus-
schnitte (7-14 DIV) durchgefiihrt. Die Schnittkulturen wurden fiir mehr als 15 min vor Be-
ginn und fiir die Dauer der Messung mit 0,1 % DMSO-haltiger aCSF-Losung iiberspiilt. Bei-
spiel eines LTP-Experiments unter Verwendung von 0,1 % DMSO (a) bzw. 200nM K252a
(b)-haltiger intrazelluldrer Losung und ausgesuchte Stromspuren. Ein gepaartes Theta burst
Stimulationsprotokoll wurde zur Induktion der LTP appliziert (Zeitpunkt durch Pfeile ge-
kennzeichnet). Der Serienwiderstand (Rs) wurde wihrend des gesamten Experiments mit-
bestimmt. ¢ Zusammenfassung der LTP-Experimente in Ab- und Anwesenheit von K252a.
Die intrazelluldre Applikation von K252a fiihrte zu einem LTP-Defizit nach Theta burst
Stimulation. Experimente ohne LTP-Induktion waren iiber die Dauer der Messung stabil.
d Die fiir die Messungen gewéhlte Stimulationsintensitit entsprach 30 & 10 % der maximal
erreichbaren EPSC-Amplitude und war vergleichbar bei intrazellularer Applikation von
DMSO bzw. K252a. Fehlerbalken représentieren Standardfehler.
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Zudem wurde die EPSC-Amplitude in Abhéngigkeit von der Stimulationsstirke ge-
messen (siche Abbildung 4.13 d). Hier wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen Experimenten, die in Anwesenheit von DMSO beziehungsweise K252a durch-
gefithrt wurden, festgestellt. Dariiber hinaus waren durch Strominjektion ausgeloste Ak-
tionspotentiale bei intrazelluldrer Applikation von DMSO bzw. K252a vergleichbar (sie-
he Tabelle 4.4). Anstieg 10_90%, Schwellenpotential, Amplitude, Halbwertsbreite und
Nachhyperpolarisation der Aktionspotentiale sowie das Membranruhepotential waren
unverdndert (T-Test: p > 0,05). Aufserdem wurden keine Unterschiede in der Aktions-
potentialfrequenz festgestellt (ANOVA repeated measures design: Fy 15 = 2,9; p > 0,05).
Dies bestétigt die bereits vorhandenen Ergebnisse zu Aktionspotentialen von einzelnen
Neuronen mit BDNF-Defizit nach Transfektion mit BDNF-283 siRNA (siehe Abschnitt
4.3).

Tabelle 4.4: Die Aktionspotentialeigenschaften von CA1l Pyramidenzellen sind bei
intrazelluldrer Applikation von DMSO bzw. K252a vergleichbar.

intrazellular 0,1% DMSO 200 nM K252a
extrazellulér 0,1 % DMSO 0,1 % DMSO

(n=9) (n = 8)
Membranruhepotential (mV) —62,96 + 1,16 —63,29 + 1,55
Schwellenpotential (mV) —35,35 £ 1,50 —36,04 £ 1,11
Anstieg 19905 (ms) 0,56 + 0,04 0,66 + 0,03
Amplitude (mV) 63,12 + 3,58 63,20 + 1,63
Halbwertsbreite (ms) 1,98 £0,12 2,11 + 0,06
Nachhyperpolarisation (ms) —6,98 + 1,18 —9,81 +£0,71

Das Membranruhepotential und die untersuchten Eigenschaften der Aktionspotentiale
(ausgelost durch 120 pA Strominjektion) sind tabellarisch zusammengefasst. Es besteht
kein signifikanter Unterschied in den untersuchten Eigenschaften (T-Test: p > 0,05).
Angegebene Werte reprisentieren Mittelwert + Standardfehler.
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Abbildung 4.14: Vergleichbare Feuerrate bei intrazelluldrer Applikation von K252a. Zu
untersuchende Zellen wurden in der Stromklemme bei einem Haltepotential von —70mV ge-
halten. Aktionspotentiale wurden anschliefend durch Strominjektion ausgelost (30 - 210 pA
fiir 300 ms). a,b Représentative Aktionspotentiale (Stimulation: 120 pA) in Anwesenheit
von DMSO (a) bzw. K252a (b). ¢ Die Feuerfrequenz der Aktionspotentiale wurde in Ab-
hingigkeit von der Stimulationsstérke aufgetragen. Die Aktionspotentialfrequenz war bei
intrazelluldarer Applikation von K252a vergleichbar zur DMSO-Kontrolle (ANOVA repeated

measures design: p > 0,05). Fehlerbalken reprisentieren Standardfehler.
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Zusammenfassend sind die erhaltenen Ergebnisse beziiglich der LTP nach extra- und
intrazellularer Applikation von DMSO beziehungsweise K252a vergleichbar und deuten
auf eine vorwiegend postsynaptische BDNF-Abhangigkeit der durch Theta burst Stimu-
lation ausgelosten LTP in organotypischen hippokampalen Schnittkulturen (siehe Ab-
bildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Postsynaptische Wirkung von BDNF wihrend der hippokampalen LTP.
Die relative EPSC-Amplitude (zum Zeitpunkt: t = 25 - 30 min nach TBS-Stimulation bzw.
t = 30 - 35 min nach Beginn der Messung fiir unstimulierte Kontrollen) ist in Abhéngig-
keit der experimentellen Bedingungen aufgetragen. Unter Kontrollbedingungen (TBS -)
war die EPSC-Amplitude in An- und Abwesenheit von K252a (4 /-) iiber in die Dauer der
Messung konstant. Die durchgefiihrten LTP-Experimente zeigten unter Kontrollbedingun-
gen (DMSO: extra bzw. intra und extra) eine robuste Potenzierung. Sowohl die extra- wie
auch die intrazellulére Applikation von K252a (K252a +) hatte hingegen eine vollsténdi-
ge Inhibition der LTP zur Folge. extra: extrazelluldre Applikation; intra: intrazellulére

Applikation



5 Diskussion

Das Neurotrophin BDNF spielt eine essentielle Rolle bei der Entwicklung des Nerven-
systems. Dariiber hinaus ist BDNF von zentraler Bedeutung bei der Regulation der
synaptischen Transmission und der synaptischen Plastizitit. Die Modulation dieser syn-
aptischen Prozesse erfolgt in Abhéngigkeit des jeweiligen Zelltyps auf pra- und/oder
postsynaptischer Seite. Eine zweifelsfreie Aufklarung der subzelluliren Wirkungsmecha-
nismen von BDNF war jedoch bisher nicht mdoglich, da die zur Analyse verwendeten
Methoden zumeist keine zellspezifische Manipulation erlaubten. In dieser Hinsicht ist
die Entwicklung dahingehend neuer Techniken notwendig gewesen.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein experimenteller Ansatz etabliert, der
es erlaubt ein einzelnes Neuron zu identifizieren und anschliefsend genetisch zu manipu-
lieren, ohne in das umgebende Netzwerk einzugreifen. Eine solche Manipulation wurde
durch die Kombination von juxtazellulirer Ableitung und juxtazelluldrer Transfektion
erreicht. Durch empfindliche juxtazelluldre Ableitungen konnte zum einen der Abstand
zwischen der zur Transfektion verwendeten Pipette und der zu charakterisierenden Zelle
elektrisch gepriift werden. Zum anderen konnte die neuronale Identitét einer Zelle durch
die Detektion von Aktionsstromen bestimmt werden. Durch hochfrequente Stimulation
im loose seal Modus wurde die zuvor identifizierte Zelle erfolgreich juxtazellulir transfi-
ziert. Elektrophysiologische Untersuchungen zeigten, dass die zur Transfektion genutzte
Stimulation keinen Einfluss auf den Phanotyp der Zelle hatte. Hiermit wurde die Nutz-
barkeit der Einzelzelltransfektion fiir die genetische Manipulation von Neuronen in ei-
nem unveridnderten komplexen Netzwerk belegt. Fiir die Transfektion eignete sich sowohl
Plasmid-DNA wie auch siRNA. So konnte zum einen ein siRNA-vermittelter Knockdown

von eGFP nach Kotransfektion des kodierenden Plasmids und der entsprechenden siRNA



b Diskussion 67

mikroskopisch nachgewiesen werden. Zum anderen konnte der Knockdown des endogen
exprimierten DPP6 Proteins elektrophysiologisch bestétigt werden. Dariiber hinaus wur-
de die zellspezifische Funktion von BDNF anhand der etablierten Methode untersucht.
Durch die juxtazelluldre Transfektion mit einer verifizierten, gegen BDNF-mRNA ge-
richteten siRNA, wurde die BDNF-Expression auf Einzelzellniveau herunterreguliert.
Ein Knockdown von BDNF hatte keine Defizite in der basalen synaptischen Transmis-
sion zur Folge. Jedoch spielte die BDNF-abhéngige Signalweiterleitung eine essentielle

Rolle bei der Expression der Langzeitpotenzierung.

5.1 Genetische Manipulation von Neuronen auf Einzelzellniveau

Bisherige Methoden zur genetischen Manipulation von einzelnen Zellen liefen keine iiber
die morphologische Charakterisierung hinausgehende Identifizierung der zu transfizie-
renden Zelle zu. Die in der vorliegenden Arbeit etablierte juxtazellulare Transfektion
ermoglichte hingegen die zeitgleiche Durchfithrung juxtazellulidrer Ableitungen und so-
mit die elektrophysiologische Identifizierung einzelner Neurone unmittelbar vor deren

genetischer Manipulation.

5.1.1 Einzelzelltransfektion von identifizierten Neuronen

Die Einzelzelltransfektion ist eine innovative Methode zur genetischen Manipulation ein-
zelner Zellen in einem komplexen Netzwerk [Haas et al., 2001, Rae & Levis, 2002, Rat-
henberg et al., 2003]. Fiir eine erfolgreiche Transfektion ist die prizise Platzierung der
Stimulationselektrode essentiell. Daher wurden bisherige Studien unter visueller Kon-
trolle der verwendeten Mikroelektroden durchgefiihrt [Haas et al., 2001, Rae & Levis,
2002, Rathenberg et al., 2003, Tanaka et al., 2009|. Jedoch beschrinkte diese Tatsache
die Einsatzmoglichkeiten der Einzelzelltransfektion hauptsichlich auf in wvitro Préipa-
rationen. Fine Moglichkeit der genetischen Manipulation von Neuronen in vivo wurde
von Kitamura et al. [2008] entwickelt. Mithilfe der sogenannten shadowpatching-Methode
werden Zellkérper indirekt durch Perfusion mit einem fluoreszenten Farbstoff visualisiert
und anschliefsend transfiziert. Da jedoch auch hier mikroskopische Methoden zum Ein-
satz kommen, ist die Anwendung auf oberflichennahe Regionen des Gehirns (< 1 mm)
beschrankt [Theer et al., 2003]. Alternativ liefe sich der Abstand der Stimulations-
elektrode zu der zu transfizierenden Zelle auch elektrisch iiber den Abdichtwiderstand

bestimmen [Joshi & Hawken, 2006]. Jedoch sind die fiir Elektroporationen verwendeten
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Verstérker meist nicht dafiir ausgelegt gewesen, Ableitungen im pA-Bereich messen zu
konnen. Unter Verwendung eines speziellen Verstirkers sowie der Verdnderungen der
experimentellen Parameter liefen sich dennoch in der hier beschriebenen Studie juxt-
azelluldre Ableitungen mit der juxtazelluliren Transfektion kombinieren [Daniel et al.,
2013]. Dieses erlaubte, vergleichbar zur blind patch clamp Methode, den Verzicht auf die
optische Darstellung der Stimulationselektrode wéhrend der Anndherung an die zu trans-
fizierende Zelle. Nach Kontaktausbildung zwischen Pipette und Zellmembran erfolgte die
neuronale Identifizierung der Zelle durch die Detektion spontaner Aktionsstrome.

Die als Neuron identifizierte Zelle wurde anschlieffend juxtazellulir mit Plasmid-
DNA transfiziert. Voraussetzung fiir die erfolgreiche Transfektion von Plasmid-DNA ist
die Ausbildung von Membranporen mit ausreichendem Durchmesser. Der Porendurch-
messer wird durch das verwendete Transfektionsprotokoll, speziell durch die Stimula-
tionsstdrke und -dauer bestimmt |Bockmann et al., 2008, Krassowska & Filev, 2007,
Levine & Vernier, 2010, Neumann et al., 1998, Nolkrantz et al., 2001, Smith et al.,
2004, Sugar & Neumann, 1984|. Somit erfolgte die Einstellung dieser Stimulationspara-
meter derart, dass die resultierenden Membranporen ausreichend grofs waren, um den
Durchgang der Plasmid-DNA zu gewahrleisten, ohne jedoch die Zellintegritat aufzuhe-
ben. Fiir die Justierung der Stimulationsstirke war dariiber hinaus der Abstand der
Stimulationselektrode zu dem zu transfizierenden Neuron zu beriicksichtigen, da die Sti-
mulationsintensitdt an der Zelle mit ansteigender Distanz zur Elektrode abnimmt. Um
juxtazelluldre Ableitungen mit der Einzelzelltransfektion kombinieren zu kénnen, war
eine vergleichsweise geringe Distanz zwischen Zellmembran und Stimulationselektrode
notwendig (loose seal Modus). Damit war der Kontakt zwischen Stimulationselektrode
und Zelle enger als in bisher beschriebenen Studien [Haas et al., 2001, Pi et al., 2010,
Rae & Levis, 2002, Rathenberg et al., 2003, Tanaka et al., 2009]. Das hatte zur Folge,
dass eine Verringerung der Stimulationsstirke essentiell war, um die Ausbildung von
permanenten Poren zu verhindern [Weaver, 1993].

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Transfektionsprotokolle fiir die Ein-
zelzelltransfektion von pEGFP-N1 und siRNA etabliert (siehe Ergebnisse: Abschnitt
4.1.2). In der Spannungsklemme war die optimale Stimulationsstirke von der verwen-
deten Losung abhéngig, in der die zu transfizierenden Nukleinsduren verdiinnt wurden.
Unter Verwendung von HBS war die optimale Stimulationsstirke, sowie die maximal er-
reichte Transfektionseffizienz etwas hoher als unter Verwendung des EPO-Puffers. HBS

und EPO-Puffer unterschieden sich hauptséchlich in ihrer Osmolaritit. Eine Osmolari-
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tatsdifferenz zwischen Pipettenlosung und Zelle, wie sie in dem verwendeten Zellsystem
unter Verwendung des EPO-Puffers zustande kam, kann zu Zellschwellungen fiihren.
Ein Schwellen der Zelle nach Elektroporation kann die Zelllysis zur Folge haben |Tsong,
1991]. In diesem Fall wiirde die transfizierte Zelle die Elektroporation nicht iiberleben
und somit die Transfektionseffizienz verringern. Diese Situation begriindet eventuell die
verminderte Transfektionseffizienz unter Verwendung des EPO-Puffers.

Die Osmolaritétsdifferenz zwischen Pipettenlosung und Zelle beeinflusste dariiber
hinaus auch den Abdichtwiderstand. Dementsprechend wurden unter Verwendung von
HBS ein hoherer Abdichtwiderstand gemessen, als unter Verwendung des EPO-Puffers.
Die dahingehend ermittelten Unterschiede fiithrten bei gleicher Stimulationsstéirke, ent-
sprechend dem Ohmschen Gesetz, zu Abweichungen in der Amplitude der gemessenen
Stromantwort. Die optimale Stromantwort, bei der die maximale Transfektionseffizienz
erreicht wurde, betrug jedoch sowohl unter Verwendung von HBS, wie auch EPO-Puffer
—130nA.

Unter Verwendung der optimalen Transfektionsparameter konnte bereits wenige Mi-
nuten nach der zur Transfektion verwendeten hochfrequenten Stimulation erneut Ak-
tionsstrome gemessen werden, wodurch die Viabilitit der Zellen bestétigt werden konnte.
Generell waren die Eigenschaften der Aktionsstrome von den zur Verdiinnung der DNA
verwendeten Losungen abhéngig. Da Aktionsstrome hauptsichlich kapazitive Strome
sind, steigt deren Amplitude mit sinkendem Abdichtwiderstand [Barbour & Isope, 2000,
Nunemaker et al., 2003]. Dementsprechend zeigte die Analyse spontaner Aktionsstrome
eine hohere Amplitude unter Verwendung des EPO-Puffers als unter Verwendung von
HBS. Aktionsstrommessungen im loose seal Modus eignen sich hervorragend, um die
Entladungsaktivitit der abgeleiteten Zelle zu charakterisieren. Jedoch ist eine Unter-
suchung der intrinsischen Erregbarkeit durch somatische Depolarisation im loose seal
Modus nicht moglich |Perkins, 2006]. Eine Unterscheidung von glutamatergen sowie
GABAergen Neuronen, wie sie anhand des Entladungsverhaltens im tight seal oder who-
le cell Modus vorgenommen wurde, war daher ausgeschlossen [Perkins, 2006, Sotty et
al., 2003, Wierenga et al., 2010].
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5.1.2 Regulierung der Proteinexpression durch Einzelzelltransfektion mit siRNA

Der siRNA-vermittelte Knockdown von Proteinen ist eine effiziente Methode, um deren
Expression zu regulieren. Eine zellspezifische Manipulation von Proteinen liefe sich so-
mit iiber die Einzelzelltransfektion mit siRNA erreichen. Zu diesem Zweck wurde die
Funktionalitit des siRNA-vermittelten Knockdowns auf Einzelzellniveau sowohl visuell
iiber die Expression von eGFP, als auch funktionell durch die Regulation des endoge-
nen DPP6-Proteins bestimmt. Die Analyse der eGFP-Expression zeigte eine Reduktion
der eGFP-Fluoreszenz um 97 % nach der Kotransfektion von pEGFP-N1 und der gegen
eGFP-mRNA gerichteten siRNA. Unter Verwendung der gleichen siRNA erreichten Bou-
des et al. |2008] in dissoziierten Neuronenkulturen von transgenen Aktin-GFP-Mausen
[Okabe et al., 1997] nur eine Reduktion um 40 %. Bei dem Knockdown eines endogen
exprimierten Proteins muss jedoch dessen Halbwertszeit beriicksichtigt werden. Speziell
eGFP hat eine vergleichsweise hohe Halbwertszeit |Li et al., 1998a|. Eine lange Lebens-
dauer erschwert funktionelle Studien, da ein siRNA-vermittelter Knockdown in diesem
Fall weniger effizient ist [Wu et al., 2004b].

Ferner konnte der siRNA-vermittelte Knockdown des endogen exprimierten Proteins
DPP6 zwei Tage nach der juxtazelluldren Transfektion iiber elektrophysiologische Mes-
sungen nachgewiesen werden. Vergleichbare Ergebnisse erhielten Kim et al. [2008] nach
viraler Infektion mit dem entsprechenden shRNA-beinhaltendem Vektor. Die Verwen-
dung von viralen Infektionssystemen zur Proteinexpression erlaubt die Untersuchung
von genetisch manipulierten Zellen in einem Zeitraum von bis zu drei Tagen nach deren
Infektion. In diesem Zeitraum zeigt die virale Infektion keine offensichtlichen Nebener-
scheinungen in Bezug auf Morphologie und Physiologie [Kittler et al., 2006, Malinow
et al., 2010]. Analog hierzu konnten auch nach der juxtazelluliren Transfektion sowohl
morphologische, als auch elektrophysiologische Studien an einzelzelltransfizierten Zellen
circa 1 - 3 Tage nach der hochfrequenten Stimulation durchgefiihrt werden. Die elek-
trischen Eigenschaften von transfizierten Zellen waren zwei Tage nach der Transfektion
vergleichbar zu untransfizierten Zellen. Da die elektrophysiologischen Charakteristika
einer Zelle sehr anfillig fiir experimentelle Manipulationen sind, weisen die erhaltenen
Ergebnisse darauf, dass weder die juxtazellulare Ableitung noch die Transfektion merk-
lich die zelluldren Eigenschaften verdnderte. Zudem beeinflussten weder die verwendete
Kontroll siRNA noch eGFP die basalen elektrophysiologischen Eigenschaften von trans-

fizierten Neuronen. Die Aktionspotentiale und das intrinsische Entladungsverhalten wie
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auch die Amplitude und Frequenz von Miniaturstromen waren unter beiden Bedingun-
gen vergleichbar.

Zusammengenommen ermoglicht die Kombination von juxtazelluldrer Ableitung und
Transfektion die Analyse von einzelnen genetisch verinderten Neuronen in einem kom-
plexen neuronalen Netzwerk. Da die etablierte Methode nicht merklich in die Zelleigen-
schaften eingreift, konnen morphologische und elektrophysiologische Untersuchungen an

den genetisch manipulierten Zellen vorgenommen werden.

5.2 Bedeutung von BDNF in Prozessen der synaptischen

Transmission und Plastizitat

Die undifferenzierte Manipulation neuronaler Netzwerke eignet sich nur bedingt fiir eine
subzelluldre Auflésung BDNF-abhéngiger Funktionen. Daher wurde in der vorliegen-
den Arbeit die zuvor etablierte juxtazellulire Transfektion genutzt, um einen selekti-
ven Knockdown von BDNF auf Einzelzellniveau zu erzeugen. Die anschliefsende elektro-
physiologische Charakterisierung zeigte, dass ein postsynaptischer BDNF-Defizit keinen
Einfluss auf die basalen Eigenschaften der synaptischen Transmission hatte. Wahrend
der Langzeitpotenzierung modulierte BDNF jedoch durchaus auch die Postsynapse. Die
intra- wie auch die extrazellulire Applikation von K252a fiihrte zu einer Inhibition der
LTP an der CA3-CAl-Synapse. Diese Ergebnisse deuten auf eine postsynaptische Ab-
héngigkeit von BDNF /TrkB-Signalwegen wihrend der hippokampalen Langzeitpoten-

zierung.

5.2.1 Bedeutung von BDNF in Prozessen der synaptischen Transmission

Zur Untersuchung des selektiven Knockdowns von BDNF wurde zunédchst die verwen-
dete, gegen BDNF-mRNA gerichtete, siRNA validiert. In dissoziierten hippokampalen
Massenkulturen konnte eine signifikante Reduktion des endogenen BDNF-Proteins auf
64 % zwei Tage nach der Transfektion der siRNA detektiert werden. Die Transfektions-
effizienz konnte jedoch nicht ermittelt werden, da eine unmarkierte, und somit fluores-
zenzmikroskopisch nicht visualisierbare siRNA verwendet wurde. Es kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass ein unbestimmter Anteil der Zellen untransfiziert blieb, sodass

der BDNF-Knockdown auf Einzelzellniveau hoher anzusetzen ist.
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Die validierte siRNA wurde zur Manipulation des endogenen BDNF-Gehalts von ein-
zelnen CA1 Pyramidenzellen hippokampaler Schnittkulturen verwendet. Verschiedene
Studien belegen, dass organotypische hippokampale Schnittkulturen in Bezug auf Mor-
phologie sowie synaptische Transmission, vergleichbar zu akuten Schnittpriparaten sind
[De Simoni et al., 2003, Muller et al., 1993]. Vergleichende Analysen zeigten, dass sowohl
die Entwicklung und Morphologie der Dendriten, wie auch die entwicklungsbedingte Fre-
quenzzunahme der Miniaturstrome analog verlduft. In hippokampalen Schnittkulturen
war jedoch eine insgesamt erhohte Frequenz der glutamatergen Miniaturstrome zu beob-
achten [De Simoni et al., 2003]. Diese Ergebnisse wurde auf eine erhthte Konnektivitét
durch die Ausbildung neuer synaptischer Kontakte zuriickgefiihrt. Auch entwicklungs-
abhéngige Prozesse der synaptischen Plastizitét verlaufen parallel [Muller et al., 1993].
Circa 90 % der organotypischen Schnittpriaparate zeigten nach 11 Tagen in Kultur eine
robuste LTP-Expression (Priaparation der Ratten: P5). Das entspricht in etwa den in
akuten Schnittpraparaten des Hippokampus (Praparation der Ratten: P15) erhaltenen
Ergebnissen [Harris & Teyler, 1984]. Hippokampale Schnittkulturen eignen sich demnach
fiir die im Anschluss an die genetische Manipulation stattfindende elektrophysiologische

Charakterisierung.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von BDNF auf verschiedene Eigen-
schaften der basalen synaptischen Transmission nach Manipulation einzelner CA1 Pyra-
midenzellen untersucht. Die Auswertungen ergaben, dass ein postsynaptisch reduzierter
BDNF-Gehalt keine Auswirkungen auf Aktionspotentiale, das Entladungsverhalten so-
wie die Glutamatausschiittung prasynaptischer Zellen hatte.

Die Analyse der Aktionspotentiale von Neuronen mit einem siRNA-vermittelten
BDNF-Defizit zeigte keine Unterschiede zu den entsprechenden Kontrollzellen. Samt-
liche Eigenschaften der Aktionspotentiale (Schwellenwert, Anstieg 19_go%, Amplitude,
Halbwertsbreite und Nachhyperpolarisation) waren unbeeintriachtigt von der Redukti-
on des BDNF-Gehalts der postsynaptischen Zelle. Die Aktionspotentiale wurden in der
vorliegenden Arbeit zudem auch nach Manipulation von TrkB-abhingigen Signalwe-
gen untersucht. Sowohl die zellspezifische intrazelluldre, wie auch die zellunspezifische
extrazellulire Applikation des TrkB-Inhibitors K252a hatte keine Verdnderung der Ak-
tionspotentiale zur Folge. Vergleichbare Ergebnisse wurden in dissoziierten hippokam-
palen Kulturen [Bolton et al., 2000, Li et al., 1998b], sowie im visuellen Kortex |Abidin
et al., 2006] erhalten. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse bestéti-
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gen demnach, dass die Aktionspotentialeigenschaften weder durch BDNF, noch durch
BDNF-abhéngige Signalwege beeinflusst werden.

Dariiber hinaus wurde die Bedeutung von BDNF fiir das Entladungsverhalten einer
Zelle untersucht. Die Aktionspotentialfrequenz einer Zelle hingt zum einen von der in-
trinsischen Erregbarkeit des untersuchten postsynaptischen Neurons und zum anderen
von den eingehenden Signalen prasynaptischer Zellen ab. Fine Modulation der synapti-
schen Transmission auf prasynaptischer Ebene spiegelt sich unter anderem in der sponta-
nen Feuerrate einer Zelle wider. In hippokampalen Neuronenkulturen hatte eine BDNF-
abhéngige Potenzierung der synaptischen Transmission dementsprechend einen Anstieg
der spontanen Feuerrate nach BDNF-Applikation zur Folge [Bolton et al., 2000, Levine
et al., 1995|. Eine unverdnderte Feuerrate wurde hingegen in kortikalen Pyramidenzellen
nach chronischer Applikation von BDNF beobachtet [Rutherford et al., 1998]. Jedoch
modulierte BDNF dort die Feuerrate nach andauernder Blockade der Netzwerkaktivitat
durch TTX [Desai et al., 1999, Rutherford et al., 1998|. Diese regulierende Funktion von
BDNF ist essentiell fiir die neuronale Adaptation an dauerhafte Verinderungen der Netz-
werkaktivitat, wie sie beispielsweise wihrend der Entwicklung auftreten. Im Gegensatz
zu den beschriebenen Untersuchungen zur BDNF-abhidngigen Modulation der Feuerrate,
wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von BDNF auf die intrinsische Erregbar-
keit der postsynaptischen Zelle untersucht. Die zellspezifische Manipulation durch eine
siRNA-vermittelte Reduktion des BDNF-Gehalts, sowie durch intrazellulire Applika-
tion von K252a, hatte weder einen Einfluss auf die Aktionspotentialfrequenz, noch auf
das gemessene Membranruhepotential. Demnach lassen die erhaltenen Ergebnisse darauf
schliefsen, dass die intrinsische Erregbarkeit sowohl unabhéngig vom endogenen BDNF-
Gehalt, wie auch von der TrkB-abhingigen Signalweiterleitung der untersuchten Zelle
ist. Vergleichbare Untersuchungen zur intrinsischen Erregbarkeit nach zellspezifischer
Manipulation BDNF /TrkB-abhéngiger Signalwege existieren leider nicht. Jedoch wurde
das stimulationsbedingte Entladungsverhalten von dissoziierten hippokampalen Neuro-
nen nach BDNF-Applikation beziehungsweise nach Entzug von BDNF durch TrkB-IgGs
analysiert |Bolton et al., 2000, Li et al., 1998b|. Hier wurde kein Einfluss von BDNF
auf die intrinsische Erregbarkeit (Membranruhepotential und Feuerfrequenz) festgestellt.
Auch Studien in transgenen M#usen mit reduziertem BDNF-Gehalt (BDNF */7) zeigten
eine unverinderte Erregbarkeit von Neuronen des visuellen Kortex [Abidin et al., 2006],
wie auch von Neuronen der Amygdala [Meis et al., 2012| im Vergleich zu entsprechenden

Neuronen von Wildtyp-Mausen.
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Im Unterschied zu den zuvor beschriebenen Studien wurde in der vorliegenden Ar-
beit jedoch eine Reduktion der intrinsischen Erregbarkeit nach zellunspezifischer extra-
zelluldrer Applikation von K252a beobachtet. In Anwesenheit von K252a zeigten Neuro-
ne hippokampaler Schnittkulturen ein leicht hyperpolarisiertes Membranruhepotential,
sowie eine verringerte Feuerrate. Die hier erhaltenen Ergebnisse bestitigen Untersu-
chungen von Wang et al. [2009] in dissoziierten hippokampalen Neuronen. Die akute
K252a-Applikation hatte in dieser Studie eine Reduktion der basalen Feuerrate zur Fol-
ge. Die anhand von K252a erhaltenen Ergebnisse stehen jedoch in Widerspruch zu den
Untersuchungen, die in einem System mit reduziertem BDNF-Gehalt durchgefiihrt wur-
den [Abidin et al., 2006, Bolton et al., 2000, Li et al., 1998b, Meis et al., 2012]. Es
besteht daher die Moglichkeit, dass K252a eine gesonderte Aufgabe in Hinsicht auf die
Aktionspotentialfrequenz erfiillt, die eventuell unabhingig von dessen Wirkung auf den
TrkB-Rezeptor ist.

Abschliefsende Untersuchungen zur synaptischen Transmission von Neuronen mit
siRNA-vermitteltem BDNF-Defizit, beinhalteten die Analyse exzitatorischer Miniatur-
strome (mEPSCs). Ein BDNF-Defizit auf Einzelzellniveau beeinflusste weder die Fre-
quenz, noch die Amplitude der gemessenen mEPSCs. Verschiedene Studien konnten je-
doch Verdnderungen in der mEPSC-Frequenz beobachten. Eine erhohte Frequenz der Mi-
niaturstrome nach BDNF-Applikation war unter anderem in dissoziierten Neuronenkul-
turen des Hippokampus [Lessmann et al., 1994], in hippokampalen Schnittkulturen [Tyler
& Pozzo-Miller, 2001], sowie in akuten Hippokampusschnitten [Madara & Levine, 2008]
zu beobachten. Ferner wurde in heterozygoten BDNF-Knockout Tieren eine Reduktion
der mEPSC-Frequenz gezeigt [akutes Schnittpriaparat des visuellen Kortex: Abidin et al.,
2006]. Die Verdnderungen in der Frequenz der Miniaturstréme lieften sich auf eine Modu-
lation der Priasynapse, speziell der prasynaptischen Glutamatfreisetzung, zuriickfiihren.
Diese wird unter anderem durch postsynaptisch freigesetztes BDNF, welches retrograd
iiber den synaptischen Spalt diffundiert und an prasynaptische TrkB-Rezeptoren bin-
det, verstiarkt [Magby et al., 2006]. In der vorliegenden Arbeit war die mEPSC-Frequenz
und somit, auch die prasynaptische Transmitterausschiittung jedoch durch den postsyn-
aptischen BDNF-Defizit unbeeintrachtigt. Der BDNF-Gehalts scheint somit auch nach
siRNA-vermitteltem Knockdown weiterhin iiber einem kritischen Schwellenwert zu lie-
gen, sodass die zur Verfiigung stehende BDNF-Menge ausreichend ist, um eine effiziente

Glutamatausschiittung zu gewéhrleisten.
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die unter-
suchten Parameter der basalen synaptischen Transmission unabhéngig von einem post-
synaptisch reduzierten BDNF-Gehalt, wie auch von der postsynaptischen BDNF /TrkB-

abhéingigen Signalweiterleitung sind.

5.2.2 Bedeutung von BDNF in Prozessen der synaptischen Plastizitat

BDNF beeinflusst die synaptische Transmission iiber eine Vielzahl von Wirkungsmecha-
nismen. In Abhéngigkeit des Zelltyps, sowie des subzelluliren Wirkungsorts, moduliert
BDNF iiber verschiedene Signaltransduktionskaskaden die Signalweiterleitung. Welche
zellspezifische Funktion BDNF speziell in Prozessen der synaptischen Plastizitdt ausiibt
und wo diese stattfinden, war und ist Gegenstand zahlreicher Studien.

Diverse experimentelle Ansitze wurden fiir die Aufklarung dieser Fragestellungen
gewahlt. Die Verwendung pharmakologischer Blocker ist eine Moglichkeit um Systeme
zu manipulieren. Speziell K252a eignet sich fiir die Untersuchung des Wirkungsorts von
BDNF [Inagaki et al., 2008, Meis et al., 2012]. Es besteht die Moglichkeit, K252a so-
wohl extrazelluldr fiir eine generelle Blockade BDNF /TrkB-abhiéingiger Signalwege zu
verwenden, wie auch intrazellulér fiir eine zellspezifische Blockade. Verschiedene Studien
konnten tiber vergleichende Untersuchungen eine prasynaptische [Inagaki et al., 2008,
Magby et al., 2006, Mohajerani et al., 2007] oder postsynaptische [Cheng & Yeh, 2003,
Levine et al., 1995, Meis et al., 2012 Aktivierung TrkB-abhéngiger Prozesse beobachten.
Demzufolge wurde K252a in der vorliegenden Arbeit zum einen fiir den generellen Nach-
weis einer BDNF-abhéngigen Langzeitpotenzierung und zum anderen fiir den Nachweis
einer pri- oder postsynaptischen TrkB-Aktivierung verwendet.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass BDNF-abhéngige Signal-
wege die durch Theta burst Stimulation induzierte LTP beeinflussen. Die Potenzierung
der postsynaptischen Strome war in Anwesenheit von K252a beeintriachtigt. Die In-
duktion der LTP an der CA3-CA1-Synapse hippokampaler Schnittkulturen erfolgte an-
hand einer gepaarten Theta burst Stimulation. Unter DMSO-Kontrollbedingungen war
eine robuste Potenzierung der postsynaptischen Stréme nach TBS-Stimulation zu beob-
achten. Diese blieb in Anwesenheit von extrazellularem K252a aus. In hippokampalen
Schnittkulturen ist die Theta burst Stimulation dementsprechend ein BDNF-abhingiges
LTP-Induktionsprotokoll. Vergleichbare Ergebnisse wurden sowohl in hippokampalen,

wie auch in kortikalen Projektionssystemen erhalten |Bartoletti et al., 2002, Chen et
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al., 1999|. Der Entzug von BDNF durch TrkB-IgGs [Chen et al., 1999] beziehungsweise
durch genetische Manipulation (BDNF +/~-M3use) [Bartoletti et al., 2002| hatte jeweils
ebenfalls eine Reduktion der durch TBS induzierten LTP zur Folge.

In der vorliegenden Arbeit wurde dariiber hinaus der Ort der TrkB-Aktivierung wah-
rend der BDNF-abhéngigen LTP untersucht. Zu diesem Zweck wurde die TrkB-Aktivie-
rung in der postsynaptischen Zelle mit K252a blockiert. Die intrazelluldre Applikation
von K252a hatte, wie zuvor auch dessen extrazellulire Applikation, eine Inhibition der
LTP zur Folge. Diese Ergebnisse legen eine postsynaptische Aktivierung BDNF /TrkB-
abhéngiger Signalwege wahrend der Langzeitpotenzierung nahe. Vergleichbare Studien
im thalamo-amygdalaren Projektionssystem bestitigen eine postsynaptische Aktivie-
rung TrkB-abhingiger Prozesse [Meis et al., 2012|. Dort inhibierte die postsynaptische
Blockade der TrkB-Rezeptoren mithilfe von K252a ebenfalls die FExpression der LTP.
Hingegen konnten Untersuchungen an GABA/Glutamatergen Synapsen des visuellen
Kortex eine prasynaptische TrkB-Aktivierung wahrend der LTP zeigen [Inagaki et al.,
2008]. Die BDNF /TrkB-abhangige Expression der LTP war durch die intrazellulire Ap-
plikation von K252a unbeeintrachtigt. Anhand der unter Verwendung von pharmakologi-
schen Blockaden erhaltenen Ergebnisse scheint die subzelluldre TrkB-Aktivierung abhén-
gig von der untersuchten Synapse zu sein. Jedoch ist die Bestimmung des Wirkungsorts
von BDNF allein mithilfe von K252a nicht zweifelsfrei moglich, da es sich hierbei um
einen membranpermeablen Wirkstoff handelt [Koizumi et al., 1988, Tapley et al., 1992].
Demnach ist dessen Diffusion iiber den synaptischen Spalt und dementsprechend auch
dessen Wirkung an der Priasynapse nicht vollstindig auszuschliefsen. Zudem wirkt K252a
nicht ausschlieflich auf die BDNF /TrkB-abhéingige Signalweiterleitung, sondern agiert
in der gewéhlten Konzentration auch auf andere Mitglieder der Trk-Rezeptor-Familie
[Koizumi et al., 1988].

Daher nutzte eine Anzahl von Studien, anstatt pharmakologischer Blockaden, trans-
gene Mausmodelle zur Manipulation von regionalen Netzwerken (und subregionalen Zell-
gruppen) |Gértner et al., 2006, Xu et al., 2000]. Zur Aufklarung der pri- oder postsynap-
tischen TrkB-Aktivierung sollte beispielsweise ein konditionelles TrkB- Knockout-System
beitragen [Xu et al., 2000]. Hier hatte ein CAl-spezifischer Knockout des TrkB-Rezeptors
keinen Einfluss auf die Expression der LTP nach tetanischer Stimulation. Diese Unter-
suchung deutet demnach auf die Notwendigkeit einer prasynaptischen TrkB-Aktivierung
wahrend der LTP. Damit stiinde die in der vorliegenden Arbeit ermittelte postsynap-

tische Aktivierung von TrkB-abhéngigen Prozessen wihrend der hippokampalen LTP
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in Widerspruch zu den Ergebnissen von Xu et al. [2000]. Jedoch belegen weitere Un-
tersuchungen im Hippokampus auch die Notwendigkeit der postsynaptischen Aktivie-
rung TrkB-abhangiger Signalkaskaden |Gértner et al., 2006]. Dementsprechend wies ei-
ne Studie von Gértner et al. [2006] auf eine pra- und postsynaptisch TrkB-vermittelte
PLC~-Aktivierung nach tetanischer Stimulation. Zudem wurde eine BDNF-abhéngige
Aktivierung postsynaptischer NMDA-Rezeptoren und Kalzium-Kanéle gezeigt [Koval-
chuk et al., 2002]. Die postsynaptische Aktivierung TrkB-abhéngiger Signalwege spielt
demnach durchaus eine Rolle in der hippokampalen LTP. Aufgrund der insgesamt teils
widerspriichlichen Frgebnisse besteht jedoch weiterhin Aufklarungsbedarf hinsichtlich
des subzelluldren Wirkungsorts von BDNF.

Die fiir eine spezifische Region erhaltenen Ergebnisse weisen hinsichtlich der Wir-
kung von BDNF Diskrepanzen auf, welche unter anderem auf Unzuldnglichkeiten der
durchgefiihrten Manipulationen zuriickzufiithren sind. Aufgrund dessen war die Etablie-
rung neuer Techniken notwendig. Die in der vorliegenden Arbeit etablierte Methode
der Einzelzelltransfektion von identifizierten Neuronen eignet sich fiir eine zellspezifische
Untersuchung der Funktionen von BDNF. Ein postsynaptischer Knockdown des TrkB-
Rezeptors, sowie dessen Transfektion in einzelne Zellen eines TrkB-Rezeptor-defizienten

Systems wiirden zur Aufkldrung der zellspezifischen Wirkung von BDNF beitragen.



6 Zusammenfassung

Das Protein BDNF ist ein bedeutender Faktor fiir die Entwicklung des zentralen Ner-
vensystems. Neben seiner Funktion als Uberlebens- und Differenzierungsfaktor ist das
Protein ein wichtiger Regulator von Prozessen der synaptischen Transmission und Plas-
tizitdt. In Abhéngigkeit des Zelltyps erfolgt die BDNF-abhéngige Modulation auf pra-
und/oder postsynaptischer Seite. Zur Aufklirung der zellspezifischen oder sogar subzel-
luldren Wirkung von BDNF bedarf es jedoch der Manipulation auf Einzelzellniveau.

Zur Untersuchung der lokalen Bedeutung von BDNF wihrend der synaptischen
Transmission, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt, die die geneti-
sche Manipulation einzelner identifizierter Neurone erlaubt. Die Identifizierung erfolgte
anhand elektrophysiologischer Kriterien in der loose-seal Konfiguration durch die Ablei-
tung von Aktionsstromen. Die anschlieffende juxtazelluliren Transfektion ermdoglichte die
genetische Manipulation eines Neurons. Die simultane Transfektion von Plasmid-DNA
und siRNA wurde durch Optimierung der Einzlzelltransfektion erreicht. Ein effizienter
Knockdown von eGFP, sowie des endogenen DPP6 Proteins konnte fluoreszenzmikro-
skopisch beziehungsweise elektrophysiologisch nachgewiesen werden.

Fiir den gezielten Knockdown von endogenem BDNF mittels RNA Interferenz wur-
de eine gegen BDNF mRNA gerichtete siRNA verwendet. Die Effizienz der verwendeten
siRNA wurde mithilfe von ELISA Messungen bestétigt. Nach der Einzelzelltransfektion
von CA1 Pyramidenzellen mit der validierten BDNF siRNA wurden die elektrophysio-
logischen Basiseigenschaften der Zelle analysiert. Ein BDNF-Defizit auf Einzelzellniveau
hatte keine Auswirkungen auf die basale synaptische Transmission. Die Eigenschaften
der Aktionspotentiale von Neuronen, die mit BDNF siRNA beziehungsweise Kontroll

siRNA transfiziert waren, sowie untransfizierten Neuronen waren vergleichbar. Dariiber
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hinaus konnte kein Unterschied in der Frequenz und Amplitude von Miniaturstrémen in
den drei unterschiedlichen Gruppen beobachtet werden.

Des Weiteren wurde die lokale Bedeutung BDNF-TrkB-abhangiger Signalwege wah-
rend der LTP in hippokampalen Schnittkulturen untersucht. Um den subzelluliren Wir-
kungsort von BDNF zu bestimmen, wurde der TrkB-Inhibitor K252a verwendet. Die
durch Theta burst Stimulation induzierte LTP war in Anwesenheit von extra- sowie
intrazellulirem K252a beeintrichtigt. Dies ldsst auf eine postsynaptische Wirkung von
BDNF wiahrend der hippokampalen LTP schliefen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt wer-
den, anhand welcher einzelne Neurone identifiziert und anschlieffend genetisch manipu-
liert werden konnten. Unter Zuhilfenahme dieser Methode wurde ein effizienter Knock-
down endogener Proteine, wie beispielsweise DPP6 und BDNF, auf Einzelzellniveau
erzielt. Ein Knockdown von BDNF hatte keine Defizite in der basalen synaptischen
Transmission von CA1 Pyramidenzellen zur Folge. Jedoch spielte die BDNF-abhéngige
Signalweiterleitung eine essentielle Rolle wihrend der LTP-Expression in CA1 Pyrami-

denzellen.
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The neurotrophin BDNF is a crucial factor in the development of the central nervous
system. The protein plays an important role in cell survival and differentiation. Addi-
tionally, BDNF regulates synaptic transmission and plasticity. Depending on the cell
type the BDNF-mediated modulation of synaptic processes occurs on the pre- and/or
postsynaptic site. Consequently, understanding the underlying cellular and subcellular
mechanisms requires manipulation on the single-cell level.

To investigate the cell-specific functions of BDNF during synaptic transmission, new
techniques needed to be established. Therefore, a transfection method was developed
in order to genetically modify a single identified neuron. Neuronal identification was
performed in the loose seal configuration by the occurrence of action currents. The
subsequent juxtacellular transfection allowed the genetic manipulation of the identified
neuron. Optimization of the transfection protocol enabled the simultaneous transfection
of plasmid DNA and siRNA. The efficiency of the siRNA mediated knockdown of eGFP
as well as of the endogenous DPP6 protein was assessed and verified by microscopic and
electrophysiological analyses, respectively.

The knockdown of the BDNF protein was performed with an siRNA directed against
BDNF mRNA. The efficiency of BDNF-Knockdown was quantified by ELISA mea-
surements. CA1l pyramidal neurons were juxtacellularly transfected with the validated
BDNF siRNA and characterized two days later by electrophysiological analyses. Basal
synaptic transmission was unaffected by a BDNF deficit on the single-cell level. The
comparison of action potential properties revealed no significant differences between con-
trol and BDNF-deficient neurons. In addition, amplitude and frequency of the miniature

currents were unchanged between the different groups.



7 Abstract 81

Furthermore, the activation of BDNF-TrkB signaling during LTP was analyzed on
the subcellular level. In hippocampal slice cultures LTP was induced by Theta burst
stimulation. Extra- as well as intracellular application of the TrkB-inhibitor K252a
impaired the expression of LTP. Therefore, during hippocampal LTP, a postsynaptic
locus of TrkB-activation could be deduced from the results obtained in the present
work.

In summary, a method that enables the genetic manipulation of identified neurons
was developed in the present study. Using this technique, knockdown of endogenous
proteins like DPP6 or BDNF was achieved on the single-cell level. Basal synaptic trans-
mission was unaffected by a knockdown-mediated BDNF deficit. However, postsynaptic
BDNF signaling was shown to be crucial for the expression of LTP in CA1l pyramidal

neurons.
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