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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Aktionspotentiale in Dendriten kultivierter Hippocampus-Neurone mit

spannungssensitiven Farbstoffen untersucht.

Dazu wurde ein MeBstand aufgebaut, mit dessen Kamera eine 400um x 300m groBe Fliche aufgenommen
werden kann. Die rdumliche und zeitliche Auflosung betragt dabei 4,4pm x Spm und 0,75ms. Es kommen
die Farbstoffe BNBIQ und erstmals auch ANNINE-5 zum Einsatz. Beide sind fiir Messungen an Einzel-
zellen optimiert. Die Anfarbung der Zellen wird mit der neu entwickelten HCl-Methode stark vereinfacht
und verbessert. Durch das gute Signal/Rausch-Verhiltnis der Daten ist es nicht nétig mehrere Messun-
gen zu mitteln, wie bei vielen bisherigen Arbeiten. Aktionspotentiale konnen auch in den empfindlichen
und feinen Dendriten einzelner hippocampaler Neurone sowie kleiner Netzwerke in einem einzigen Lauf
gemessen werden. Alle auflosbaren Strukturen konnen gleichzeitig untersucht werden und nicht wie bei
Patch-Clamp Messungen an nur wenigen Stellen. Aulerdem ist es jetzt auch moglich, Aktionspotentiale in
Dendriten von Neuronen trotz hoher Hintergrundfluoreszenz zu detektieren, wie z.B. auf Gliarasen oder bei

hoher Zelldichte. Dies ist ein erster Schritt zu Messungen im Gehirnschnitt mit Einzelzellauflosung.
Mit diesem Aufbau wird hier zwei Fragestellungen nachgegangen:

Wie pflanzen sich Aktionspotentialgruppen in Dendriten kultivierter Hippocampusneurone fort?
Aktionspotentiale bewahren im Rahmen der Mefigenauigkeit ihre Form auch im Dendriten. Vergleicht
man jedoch zwei Aktionspotentiale einer Gruppe, so ist das spétere verbreitert und bildet eine Schulter.
In den meisten Féllen kann keine aktivitdtsabhéngige Dampfung der Aktionspotentiale wie im Gehirn-
schnitt gefunden werden: Das Verhiltnis zweier Aktionspotentialamplituden eines Aktionspotentialzugs ist
im ganzen Dendriten konstant. Nur in wenigen Messungen wird eine stirkere Ddmpfung eines spéteren

Aktionspotentials gefunden, die etwa halb so stark wie in vergleichbaren Messungen im Gehirnschnitt ist.

Kann die Fortpflanzung der Aktionspotentiale in Dendriten mittels Gentechnik verindert werden?
Die Hippocampusneurone werden dazu mit zwei spannungsabhingigen Kaliumkanéle transfiziert und erst-
mals deren Auswirkung auf die Aktionspotentiale im Dendriten untersucht. Wahrend der Kanal Kv1.4 die
Re- und Hyperpolarisation des Aktionspotentials beeinflullt, steuert Kv1.3 die Aktionspotentialamplitude in
zweifacher weise: Er ddmpft die Amplitude der Spikes im Dendriten und erzeugt zusétzlich eine aktivitits-
abhéngige Dampfung spéterer Aktionspotentiale sowohl bei Aktionspotentialgruppen als auch bei Spikes

die 700ms auseinanderliegen. Es kann somit ein Kurzzeitgeddchtnis des Dendritenbaums erzeugt werden.

Hiermit ist der Grundstein gelegt fiir weitere Untersuchungen der Signalverarbeitung in Dendriten und das

gezielte Design dendritischer Eigenschaften fiir neuronale Netze mit spannungsabhéngigen Ionenkanélen.
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Kapitel 1

Motivation

Das Gehirn ist das zentrale Steuerorgan aller hdheren vielzelligen Tiere, insbesondere des Menschen. Beim
Menschen besteht es aus etwa 10! Nervenzellen und 10'2 Gliazellen verschiedenster Ausprigungen und
Funktionen. Die Nervenzellen (Abb.1.1) sind die morphologischen und funktionellen Einheiten des Ge-
hirns, deren Aufgabe es ist, Informationen an andere Zellen weiterzuleiten. Die Kontaktstellen zwischen
den Neuronen, die diese Ubertragung bewerkstelligen, heiBen Synapsen. Neurone bekommen Informa-
tionen von anderen Zellen durch Synapsen auf den Dendriten und auf dem Zellkérper (Soma) und lei-
ten ein sich daraus ergebendes Signal {iber das Axon an andere Zellen weiter. Die Information ist dabei
durch Depolarisationen des Zellpotentials und deren Frequenz kodiert. Diese sogenannten Aktionspoten-
tiale (Spikes) werden im Axon nahe des Somas abhédngig von den Eingangssignalen der Zelle generiert und
pflanzen sich aktiv und somit unverdndert im Axon bis zur néchsten Zelle fort. Interessanterweise lauft das
Aktionspotential vom Entstehungsort im Axon aber auch zum Soma und in die Dendriten zuriick (Back-
propagation). Informationstechnisch bedeutet dies, dall der Eingang der Zelle das Ausgangsresultat erféhrt.
Solche Mechanismen sind wichtige Regulatoren fiir Synapsenstirken und somit fiir das Lernen. Lange Zeit
nahm man an, da3 die Weiterleitung der Aktionspotentiale nur im Axon aktiv erfolgt und die Depolarisation
sich in den Dendriten dagegen rein passiv ausbreitet. Durch die gleichzeitige Ableitung der Potentiale am
Soma und den Dendriten einer Zelle in Gehirnschnitten konnte aber gezeigt werden, dal3 dies nicht so ist.
Dendriten sind keine passiven Schlduche sondern komplexe Regulatoren. Ein wichtiges Beispiel fiir diese
modulierende Funktion ist, dafl die Backpropagation in Hirnschnitten des Hippocampus aktivititsabhidngig
ist, d.h. bei Aktionspotentialgruppen pflanzt sich das erste fast ungedampft im Dendriten fort, wogegen die

folgenden immer starker gedampft werden [75][8]. Andere Neurone zeigen diese Eigenschaft aber nicht.

Wie aber entstehen liberhaupt Aktionspotentiale und wie werden Modulationen wie die aktivititsabhdngige
Backpropagation erzeugt? Durch unterschiedliche lonenverteilungen innerhalb und auflerhalb der Zelle und
unterschiedliche Leitfahigkeiten fiir diese lonen durch die Zellmembran entsteht ein negatives Ruhepotenti-
al. Die wichtigsten Ionen sind dabei Na™ und K. Sie konnen die Zellmembran nur durch ionenspezifische
Kanéle durchdringen. Diese Kanile sind komplexe Proteine, die unterschiedlichste Eigenschaften hinsicht-
lich Tonenspezifitit und Leitfahigkeit besitzen. Manche dieser Kanile sind spannungsabhingig und 6ffnen
oder schliefen bei einer Anderung des Membranpotentials. Bei einem Aktionspotential wird z.B. kurzzei-
tig die Leitfahigkeit fiir Na™ erhoht, was zu einer Depolarisation der Zelle fiihrt, worauf K*-Kanéle 6ffnen,

bis das Ruhepotential wieder erreicht ist. Im Axon wird das Aktionspotential somit hauptséchlich durch
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Abbildung 1.1: Pyramidalzellen des cerebralen Cortex (GroB3hirn). A: Zeichnung eines mit der Gol-
gi-Férbung sichtbar gemachten Neurons [7]. B: Schematisches Neuron [53].

zwei Kanaltypen erzeugt und fortgeleitet. Es wird aber nicht weiter verdndert. Dendriten besitzen dage-
gen eine Vielzahl von Kanélen mit nicht nur unterschiedlichen Eigenschaften, sondern auch inhomogener
Verteilung und unterschiedlicher Modulation durch intrazelluldre Signalketten. Beispielsweise entsteht die
aktivitdtsabhéngige Backpropagation in Hippocampusneuronen wahrscheinlich durch eine besondere Mo-

dulation der Nat Kanile im Dendriten.

Ziel dieser Arbeit ist es nun, die Backpropagation von Aktionspotentialen in kultivierten Hippocampusneu-
ronen zu untersuchen. Ist sie auch bei kultivierten Zellen aktivitdtsabhdngig oder ergeben sich Unterschiede
zu den Slicemessungen? Die Untersuchungen sollen Aufschluf3 dariiber geben, wie sich Neurone ohne die
modulierenden Umweltbedingungen im Gehirn (Wachstumsfaktoren, Hormone, ...) verhalten. Ein zweites
Ziel ist zu untersuchen, ob die Fortpflanzung von Aktionspotentialen im Dendriten veréndert werden kann.
Dazu wird versucht mit gentechnischen Methoden die Kanalzusammensetzung im Dendriten zu manipulie-

ren, indem die Zelle veranlafit werden, zusatzliche Kanile in die Membran einzubauen. Werden durch einen



bestimmten Kanal die Fortpflanzungseigenschaften der Aktionspotentiale gedndern, und wenn ja, wie? So
kann der Einfluf} dieses Kanals gezielt untersucht werden. In Zukunft kann dies aber auch dafiir genutzt

werden, definierte neuronale Netzwerke mit vorgegebenen Eigenschaften zu designen.

Alle oben vorgestellten Ergebnisse der Gehirnschnitte wurden mit verschieden elektrophysiologischen Me-
thoden gewonnen. Trotz aller Vorteile haben sie eine starke mefitechnische Beschrankung: Es kann immer
nur an wenigen Stellen einer Zelle gleichzeitig abgeleitet werden. Fiir Patch-Clamp Messungen liegt die
Obergrenze z.Z. bei fiinf gleichzeitigen Ableitungen, aber bereits zwei sind schwierig. Eine Alternative
bieten hier optische Messungen mit spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoffen. Sie lagern sich in die
Zellmembran ein und dndern ihre spektralen Eigenschaften in Abhdngigkeit vom elektrischen Feld iiber
der Membran. So konnen Spannungsénderungen, wie z.B. Aktionspotentiale, detektiert werden. In die-
ser Arbeit soll dafiir eine Apparatur fiir optische Messungen mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung
aufgebaut werden, um die oben beschriebenen physiologischen Untersuchungen an kultivierten Hippocam-
pusneuronen durchzufiihren. Ortsabhéngige Ergebnisse, die bis jetzt aus Messungen von vielen verschiede-
nen Zellen zusammengesetzt wurden, sollten damit an einer Zelle mit einer einzigen Messung zuginglich

sein.

Im folgenden Kapitel wird zuerst die Elektrophysiologie von neuronalen Dendritenbdumen vertiefend vor-

gestellt. Anschlieend wird das in dieser Arbeit verwendete System erlautert.



Kapitel 2

Signalverarbeitung im
Dendritenbaum von Nervenzellen

2.1 Grundlagen der zellularen Elektrophysiologie

Nervenzellen findet man in fast allen vielzelligen Tieren (Metazoa). Sie werden dazu bendtigt, Informa-
tionen schnell innerhalb eines Individuums weiterzuleiten und zu verarbeiten. Sie bestehen aus Dendriten,
einem Soma und einem Axon (Abb. 1.1). Diese Kompartimente besitzen unterschiedliche Eigenschaften
und Funktionen. An den Dendriten und am Soma (Zellkorper mit Zellkern) bekommt die Zelle einen Infor-
mationsinput tiber Synapsen von anderen Zellen. Die Zelle, von der das Signal stammt, wird prasynaptisch
genannt, die empfangende Zelle postsynaptisch. Die Signale konnen erregend (exzitatorisch) oder hem-
mend (inhibitorisch) sein. Das synaptische Eingangssignal der Dendriten breitet sich zum Soma hin aus.
Dort iiberlagern sich alle Eingangssignale der Dendriten und des Somas. Liegt das resultierende Potential
iiber einem bestimmten Schwellwert, wird im Axonhiigel oder im Axon nahe des Somas ein Aktionspoten-
tial ausgelost. Das Potential der Zelle dndert sich dabei sehr schnell (GréBenordnung 1ms) vom negativen
Ruhepotential (etwa -60mV) zu einem positiven Potential (etwa +20mV) gegeniiber dem Bad. Diese Akti-
onspotentiale breiten sich aktiv im Axon aus. Das Axon kann sich vielfach verzweigen und iiber Synapsen
einen Input fiir viele andere postsynaptische Zellen liefern. Der Dynamik der Aktionspotentialgenerierung
und Fortpflanzung liegen spannungssensitive lonenkanéle zugrunde, die nur selektiv bestimmte Ionen pas-
sieren lassen. Der Mechanismus wurde erstmals von Hodgkin und Huxley an Tintenfischaxonen untersucht

und mit einem Modell beschrieben [28]. Es wird im folgenden kurz zusammengefalft.

Das Hodgkin-Huxley Modell (Nomenklatur nach [37]) geht von Na™ und K*-lonen und zwei entspre-
chenden spannungssensitiven lonenkandlen aus. Das Axon wird als ein zylindrisches Kabel mit Radius a,
leitfahigem Kern (spezifische Langswiderstand r;), spezifischer Membrankapazitit c,,,, spannungsabhéngi-
ger spezifischer Leitfihigkeiten durch die Membran fiir Na™ (gx,) und K™ (gx) und einer Leckleitfihigkeit
der Membran (gy,) beschrieben (Abb.2.1). Aus den Schaltbildern ergibt sich folgende Kabelgleichung fiir

die Stromdichte 1,,,:

. 87,1 a BZV
T T o @
ov
= tmpo +9x(V,t)(V — Ex) + gna(V,£)(V — Eng) + 91.(V — EpL) )

Dabei sind V das Potential im Axon an der Stelle x zur Zeit t gegeniiber dem auf 0V gesetzten Bad und
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Abbildung 2.1: Membranersatzschaltbild (oben) und Kabelmodell (unten). [37]

E; die Nernstpotentiale der einzelnen Ionen. Das Nernstpotential kommt durch die unterschiedlichen lo-
nenkonzentrationen innerhalb und auBerhalb der Zelle zustande. K™ ist im Zellinneren iiberschiissig, Na™
im Extrazelluldrraum. Die spannungs- und zeitabhdngigen Leitfahigkeiten der Ionenkandle werden mit
Ratengleichungen empirisch an die MeBdaten angepal3it. Es wird davon ausgegangen, daf ein lonenkanal
von mehreren unabhingigen Toren, hier Teilchen genannt, gedffnet oder geschlossen werden kann. Die
beste Ubereinstimmung mit den Messungen ergeben sich bei K+ durch vier gleiche n-Teilchen und fiir
Na™ durch drei m-Teilchen und ein h-Teilchen. Im statistischen Mittel schlieBen am Ruhepotential die
n-Teilchen den K*Kanal und die m-Teilchen den Na*Kanal. Das h-Teilchen ist in seinem Offen-Zustand.
Bei einer Depolarisation 6ffnen zuerst die m-Teilchen und somit ist der Na*Kanal leitfihig. Na™ stromt
ein und depolarisiert die Zelle. Mit zeitlicher Verzogerung 6ffnen die n-Teilchen aufgrund der Depolarisati-
on, so daB es zu einem K™ Ausstrom und damit zu einer Absenkung des Potentials kommt. Aus dem selben
Grund schlieBt das h-Teilchen den NatKanal. Das Potential féllt wieder bis zum Ruhepotential und wegen
der Verzdgerung der Teilchendynamik sogar dariiber hinaus. Unterhalb oder am Ruhepotential schlieBen
die m-Teilchen und die n-Teilchen, wogegen das h-Teilchen wieder 6ffnet. Der Zustand vor der Stimulati-
on ist wieder erreicht. Formal werden die Leitfihigkeiten mit den jeweiligen Ratenkonstanten zum Offnen
a(V') und zum Schliefien 3(V') wie folgt beschrieben:

gx(Vit) = n'gk 3)
C%n = ap(l—n)—0,n

gNa(V7 t) = m3h§Na, (4)
dﬁm = an(l—m)—g,m
d—: = ap(l—h)—BLh



Jx und gy, sind die spezifischen Maximalleitfahigkeiten fiir KT und Na™. Die Lésungen der Differenti-
algleichungen fiir n(t), m(t) und h(t) werden in (3) und (4) eingesetzt. Es erfolgt die oben bereits erwiahnte
Anpassung der spannungsabhdngigen Ratenkonstanten, um den gemessenen Leitfahigkeiten zu entspre-

chen. Es ergibt sich fiir das Tintenfischaxon:

an(V) = 0,01%(—1@10mV)/[(e’V£§f’vmV—1)mV] (5)
1 v

Ba(V) = 0,125—ewm7 (6)

am(V) = O,l%(—V—l—%mV)/[(e:wa%V—l)mV] )

(V) = A ®)

ms

an(V) = 0,07 L =5 ©)
ms

Bu(V) = 1/[(e=mne + 1)ms] (10)

Das Differentialgleichungssystem aus (1) und (5) bis (10) mufl numerisch geldst werden. Mit dieser Theorie
wird das Aktionspotential im Tintenfischaxon beschrieben und auf molekulare Kanaleigenschaften zuriick-
gefiihrt.

Von den Dendriten wurde lange Zeit angenommen, dal3 die Ausbreitung von depolarisierenden Pulsen in ih-
nen rein passiv, d.h. ohne spannungsabhéngige Ionenkanéle, erfolgt. Messungen mit Patch-Clamp Technik
zeigen aber, dall die Ausbreitung aktiv ist und viele verschiedene Kanile mit unterschiedlichsten Eigen-

schaften an der Aktionspotentialweiterleitung und -modulation beteiligt sind.

2.2 Spannungsabhangige lonenkanale und
Aktionspotentialformen in Dendriten

Nicht nur Na® und K+ Ionen, sondern auch Ca?* Ionen tragen zur Generierung von Aktionspotentialen
im Dendriten bei. Die dafiir verantwortlichen Kanile oder Kanalfamilien sind ionenselektiv und werden
anhand ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften und ihrer Pharmakologie voneinander unterschieden
(Abb. 2.2). Sie aktivieren, d.h. 6ffnen, bei Depolarisierung. Es gibt aber auch Kandle, die bei Hyperpo-
larisation aktivieren und verschiedene Ionensorten leiten. Interessant ist auch, dal manche Kanéle nicht
homogen in Soma und Dendrit verteilt sind. Alle im folgenden vorgestellten Kanaltypen bzw. lonenstrome
wurden in Dendriten hippocampaler Pyramidalzellen gefunden. Die Nomenklatur folgt den entsprechenden
Ubersichtskapiteln in [77], [71] und [37].

Na*™ Kanale

Natriumkanile fiihren beim Offnen zu einer Depolarisierung der Zelle und ermdglichen die Erzeugung
und Fortleitung des Aktionspotentials. Sie formen aber auch synaptische Potentiale. Der zugehdrige
Strom Ina(ast) Wird durch geringe Konzentrationen des Kanalgifts TTX blockiert. Er zeigt eine schnel-
le Aktivierungs- (<1ms) und Inaktivierungskinetik (~1ms). Die Kanalleitfahigkeit betrdgt etwa 15pS. Die
Kanile werden bei Potentialen >-45mV aktiviert. Die Kanaldichte ist vom Startpunkt des Axons bis 330um

10
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Abbildung 2.2: Vergleich von verschiedenen Strémen in Hippocampusneuronen als Antwort auf Span-
nungsspriinge (jeweils dardiber). Natrium-Stréme Iy (siow) UNd Ina(fasty ObeN links, Calcium-Stréme I o1y,
ICa(N) und ICa(L) oben rechts, Kalium-Stréme IK(D): IK(A)r IK(DR)f IK(]VI)r IK(C) und IK(AHP) unten. [76]

in den Dendriten konstant. Dieser Kanaltyp ist in Neuronen weit verbreitet.

Im Soma und den Dendriten von Hippocampuspyramidalzellen und wahrscheinlich auch im Neocortex
wurde ein Na™ Strom gefunden, der sich durch die Erholungszeit aus dem inaktivierten Zustand vom Stan-
dardnatriumstrom unterscheidet. Die vollstidndige Erholungszeit betrégt hier Sekunden anstatt Millisekun-
den beim Iy (fqst). Diese Erholungszeit im Dendriten und im Soma ist gleich, aber der Anteil der sich
langsam erholenden Na™ Kanile im Dendriten ist viel hoher wie im Soma. Es ist noch nicht endgiiltig ge-
klirt, ob diese langsame Erholung aus der Inaktivierung auf einen zweiten Na* Kanal zuriickzufiihren ist
oder ob es sich um eine andere Stufe der Phosphorilierung handelt, die die Kanalleitfdhigkeit moduliert.
Starke Hinweise auf die Richtigkeit der zweiten Vermutung liefern die Versuche mit der Ca?>*abhingigen
Proteinkinase PKC [13] (siche Abschnitt 2.4).

Ein zweiter Natriumstrom Ina(siow) 1St in CA1 Neuronen noch nicht sicher nachgewiesen. Er inaktiviert
langsam oder gar nicht und spielt eine Rolle bei sich wiederholenden Aktionspotentialen und beim unter-

schwelligen Verhalten der Zellen.
Ca?* Kanile

Ca?" Kaniile gibt es in allen Neuronen und dort in verschiedenen Teilen der Zellen: Im Soma, den Den-
driten und den synaptischen Endplatten. Sie tragen durch Ca?* Einstrom ebenfalls zur Erregbarkeit und
entscheidend zu den elektrophysiologischen Eigenschaften bei. Ca?* ist aber auch ein wichtiger Second
Messenger in Neuronen und somit werden durch diese Kanile auch wichtige physiologische Funktionen

gesteuert, wie z.B. Neurotransmitterausschiittung, synaptische Plastizitét, Neuritenwachstum wéhrend der

11
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Entwicklung und die Exprimierung von Proteinen. Sie sind langsamer als die schnellen Na™ Kanile. Mit
Voltage-Clamp Messungen und Ca?* Imaging wurde eine Mischung aus mehreren der bekannten Ca?*
Kanaltypen in allen untersuchten Dendriten gefunden. Aulerdem wurde festgestellt, dal3 sie dort ungleich-

méBig verteilt sind.

Die wichtigsten Strome, denen entsprechende Kanéle zugeordnet werden, sind der (transiente) T-Typ Strom
Ica(T) mit niederem Aktivierungsschwellwert und kleiner Leitféhigkeit (~9pS), der (long-lasting) L-Typ
Strom Igga(r) mit hohem Schwellwert und groBer Leitfahigkeit (~25pS) und die N-, P/Q-,R-Typ Strome
IcaN)s Ica®/q)> Icamr)- Letztere drei haben einen hohen Aktivierungsschwellwert (-20 bis -40mV),
aktivieren sehr schnell (~1ms), besitzen eine Leitfahigkeit von ~15pS und unterscheiden sich durch ihre

Inaktivierungszeiten (Ioq(nyslca(r) ~50ms, Ioq(p/q@) mehrere 100 ms) und pharmakologisch.

Die Ca?t Kanaldichte scheint insgesamt vom Soma bis ~350m im apikalen Dendrit konstant zu sein. Die
Dichte ist kleiner als die der Na* Kanile [49]. Die Ca?>* Kanaldichte setzt sich aber an unterschiedlichen
Stellen, abhdngig vom Abstand zum Soma, aus unterschiedlichen Typen zusammen. Im proximalen Dendrit
iiberwiegen L- und N-Typ Kanéle und in distalen Regionen T- und R-Typ Kanéle. N- und P/Q-Typ Kanile

wurden in hoher Dichte auf abgegrenzten Dendritenabschnitten gefunden.

Ca?* Kanile werden von verschiedenen Neuromodulatoren inhibiert, z.B. durch die Aktivierung des meta-
botropen Glutamat Rezeptors, des GABA -, des Somatostatin-, des Serotonin- und des Adenosin-Rezeptors.
Das sind von G-Proteinen vermittelte Modulatoren, die vor allem auf den L- und den N-Typ Kanal wirken.

Nur der T-Typ Kanal scheint nicht modulierbar zu sein.
K* Kanale

Hippocampale Pyramidalzellen besitzen eine groBe Vielfalt an spannungssensitiven Kt Kanilen [76] [36].
Sie erzeugen einen Auswartsstrom und sind die Hauptregulatoren fiir die Erregbarkeit von Neuronen im
Axon, Soma und Dendrit. Es gibt spannungsabhéngige, Ca?*- und spannungsabhingige als auch Ca?*-
abhiingige K™ Kanile. Sie bestimmen durch ihre unterschiedlichen Eigenschaften die Aktionspotentialform
an verschiedenen Stellen (Abb. 2.3).

In Dendriten von CA1 Pyramidenzellen kann man die spannungsabhiingigen K™ Kanile nach zwei Strom-
komponenten unterteilen. Der transiente A-Typ Strom Iy () zeigt eine schnelle Aktivierung (~1ms ab
einem Schwellwert von etwa -30mV im Soma und im proximalen Dendrit, ab etwa -40mV im distalen
Dendrit, scheinbar spannungsunabhéngig) und schnelle Inaktivierung (~5ms bei -30mV und ~20ms bei
+30mV, also spannungsabhingig). Er wird durch 4-Aminopyridin (4-AP) bei Konzentrationen >100uM
blockiert. Er trdgt zur Repolarisierung der Aktionspotentiale und zur Erzeugung des Ruhepotentials bei.
Durch seine schnelle Aktivierung verhindert er ein Feuern der Zelle durch eine kurze Depolarisationen.
Der verzogerte Gleichrichter (Delayed Rectifier) Strom Ik pr) entspricht dem K™ Kanal des Hodgkin-
Huxley Modells. Er aktiviert erst bei +40mV, benotigt dazu mehr als 2ms und zeigt eine sehr geringe oder

keine spannungsabhingige Inaktivierung.

Zumindest im Soma von Pyramidalzellen kann man mindestens drei weitere spannungsabhiingige K™ Stro-
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Spannungsabhingige Ionenkanile und Aktionspotentialformen in Dendriten
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Abbildung 2.3: Stark schematisierte Einfllisse der unterschiedlichen K+ Stréme auf die Aktionspotential-
form und das Verhalten bei Aktionspotentialgruppen (Abklirzungen und Erkldrungen: siehe Text). Unten
sind jeweils die angelegten Stromstufen angegeben. [76]

me nachweisen. Der Strom I p) (delay) aktiviert sehr schnell und inaktiviert langsam (mehrere Sekunden)
aber komplett wie der A-Typ Strom. Die Aktivierungs- und Inaktivierungskurven sind ~20mV negativer
und er reagiert sensitiver auf 4-AP (<100uM) als I (4). Er tragt nicht zur Erzeugung des Ruhepotentials
bei, aber zur Repolarisierung des Aktionspotentials. Der muskarinsensitive Strom Ig ) ist ein nicht-
inaktivierender spannungsabhingiger K™ Kanal, der durch die Aktivierung des muskarinischen Rezeptors
blockiert wird. Er aktiviert langsam (~50ms) bei Depolarisation und beeinflu3t deshalb hauptsichlich die
Spikefrequenz und die Hyperpolarisation nach Aktionspotentialen. Es gibt auch noch einen spannungsab-
héingigen Einwirtsgleichrichter- (Inward Rectifier) Strom I (r), der bei einer Hyperpolarisation aktiviert

wird und K+ Tonen selektiv besser ein- als ausstromen 146t.

Zu Ca®*t abhingigen K Kanélen in Dendriten gibt es bis jetzt nur wenige Messungen. Am Soma wurden
mindestens drei unterschiedliche Stréme charakterisiert. Der erste Strom Igg(c) (Big conductance) hat
eine hohe Leitfihigkeit von 100-400pS, ist stark spannungssensitiv und Ca®* unsensitiv. Erst bei Ca?*
Konzentrationen von etwa 0,6 bis 10uM offnet der Kanal. Der zweite Isk ) (Small conductance) besitzt
eine Leitfahigkeit von 5 bis 20pS, ist relativ spannungsunsensitiv aber stirker Ca?* sensitiv (100-600nM).
Der dritte Ianprp (afterhyperpolarization) hat eine noch kleinere Einzelkanalleitfahigkeit (3 bis 7pS), wird

aber durch noch geringere Ca?* Konzentrationen aktiviert.

Wihrend die Nat und Ca?t Kanile eine relativ konstante Kanaldichte und entsprechende Stromdichte

entlang des Dendriten aufweisen, ist dies beim K+ Strom nicht so. Der Igc(4) ist im apikalen Dendrit
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(etwa 350pum vom Soma) fiinfmal hoher als am Soma. Aus Aktionspotentialmessungen im Dendriten
kann indirekt geschlossen werden, dafl der Strom I45p im distalen Dendriten sehr gering ist, weil die
Hyperpolarisation nach dem Aktionspotential fehlt (Abb. 2.5). Es konnte gezeigt werden, dal3 BK(C) und
SK(C) mit N- und L-Typ Ca?* Kanilen co-lokalisiert sind und deshalb nur in sehr geringen Dichten in CA1

Pyramidenzell-Dendriten zu finden sind.

K™ Kanal Untereinheiten besitzen viele verschiedene Phosphorilierungsstellen. Diese Phosphorilierung
wird durch Kinasen bewerkstelligt. Bis jetzt weill man, daf3 die Protein-Kinase A und C (PKA, PKC), die

CaM Kinase und die MAP Kinase diese Kanidle modulieren konnen.

Molekularbiologische Untersuchungen ergeben, dal} es vier verschiedene Genfamilien fiir spannungsabhén-
gige Kaliumkanile gibt (Kv1, Kv2, Kv3 und Kv4). Die Zuordnung der Sequenzen zu den Strémen steht
erst am Anfang und wird durch verschiedene RNA-Splicing Moglichkeiten und Genduplikation erschwert.
Von hippocampalen Pyramidalzellen weil man, dal Kv4 Untereinheiten den A-Typ Kanal bilden [29] und
der Kv2.1 Kanal einen Hauptteil zum Delayed Rectifier K™ Strom beitrigt [59].

Einwartsgleichrichtende Kanale

Einwirtsgleichrichtende Kanile bzw. ihr Strom Iy, tragen zur Einstellung des Ruhepotentials und zur Mem-
branleitfdhigkeit im Ruhezustand bei. Im Soma und apikalen Dendriten von CA1 Pyramidenzellen werden
sie durch eine Hyperpolarisation langsam aktiviert (~50ms) und noch langsamer deaktiviert. 25% der Kané-
le im Soma sind am Ruhepotential aktiv; im Dendriten ist das Aktivierungspotential mehr Richtung Hyper-
polarisation verschoben. Es flieBen sowohl Na™ als auch K+ Ionen durch diesen Kanal. Die Kanaldichte
nimmt im distalen Dendriten (3504m vom Soma) auf das siebenfache zu. cAMP und cGMP modulieren
I, d.h. sie verschieben die Aktivierungskurve ins Positive und aktivieren dadurch zusétzliche Kanédle am

Ruhepotential.

2.3 Backpropagation von Aktionspotentialen

2.3.1 Hippocampale CA1 Pyramidalzellen

Ein Aktionspotential, das im Axon nahe des Somas ausgeldst wird, pflanzt sich ungeddmpft im Axon fort,
lauft aber auch ins Soma und gedampft in den Dendritenbaum zuriick (Abb. 2.5) [79][75]. Die Dampfung
im Dendriten ist das Ergebnis der auf das fiinffache ansteigenden A-Typ K+ Kanaldichte [29], wihrend
die Na™ Kanalkonzentration konstant bleibt (Abb. 2.4). Durch die schnelle Aktivierung und die steigen-
de Kanaldichte der A-Typ Kanéle (1ms) wird die Amplitude des zuriicklaufenden Aktionspotentials ver-
ringert. Auflerdem wird die Wahrscheinlichkeit fiir die Generierung eines Aktionspotentials im Denriten
durch synaptischen Input reduziert. A-Typ K+ Kanile werden von PKA und PKC [30] moduliert, ent-
weder direkt oder liber die Mitogen-aktivierte Proteinkinase MAPK [35], die von aktiver PKA und PKC
aktiviert werden kann. Physiologisch erwartet man einen Anstieg von PKA und PKC durch die Aktivie-
rung von [-adrenalinischen Rezeptoren und muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren. Die Aktivierung

beider Rezeptoren und damit von PKA bzw. PKC fiihrt zu einem Anstieg der dendritischen Aktionspo-
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Backpropagation von Aktionspotentialen
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Abbildung 2.4: Verhdltnis der schnellen Na™ zu den schnellen K* Kanaldichten in Mitralzellen, Pyrami-
dalzellen der CA1 Region im Hippocampus und Purkinje Zellen des Kleinhirns (links). Vergleich der sich
daraus ergebenden Aktionspotentialamplituden (rechts). Die gepunkteten Linien geben die jeweiligen Ver-
ldufe nach der Vergiftung der A-Typ K+ Kanéle mit 4-AP an. Der Abstand ist zur besseren Vergleichbarkeit
auf die Gesamtldange des jeweiligen Zelltyps normiert. [77]

soma

Cd2+

dendrite (160 um)

Abbildung 2.5: Aktionspotential am Soma (oben) und im Dendriten (unten). Das Aktionspotential am So-
ma ist deutlich héher und schmaler. Beide Messungen wurden jeweils mit und ohne 100uM Cd?* lonen
durchgefiihrt, welche die Ca*t abhéngigen K+ Kandéle blockieren. Nur am Soma wird durch die Blockie-
rung die Aktionspotentialrepolarisierung verlangsamt und die schnelle Hyperpolarisierung nach dem Spike
unterbunden. [63]

tentialamplitude [31]. Pharmakologisch ergibt sich der gleiche Effekt durch Vergiftung der A-Typ Kanéle
mit 4-Aminopyridin [77]. Die Amplitude des zuriicklaufenden Aktionspotentials kann aber auch durch ei-
ne geringe Depolarisierung des Dendriten z.B. durch ein Exzitatorisches Postsynaptisches Potential (EPSP)
vergrofert werden: A-Typ K+ Kanile inaktivieren bereits bei geringer Depolarisierung vom Ruhepoten-
tial sehr schnell spannungsabhéngig und erholen sich von der Inaktivierung zu 80% in 20-50ms. So wird
die A-Typ Kanalkonzentration kurzzeitig gesenkt und grolere Amplituden entstehen. In dieser Zeit kann
es dann zu einer Paarung von zuriicklaufendem Aktionspotential und EPSP kommen, was zu Long Term
Potentiation (LTP) fiihrt [36].
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Bei der Backpropagation dndert sich aber nicht nur die Amplitude sondern auch die Dauer bzw. Breite und
die anschlieBende Hyperpolarisation der Aktionspotentiale im Dendriten gegeniiber dem Soma (Abb. 2.5)
[63]. Die schnelle Hyperpolarisation nach dem Spike wird in den ersten 150m der Dendriten fortschreitend
verringert. Dies und pharmakologische Untersuchungen deuten darauf hin, daf} die dafiir verantwortlichen
Ca?* abhingigen Kt Kanile mit groBer Leitfahigkeit (BKT Kanile) ab etwa 150m im Dendriten nicht
mehr eingebaut werden. Eine solche Verldngerung des Aktionspotentials im distalen Dendriten hat weit-
reichende Folgen, z.B. auf NMDA-Rezeptoren, deren Blockierung aufgehoben wird, oder auf den Ca?*

Einstrom bei der Erzeugung von LTP.

2.3.2 Andere Nervenzelltypen

Andere Nervenzelltypen zeigen aufgrund variierender Kanaltypen, -verteilungen und -dichten andere Ei-
genschaften (Abb. 2.4) [77]. Die bisher besprochenen Pyramidalzellen nehmen eher eine Mittelposition
hinsichtlich der auftretenden Variationsbreite ein. Als zwei Extreme sind die Mitralzellen und die Purkinje

Zellen bekannt.

In Mitralzellen ist das Verhiltnis der schnellen Nat zu den schnellen Kt Kanélen im Soma und Dendriten
relativ hoch und konstant. Ein Aktionspotential pflanzt sich somit im Dendriten wie im Axon fort und es

bestehen wenig Moglichkeiten, die Amplitude zu modulieren.

Bei Purkinje Zellen des Kleinhirns nimmt die Na™ Kanaldichte dagegen im Dendriten schnell ab und damit
auch das Verhiltnis von schnellen Na™ und schnellen K+ Kanélen. Na™ Spikes konnen sich deshalb nicht
aktiv fortpflanzen. In den ficherartigen Dendritenbiumen der Purkinje Zellen treten dagegen Cat Spikes

auf, die wie Na™t Spikes von K™ Kanilen reguliert werden.

2.4 Aktivitatsabhangige Backpropagation

Bei einem Train (Zug oder Gruppe von Aktionspotentialen) werden spétere Aktionspotentiale im Dendriten
hippocampaler Pyramidalzellen frequenzabhéngig stirker gedampft (Abb. 2.6, 2.7) [75] [8]. Mit steigen-
der Frequenz der Aktionspotentiale nimmt deren Amplitude im Dendriten schneller ab und relaxiert auf
ein niedrigeres Potential (Abb. 2.8). Die Untersuchungen wurden an 13 bis 42 Tage alten Ratten durchge-
fiihrt. Die aktivititsabhéngige Backpropagation stellt eine Art Gedéchtnis dar, weil sich die Eigenschaften
des Dendriten in einen bestimmten Zeitbereich abhingig von der Vorgeschichte dndern. Dieses Verhalten
wird auch in neocorticalen Pyramidenzellen gefunden [78], dagegen nicht in Dopamin-Neuronen in der
Substantia Nigra (Abb. 2.9) [27].

Fiir diese Abnahme der Amplituden gibt es zwei Deutungsmoglichkeiten [57]:

e durch einen Nebenwiderstand, z.B. offen bleibende K™-Kanile, flieBt ein Strom nach auBen oder

e durch langanhaltende Na™-Kanal Inaktivierung kann der Dendrit nicht mehr depolarisiert werden.

Messungen mit der ’cell-attached patch-clamp’ Methode am Dendriten sprechen fiir eine langsame Erho-
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Aktivititsabhéngige Backpropagation

lung aus dem inaktivierten Zustand der Na™ Kanile [12] [38] mit einer Zeitkonstante von 860ms [56]. Fiir

dieses Verhalten der Nat Kanile gibt es zwei mogliche Erklirungen:

e Esexistieren verschiedene Typen von Na™ Kanilen im Dendriten und im Soma. Hinweise darauf liefern
immunocytochemische Untersuchungen, die unterschiedliche a-Subunit-Verteilungen des Na™ Kanals
in somatischen und dendritischen Hirnschnittbereichen zeigen [87].

e Die Nat Kanile werden am Soma und in Dendriten unterschiedlich moduliert [35]. Es konnte gezeigt
werden, daB3 durch Protein Kinase C [13] und den muscarinische Rezeptor Agonisten Carbachol (CCh)
[84] die Aktivitdtsabhangigkeit aufgehoben werden kann. Beim ersten wurde dies bis 280um vom
Soma getestet, beim zweiten sogar bis 350um, wobei allerdings festgestellt wurde, daf tiber 300um der

Dendrit auch mit CCh weiterhin aktivitidtsabhangig ist.

Endgiiltige Aussagen sind noch nicht moglich, doch ist die regulatorische Erklarung derzeit experimentell

besser abgesichert.

158 um

Abbildung 2.6: Aktionspotentiale laufen aktivit &tsabhéngig in den Dendritenbaum zuriick. Die Messungen
wurden mit Doppel-Patch-Clamp Technik am Soma und im Dendriten durchgefihrt. Gereizt wurde am
Soma. [75]
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Abbildung 2.7: Verhéltnis der Amplituden des letzten und ersten Aktionspotentials bei einer Aktionspoten-
tialgruppe (train) in Abhdngigkeit vom Abstand zum Soma in hippocampalen Pyramidalzellen. An einer
Zelle kbnnen mit der Patch-Clamp Technik jeweils nur zwei oder drei Mel3punkte (einer am Soma und einer

oder zwei im Dendriten) erhalten werden. Das Diagramm ist aus Messungen an 25 Zellen zusammenge-
setzt. [75]
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Abbildung 2.8: Frequenzabhéngige Abnahme der Aktionspotentialamplituden 150pum vom Soma. Oben
sind die Zeitdifferenzen zwischen zwei Aktionspotentialen angegeben. [8]
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Abbildung 2.9: Verhéltnis der Amplituden des letzten und ersten Aktionspotentials einer Aktionspotential-
gruppe (train) in Abhdngigkeit vom Abstand zum Soma in Dopamin-Neuronen der Substantia Nigra. (Zum
Vergleich siehe Abb. 2.7). Bei diesen Neuronen zweigt das Axon aus einem Dendriten ab, weshalb hier
zwischen Dendriten mit und ohne Axon unterschieden wird. [27]
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Auswirkungen des aktiven Dendriten

2.5 Auswirkungen des aktiven Dendriten

Als kleiner Ausblick werden hier noch einige interessante Auswirkungen des aktiven Dendriten kurz auf-

gelistet:

e Die Ortsabhéngigkeit vom synaptischen Input wird reduziert, weil sich das EPSP zumindest teilweise

aktiv fortpflanzen kann [14].

e Es kommt zu einem Ca?' Einstrom bei Backpropagation [75]. Ca?* ist ein wichtiger Botenstoff und

wirkt auf viele Zellablaufe regulatorisch.

e Fin aktiver Dendrit kann beliebig moduliert werden, sowohl durch die bisher bereits erwdhnten Substan-
zen (PKA, PKC, ...), als auch durch viele weitere. Serotonin (5-HT) z.B. hyperpolarisiert den Dendriten
und das Soma, erhoht die Leitfdhigkeit der Membran bei gleichbleibender Aktionspotentialamplitude
und dem entsprechend abgesenkten Spitzenpotential [68].

e Ab eciner kritischen Spikefrequenz zwischen 60 und 200Hz werden im distalen apikalen Dendriten Ca®*
Aktionspotentiale ausgeldst und es kommt somit zu einem aktivitétsabhidngigen Anstieg der Spikeam-
plituden [46][20].

e Auch Inhibitorisch Postsynaptische Potentiale (IPSP) modulieren die Backpropagation [83]. Sie ver-
ringern die Aktionspotentialamplituden wahrscheinlich durch eine Erhohung der einsatzbereiten A-Typ
K* Kanile. Dies ergibt sich aus der Hyperpolarisation durch das IPSP, die das Gleichgewicht vom

inaktivierten geschlossenen Zustand der Kanéle zum nur geschlossenen Zustand verschiebt.
e Uberlagerungen von einem zuriicklaufenden Aktionspotential und excitatorischem synaptischen Input

fiihren zu Na™ Bursts und Ca?* Aktionspotentialen [47].

e Eskonnen auch Aktionspotentiale im Dendriten durch starke synaptische Stimulation ausgeldst werden.
Die meisten, aber nicht unbedingt alle, breiten sich bis zum Soma aus. Kommt das dendritische Aktions-
potential nicht am Soma an, so fiihrt es aber doch zu einer lokalen Inaktivierung des Dendritenabschnitts
[21].
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Vorstellung des Systems

Kapitel 3

Vorstellung des Systems

In diesem Kapitel werden zuerst die in dieser Arbeit untersuchten Zellkulturen beschrieben und anschlie-
Bend die K+ Kanéle, mit denen hier Neurone gentechnisch verdndert werden. Es folgt eine Einfiihrung in
die Mechanismen spannungssensitiver Fluoreszenzfarbstoffe und eine Zusammenfassung bisheriger Mes-

sungen an Einzelneuronen mit ihnen.

3.1 Hippocampale Nervenzellen in Kultur

Alle im vorhergehenden Kapitel vorgestellten Ergebnisse wurden an akuten Gehirnschnitten gewonnen.
Physiologisch gesehen kommt diese Methode dem Gehirn in vivo wohl recht nah, birgt aber natiirlich auch
ihre Gefahren. Z.B. werden Zellen beim Schneiden zerstort und beschidigt. Es diirfen also keine Zellen
an der Oberflache des Schnittes verwendet werden. Auch Unterversorgungen an Sauerstoff oder anderer
Substanzen wihrend der Préparation oder der Messung konnen die Ergebnisse verfalschen. Wie gut ist
aulerdem die Perfusion im Gewebe? Es ist nur bedingt moglich, diesen “Ausschnitt eines so komplexen
Gesamtsystems wirklich zu kontrollieren und bei der Untersuchung einzelner Zellen den Einflufl anderer

auszuschlieflen oder auch nur konstant zu halten.

Aus dieser Problematik heraus wurden Zellkulturverfahren entwickelt. Man erhélt mit nicht geringem Auf-
wand ein vereinfachtes System mit leichter zugénglichen und manipulierbaren Nervenzellen entweder als
Slicekultur oder wie hier mit dissoziierten Zellkulturen. Bei der dissoziierten Zellkultur wird der Gehirn-
bereich, aus dem die Zellen stammen sollen, zu Beginn seiner Entwicklung entnommen, enzymatisch die
Zellen dissoziiert und dann kultiviert. Der Zeitpunkt fiir die Entnahme wird so gewéhlt, da3 die Differen-
zierung in Gliazellen und Neurone abgeschlossen ist. Die Nervenzellen im besonderen sind postmitotisch
aber besitzen noch keine Fortsitze und keine Synapsen. Fiir den hier verwendeten Hippocampus der Rat-
te ist dies der 17. oder 18. Tag nach der Befruchtung der Eizelle, also noch wéhrend der Embryonalphase.
Die Zellen behalten ihre Identitdt und exprimieren grofteils die fiir den Zelltyp charakteristischen Rezepto-
ren und Kanéle [3]. Es ist aber mit Abweichungen vom in vivo System zu rechnen, da die modulierenden

Einfliisse der Umgebung fehlen und die Morphogenese gestort ist.

Die Zellen benétigen fiir ihre Entwicklung in Kultur eine gewisse Reifezeit. Bei Nervenzellen wird die-
se Zeit bendtigt um die neuronale Polaritdt auszubilden. Nach etwa einer Woche haben sich ein Axon und
mehrere Dendriten entwickelt [15]. In den ersten zwei Wochen wichst das Soma und die Neuritendichte
nimmt zu. Auch die Fahigkeit zur Generierung von Aktionspotentialen muf erst durch die Exprimierung

von spannungsabhéngigen Ionenkanélen geschaffen werden. *Schone’ Aktionspotentiale mit einer schnel-
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Gezielte Verdnderungen der Nervenzelleigenschaften mittels Gentechnik

10-12 DIV 12-14 DIV 16-20 DIV
I1C with anti- P G P G P G
Kvl.1 X X X X X X
Kv1.2 — — X — X X
Kv1.3 — —_ X X X X
Kvl.4 — — — — X X
Kv1.5 _ —_ X X
Kv1.6 —_ —_ X X X

Abbildung 3.1: Nachweis der Kt Kanéle Kv1.1 bis Kv1.6 in kultivierten Pyramidalzellen (P) und Granule
Zellen (G) des Maus-Hippocampus in verschieden Entwicklungsstadien. [26]

len Depolarisation und anschlieBender Re- und Hyperpolarisation sind erst nach etwa 5 Tagen in Kultur
(days in vitro, div) zu finden. Dies hdngt mit dem Auftauchen des Delayed Rectifier Kanals Kv2.1 zusam-
men, der nach 5 Tagen Kulturdauer in den Neuronen nachgewiesen werden kann (miindliche Mitteilung
S. Vassanelli). Spannungsabhingige Kaliumkanile der Kv1-Genfamilie (Kv1.1 bis Kv1.6) erscheinen erst-
mals nach 10 div (Abb. 3.1). Dies entspricht dem Zeitpunkt des Auftauches der Kanéle in vivo. Auch
die subzelluldare Kanalverteilung und die Funktionalitdt sind in beiden Systemen gleich. Interessanerwei-
se ist die Expression der Kanéle von der Zellaktivitit abhéngig. So wird z.B. die Expression von Kvl1.1,
Kv1.2 und Kv1.4 durch den Natriumkanalblocker Tetrodotoxin (TTX) inhibiert, die von Kv1.3, Kv1.5 und
Kv1.6 dagegen nicht [26]. Nach 12-14 div steigt die Synapsendichte stark an [90]. Die Synapsen zeigen im
Elektronenmikroskop die gleichen Strukturen in Kultur und Slice. Es gibt jedoch Unterschiede hinsichtlich
der Verteilung der Synapsen auf Spines und den dendritischen Schaft zwischen Kultur und Slice [4]. Der
vorherrschende Zelltyp in hippocampalen Priméarkulturen sind Pyramidalzellen. Der Anteil an Kdrnerzel-
len ist gering [3]. Sie sind kleiner als die Pyramidalzellen, eher kugelférmig, besitzen nur wenige, diinne

Dendriten und ein langes, vielverzweigtes Axon [26].

Ein groBler Vorteil der dissoziierten Kultur ist, dal mit sehr geringer Zelldichte kultiviert werden kann.
Man hat es mit einzelnen Neuronen und Dendriten zu tun. Die Dendriten sind rein morphologisch einem
Soma zuordenbar. Auflerdem sind die Kulturen zweidimensional und nicht mehr dreidimensional wie im
Gehirnschnitt. Diese Eigenschaften sind auch wichtig fiir die Anwendung spannungssensitiver Farbstofte,

die in dieser Arbeit zum Einsatz kommen.

3.2 Gezielte Veranderungen der
Nervenzelleigenschaften mittels Gentechnik

Wie in den Abschnitten 2.2 bis 2.5 beschrieben wurde, bestimmen spannungsabhéngige lonenkanile ent-
scheidend das Verhalten von Nervenzellen. Mit Hilfe der Gentechnik ist es moglich, in Zellen zusétzliche
Kanéle bzw. bereits vorhandene (intrinsische) stirker zu exprimieren. Dazu bendtigt man die DNA, die
fiir den Kanal kodiert, und eine Primersequenz, die von der Zelle als Startsignal fiir die Exprimierung des

Proteins (in diesem Fall des Kanals) verstanden und der Kanal-DNA vorangesetzt wird. Diese beiden Tei-
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le werden in eine geschlossene DNA-Kette, ein Plasmid, eingebaut und in die Zelle eingeschleufit. Die
Zelle ist dann transformiert, d.h. sie hat neue Gene in Form isolierter DNA aufgenommen. Die Zelle ex-
primiert darauthin das Protein und baut es ein. Um zu kontrollieren, ob das Protein wirklich produziert und
an der richtigen Stelle eingebaut wird, ist hier an die DNA des Kanals noch die DNA des Griin Fluoreszie-
renden Proteins (GFP) angehdngt. Der Kanal ist dann mit GFP gelabelt und leuchtet bei einer Anregung
mit blauem Licht griin. Im folgenden werden zwei K™ Kanile aus der Kv1 Genfamilie vorgestellt, mit de-
nen in dieser Arbeit versucht wurde, die Dendriteneigenschaften zu verdndern. Beide sind intrinsisch in

Pyramidalzellen des Hippocampus vorhanden (Abb. 3.1).

3.2.1 Der spannungssensitive Kaliumkanal Kv1.3

Kv1.3 ist vom Typ ein Delayed Rectifier Kanal mit langsamer Inaktivierung (C-Typ Inaktivierung) und sehr
langsamer Erholung aus der Inaktivierung. Er wurde aus dem Rattenhirn geklont [80][81]. Man findet ihn
im somatodendritischen Bereich der CA3-Region des Hippocampus, er ist aber nicht die Hauptkomponente
des Delayed Rectifier KT Stroms im Rattenhippocampus (dies ist Kv2.1, [59]). Kv1.3 wird auch in ande-
ren somatodendritischen Gehirnbereichen [86], in T und B Lymphozyten [25][16][74] und Mikrogliazellen
[10] gefunden. Kv1.3 ist besonders interessant, weil er einen deaktivierten Zustand besitzt, den er erst mit
einer langen Zeitkonstante wieder verlédft. Versuche zur Aufklidrung des Mechanismus und der Modula-
tion der Inaktivierung wurden mehrfach unternommen [51][50][52]. Das mit den Messungen am besten
iibereinstimmende, wenn auch nicht alles erkldrende Modell ist, da3 der Kanal vier geschlossene, deakti-
vierte Zustiande Cy bis Cs, einen geschlossenen Cy4, einen offenen Os und einen inaktivierten Ig besitzt. Die

Inaktivierung erfolgt aus dem geschlossenen Zustand C4, der dem offenen Zustand Oj sehr &hnlichen ist:

4 3 2 kas
Co=Cl=Ch=Cy= O 205
B 28 38 43 ksa
kas || kea
Ig

mit den spannungsunabhingigen Ratenkonstanten k45=1/(1,2ms), ks4=1/(6,7ms), k46=1/(40ms) und key
=1/(10000ms). Auch mit diesem Kanal kann es wie bei Na* Kanilen zu einem Gedichtniseffekt kom-
men, wie mit der Dynamic-Clamp Methode gezeigt wurde (Abb.3.3)[85]. Dabei wird der Strom durch den
Kanal dem Modell entsprechend simuliert und einer vorgegebenen Kanaldichte entsprechend in die Zelle
geschickt. Das Zellpotential ergibt sich dann aus den zelleigenen Stromen und dem zusétzlich injizierten.
In diesem Fall wird durch den zusétzlichen Kanal Kv1.3 zuerst die Auslosung von Aktionspotentialen ver-
zogert. Die Spikes fithren dann aber zu einer Inaktivierung des Kanals, weshalb die Spikefrequenz steigt.
Wegen der langsamen Erholung aus der Inaktivierung kénnen auch nach einer Stimulationspause Aktions-

potentiale durch einen Puls ausgelost werden, mit dem dies zuvor nicht mdglich war.

In dieser Arbeit soll der Kanal aber wirklich in die Zelle eingebaut werden. Um die transformierten Zellen

zu erkennen, wird Kv1.3 mit GFP markiert. An HEK293-Zellen wurde anhand der Fluoreszenz gezeigt,

22
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daB sich der Kanal auch mit GFP in die Zellmembran einlagert. Elektrophysiologisch édndern sich die Ka-
naleigenschaften durch die Fusion des Kanals mit GFP nicht (Abb. 3.2)[43]. Es wird eine Aktivierungszeit-
konstante von 0,82+0,10ms und eine Inaktivierungszeitkonstante von 4804+90ms bei einer Depolarisation
auf +40mV gefunden. Um die Verdnderungen durch den Kanal zu untersuchen, muf} er geziel ausgeschal-
tet werden konnen. Dazu dient bei Kv1.3 ein spezifischer Blocker. Es ist das kleine Skorpiongiftpeptid
Margatoxin (MgTX). Es wirkt bereits bei Konzentrationen im nM-Bereich.

Kv1.3 wild type GFP-Kv1.3
5nA 4nA
400 msec r 400 msec r
GFP-Kv1.3

Kv1.3 wild type

GFP-Kv1.3

Kv1.3 wild type

5 msec 200 msec

Abbildung 3.2: Elektrophysiologische Eigenschaften des Wild-Typ und des GFP-markierten Kv1.3 Kanals
in HEK293 Zellen bei 1000ms Pulsen (Voltage-Clamp von -60mV bis 60mV in 20mV Schritten) (oben links,
oben rechts). Superpositionierte und normalisierte Kurven zeigen keine Abweichungen zwischen Wild-Typ
und GFP-markiertem Kanal (unten links, unten rechts). [43]

LT L L __[1nA

Ik —bwﬂf— | 0.1nA

Abbildung 3.3: Die kultivierten Stomatogastrischen Ganglion Neurone werden mit drei Pulsen stimuliert
(Strom I). Bei der unteren Messung wird noch zusétzlich der simulierte Kv1.3 Strom injiziert (1,). Zuerst
verhindert er das feuern der Zellen, inaktiviert dann langsam, so dal3 es zu Spikes kommt. Auch die Fre-
quenz steigt. Dieser Zustand wird ldngere Zeit gespeichert: Beim 1. Puls werden keine Aktionspotentiale
ausgeldst, beim 3. wegen der langanhaltenden Inaktivierung von Kv1.3 dagegen schon. [85]
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3.2.2 Der spannungssensitive Kaliumkanal Kv1.4

Kv1.4 ist ein A-Typ K* Kanal mit schneller Inaktivierung (N-Typ, ’ball and chain’-Mechanismus). Er
wird vor allem in Axonen von ZNS Neuronen gefunden [70], speziell auch im Hippocampus (Dentate
gyrus, CA3). Die in HEK293 Zellen gemessenen Zeitkonstanten von Kv1.4 der Aktivierung und der In-
aktivierung sind 0,764-0,07ms und 494-11ms. Die Aktivierung ist also etwa gleich schnell wie von Kv1.3,
die Inaktivierung dagegen um einen Faktor 10 schneller. Bei einer Markierung von Kv1.4 mit GFP lagert
er sich zwar immer noch in die Membran ein, dndert aber seine Eigenschaften: Er schlief3t viel langsamer
als ohne GFP-Anhang (Abb. 3.4) [43]. Es wird deshalb mit dem Fusionsprotein nur untersucht, ob und wo
der Kanal in die Membran der Neurone eingebaut wird. Die Messungen werden dagegen an Zellen durch-
gefuihrt, bei denen GFP und Kv1.4 sich auf unterschiedlichen Plasmiden befinden. Dieses Verfahren wird
Co-Exprimierung genannt. Leider gibt es bis jetzt noch keinen spezifischen Blocker fiir Kv1.4, weshalb der

allgemeine A-Typ Kanalblocker 4-Aminopyridin (4-AP) verwendet werden muf3.

Kv1.4 wild type GFP-Kv1.4

\—:
4nA |4nA
?
20 msec 400 msec
GFP-Kv1.4

GFP-Kv1.4

Kv1.4 wild type

Kv1.4 wild type

S5msec 200 msec

Abbildung 3.4: Elektrophysiologische Eigenschaften des Wild-Typ und des GFP-markierten Kv1.4 Kanals
in HEK293 Zellen bei 1000ms Pulsen (Voltage-Clamp von -60mV bis 60mV in 20mV Schritten) (oben links,
oben rechts). Superpositionierte und normalisierte Kurven zeigen grof3e Abweichungen zwischen Wild-Typ
und GFP-markiertem Kanal (unten links, unten rechts). [43]

3.3 Spannungssensitive Farbstoffe

Spannungssensitive Fluoreszenzfarbstoffe (Abb.3.5) gehdren zu den Hemicyaninen und bestehen aus einer
hydrophilen Kopfgruppe und einem hydrophoben Endbereich. Der hydrophile Teil besteht aus einer Sul-
fatgruppe (negativ geladen) und Pyridin (positiv geladen). Das hydrophobe Ende bilden Anilin und zwei

Kohlenwasserstoftketten. Die Farbstoffe sind somit amphiphil und lagern sich in Lipidmembranen ein.

Der Chromophor als zusammenhéngendes Elektronensystem wird von Pyridin und Anilin gebildet, die
durch alternierende Einfach- und Doppelbindungen von Kohlenwasserstoffen miteinander verbunden sind.
Die beiden Stickstoffatome sind also asymmetrisch in den Chromophor eingebunden. Bei der Anregung des

Farbstoffs verschiebt sich deshalb der Ladungsschwerpunkt vom Pyridin zum Anilin hin um eine Lénge 3}
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Abbildung 3.5: Spannungssensitive Fluoreszenzfarbstoffe (links, aus Analogiegriinden zu ANNINE-5 wer-
den die Strukturformeln der anderen Farbstoffe verdrillt, d.h. linearisiert dargestellt). Sie sind amphiphil und
lagern sich in Lipidmembranen ein (rechts).

Diese Ladungsverschiebung fiihrt zu folgenden Effekten:
Stark-Effekt

Befindet sich der Chromophor in einem duBleren Feld, z.B. in einer Zellmembran {iber der eine Spannung
abfillt, so bewegt sich bei der Anregung des Farbstoffs die Ladung ey im duBleren elektrischen Feld E.
Durch diese Wechselwirkung verschiebt sich das Farbstoffspekrum um

AAgiar ist die Wellenldngenverschiebung, A die Ausgangswellenldnge, h das Planck’sche Wirkungsquan-
tum, ¢ die Lichtgeschwindigkeit und S die Ladungsverschiebung entlang der Molekiilachse. Die Orientie-
rung des Farbstoffs im Bezug auf das elektrische Feld ist somit wichtig fiir die Ladungsverschiebung. Bei
di-8-ANEPPS wird ein Winkel von 38° zwischen Ubergangsdipolmoment und der Membrannormalen ge-
funden [44]. Messungen der Spektren und daran angepalite Log-Normal Funktionen [72] ergeben, daf3 bei
dem Farbstoff ANNINE-6 die Wellenldngenverschiebung A\gsq-1 bei 100mV Spannungsénderung iiber ei-
ner 5nm dicken Zellmembran 4 bis S5Snm betrégt, was bei optimaler Orientierung einer Ladungsverschiebung
5 von etwa Inm entspricht [42]. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffen sind diese Werte um
einen Faktor 2 bis 3 kleiner (Messungen und Anpassungen [42] , quantenchemische Berechnungen [61])

und werden durch solvatochrome Effekte liberlagert.
Solvatochromie

Die Ladungsverschiebung im Farbstoff wechselwirkt auch mit dem elektrischen Feld der Solvathiille. Bei
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der Anregung des Farbstoffs muf} sich die Solvathiille neu ordnen, um den energetisch gilinstigsten Zu-
stand anzunehmen und bei der Emission wieder zuriick. Diese Relaxation geschieht auf einer Zeitskala von
10~125 [66]. Dieser Effekt fiihrt zu einer energetischen Verschiebung der Spektren gegeniiber den Ubergin-
gen des Farbstoffmolekiils im Vakuum und ist stark 16sungsmittelabhéingig. Er kann mit dem Modell eines
Monopols und eines Dipols im Zentrum einer Solvathiillenkugel beschrieben werden [17]. Andert sich die
Solvathiille, wird sich auch das Spektrum &ndern. Der Farbstoff sitzt in der Membran an der Grenzflache
von hydrophilen Lipidkopfgruppen und Wasser einerseits und den hydrophoben Kohlenwasserstoftketten
andererseits. Leichte Verschiebungen des Farbstoffs in dieser inhomogenen Umgebung durch Anderungen

des elektrischen Feldes iiber der Membran tragen somit ebenfalls zu spektralen Verdnderungen bei.
Charakterisierung der spannungssensitiven Farbstoffe

Die Farbstoffe miissen vor ihrer Anwendung (hier Messung von Aktionspotentialen) charakterisiert wer-
den. Dazu werden zweidimensionale Spektren gemessen. Zweidimensionale Fluoreszenzspektren geben
fiir jede Anregungswellenlénge (1. Dimension) und jede Emissionswellenldnge (2. Dimension) die Fluo-
reszenzintensitdt an. Um spannungssensitive Farbstoffe zu charakterisieren, wurden grofie Blutegelneurone
angefarbt und zweidimensionale Spektren bei zwei verschiedenen Zellpotentialen aufgenommen [42]. Die
Differenz dieser beiden Spektren wird durch die Spannungsidnderung hervorgerufen und als Fluoreszenz-
anderungsspektrum (AF) bezeichnet. Wird die Differenz auf die jeweilige Intensitdt normiert, ergibt sich
das Empfindlichkeitsspektrum (AF/F). Im folgenden werden die Spektren von BNBIQ und ANNINE-5
beschrieben (Abb.4.4):

Zweidimensionales Fluoreszenzspektrum

Die Maximalintensitit des zweidimensionalen Spektrums ist auf 1 normiert. Es liegt fiir BNBIQ bei einer
Anregungswellenldnge von 445nm und einer Fluoreszenzwellenldnge von 575nm. Fiir ANNINE-5 sind
die entsprechenden Werte 430nm und 540nm. BNBIQ ist im Bereich von 400nm bis 490nm gut anregbar,
ANNINE-5 von 380nm bis 470nm, wobei eine zweite Anregungsbande unterhalb von 370nm zu erkennen

ist.
Zweidimensionales Fluoreszenzinderungsspektrum

Die Differenz der beiden bei unterschiedlichen Potentialen (Potentialdifferenz 100mV) aufgenommenen
Spektren wird auf das Maximum des hyperpolarisierten Spektrums normiert. Die Fluoreszenzénderung
gibt damit die relative Intensitdtsdnderung bei einer Anregungs- und Emissionswellenldnge zum Intensi-
taitsmaximum bei 100mV Potentialdifferenz an. Man kann die Grenze zwischen positiver und negativer
Fluoreszenzanderung sowie den Bereich maximaler Fluoreszenzdnderung, also maximalem Signal, able-
sen. Bei BNBIQ ist dies im positiven Bereich +6% der Maximalamplitude pro 100mV und im negativen
-6%; bei ANNINE-5 entsprechend +8% und -8%. Allerdings ist die Messung von ANNINE-5 im negativen

Bereich aus meBtechnischen Griinden abgeschnitten, so daf vielleicht auch -9 oder -10% erreicht werden.
Zweidimensionales Empfindlichkeitsspektrum

Das nichtnormierte Fluoreszenzanderungsspektrum wird auf das bei Hyperpolarisation aufgenommene Spek-
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trum normiert. Das Empfindlichkeitsspektrum gibt die relative Intensitdtsanderung bei vorgegebener Anreg-
ungs- und Emissionswellenldnge bei 100mV Potentialdifferenz an. Man kann ablesen, wo der Farbstoff
seine grofite Effizienz besitzt, d.h. das grofite Signal bei konstanter Fluoreszenzhelligkeit liefert. Um die
Phototoxizitdt moglichst gering zu halten, sollte man nur moglichst effiziente Spektralbereiche anregen.
Deshalb ist auch das Empfindlichkeitsspektrum zur Auswahl der Filter wichtig. Die maximalen Emp-
findlichkeiten sind bei BNBIQ +14%/100mV und -21%/100mV und bei ANNINE-5 +21%/100mV und
-14%/100mV, wobei letzteres sicher deutlich hoher ist, dieser Bereich aber bei der Spektrenmessung abge-

schnitten wurde.
Abhangigkeit der Empfindlichkeit vom Zelltyp

Die Empfindlichkeit der Farbstoffe ist von der Probe abhingig [48]. Dies liegt wohl vor allem an Farb-
stoffmolekiilen, die spannungsunsensitiv gebunden sind, somit eine Hintergrundfluoreszenz erzeugen und
die Empfindlichkeit verringern. Auch eine andere Lipidumgebung kann einen Einflul} haben. Deshalb wur-
den die Empfindlichkeitsmessungen an Zellen der Nierenzellinie HEK293 wiederholt. Die HEK293 Zellen
sind den Hippocampusneuronen néher verwandt als Blutegelneurone, die Empfindlichkeitsmessungen sind
an ihnen aber deutlich schwieriger. Die Spektren sind in Anregungs- und Fluoreszenzrichtung um weni-
ger als 10nm gegen die Blutegelmessungen verschoben, die Empfindlichkeit jedoch um einen Faktor 2 bis

3 kleiner. Deshalb ist auch bei Hippocampusneuronen mit einer geringeren Empfindlichkeit zu rechnen.
Phototoxizitat

Ein Hauptproblem bei optischen Messungen mit spannungssensitiven Farbstoffen ist die Phototoxizitét. Die
Auswirkungen von di-4-ANEPPS wurden z.B. auf Cardiomyocyten untersucht [69]. Das Farben der Zellen
dnderte nichts an der Aktionspotentialform. Bei Beleuchtung jedoch verldngerte sich die Aktionspotenti-
aldauer, Aktionspotentialschultern traten auf, das Ruhepotential verringerte sich und schlielich konnten

keine Aktionspotentiale mehr ausgeldst werden.

Die Ursache der Phototoxizitét ist wahrscheinlich Singulettsauerstoff und andere freie Radikale. Die gén-
gige Arbeitshypothese besagt, dall angeregte Triplettzustdnde der Farbstoffmolekiile mit Triplettsauerstoff
(Grundzustand des O2) wechselwirken, dadurch in den Grundzustand kommen und den Sauerstoff in den
angeregten und hochreaktiven Singulettzustand bringen. Verschiedene Methoden wurden deshalb ent-
wickelt, um den Sauerstoffgehalt des Mediums zu reduzieren oder mit Antioxidatien, wie z.B. Astaxan-
thin [22], die Zellen zu schiitzen ( [88], Chapter 4, A. Bullen et P. Saggau). Alle Methoden mildern die

phototoxischen Reaktionen nur ab und sind noch keine endgiiltigen Losungen.
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3.4 Bisherige Messungen von Aktionspotentialen in
Dendriten kultivierter Neurone mit
spannungssensitiven Farbstoffen

Erste Messungen mit Farbstoffen an Dendriten wurden in [23] beschrieben. Sie wurden an den sehr grof3en
Maus-Neuroblastoma-Zellen (Soma ~100um Durchmesser) durchgefiihrt. GroBie Zellen (>50um Durch-
messer) mit dicken Neuriten (>5um Durchmesser) haben den Vorteil, daf3 sie bei guter Anfarbung hohe
Fluoreszenzintensititen, somit hohe Signale und hohe Zeitauflosungen, ermoglichen. Deshalb eignen sich
viele Invertebratenzellen besonders gut. An Dendriten von kultivierten Neuronen des Blutegels Hirudo me-
dicinalis wurden Fortpflanzungs- [67][18] und Kabeleigenschaften [19] bestimmt. Diese Methode wurde
bei Zellen des Blutegels und der Wasserschnecke Lymnaea stagnalis mit linearem Wachstum kombiniert,
um mit linearen Diodenarrays messen zu konnen und das System geometrisch moglichst einfach zu halten
[58][64][65]. Auch bei Neuronen der Meeresschnecke (Hinterkiemer) Aplysia [62] und der Landschnecke

Helix aspersa [1][89] wurden optische Signale auf dem Dendriten gemessen.

Messungen an Vertebratenneuronen sind wegen ihrer geringeren Gréfe und ihrer Empfindlichkeit schwie-
riger. Es wurden kleine Netzwerke aus kultivierten Superior Cervical Ganglionneuronen mit einem 256
Pixel Photodiodenarray untersucht [11]. Hierbei wurde der Styryl Farbstoft RH423 verwendet. Er liefert
eine typische Fluoreszenzédnderung von 1%/100mV. Die rdumliche Auflosung betrug 45pm x 45pm, wes-
halb immer Signale von mehreren Dendriten gleichzeitig gemessen wurden. Ahnliche Messungen wurden
auch mit dem Absorptionsfarbstoff RH482 an kultivierten Hippocampuszellen der Ratte mit einem 128
Pixel Photodiodenarray durchgefiihrt [40]. Die raumliche Auflosung war hier mit 15um deutlich besser,
dafir mufiten 16 Versuche gemittelt werden. Mit der selben Apparatur wurden auch Dendriten nach ihren
Signal-Fortpflanzungseigenschaften in zwei Gruppen klassifiziert [39]: Solche mit langsamen (0,1240,034
m/s) und schnellen (>1 m/s) Fortpflanzungsgeschwindigkeiten. Auch hier wurden 16 Versuche gemit-
telt. An hippocampalen Priméarkulturen wurden mit dem spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff RH421
auch die Kabeleigenschaften der Dendriten bestimmt [55]. Das 10 x10 Pixel Photodiodenarray lieferte eine
rdumliche Auflésung von 9um und eine zeitliche von 0,4ms ohne Mittelung. Durch die geringe Kultur-
dichte wurde sichergestellt, da3 nicht Signale von mehreren Dendriten gleichzeitig gemessen wurden. Um
allerdings mehrere 100m lange Neuriten messen zu konnen, mufiten mehrere Messungen mit verschobe-
nem Abbildungsbereich zusammengesetzt werden. Die passiven Kabelparameter wurden zu R;=300€2cm
und R,,=40kQcm? bei einer maximalen Na™ Leitfahigkeit von etwa 4,4mS/cm? bestimmt. Die elektrische
Léangskonstante und die dynamische bei 1kHz ergaben sich zu 580um bzw. 90um. An dendritischen Ver-
zweigungen wurden keine UnregelméiBigkeiten festgestellt. Eine Weiterentwicklung dieser Methode war
ein lineares 100 Pixel Diodenarray kombiniert mit linearem Wachstum hippocampaler Neurone [60]. Die
Orts- und Zeitauflosung betrugen 5pm und 0,4ms. Die Zellen wurden wie bei [55] mit der Na-Cholat Me-
thode angefarbt, allerdings unter Verwendung des Farbstoffes BNBIQ. Hier gelang eine Messung, die den
Verdacht aufkommen lies, daB3 die Fortpflanzung von Aktionspotentialen in den Dendriten kultivierter hip-

pocampaler Neurone nicht aktivitdtsabhingig sein konnte. Dieser Frage wird in der vorliegenden Arbeit
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unter anderem genauer nachgegangen. In einer anderen Arbeit wurden in proximalen Dendriten (bis zu
168 um vom Soma) der Neurone von organotypischen Spinal Cord Gehirnschnittkulturen die Fortpflanzung
von Aktionspotentialen untersucht [45]. Das 12 x 12 Pixel Photodiodenarray arbeitete mit einer Sampling
Frequenz von 3kHz bei einer rdumlichen Auflésung von 16pm x 16pm. Hier wurde der Fluoreszenzfarb-
stoff di-8-ANEPPS verwendet.

Im folgenden werden aktuelle Methodenentwicklungen aufgelistet, die hier nicht zum Einsatz kommen,

aber interessante Ansatze liefern und weiter verfolgt werden sollten:

Messungen, bei denen die Zellen intrazelluldr angefarbt werden, wurden meistens an den robusteren In-
vertebratenzellen durchgefiihrt (Ubersichtsartikel [24]). Erste Messungen mit dieser Methode wurden jetzt
aber auch im Slice des Neocortex an Pyramidalzellen durchgefiihrt [2]. Hier wurde ein 464 Pixel Photo-
diodenarray und der Fluoreszenzfarbstoff JPW2038 verwendet. Problematisch ist das Laden der Neurone
mit dem Farbstoff, die lange Diffusionszeit (bis zu 2h) in die Dendriten und eventuelle toxische Auswir-
kungen des Farbstoffs in der Zelle. Positiv ist die Reduktion der Hintergrundfluoreszenz. Dadurch bleibt
die Signalhohe bei 1 bis 2%/100mV trotz einer raumlichen Auflésung von nur 14um x 14um. Das be-
ste Signal/Rausch Verhéltnis ist dabei 10/1. Eine noch elegantere Methode wire die Entwicklung eines
spannungssensitiven Green Fluorescent Proteins (GFP), das die Zelle nach der Aufnahme eines Plasmids
selbst produziert. Ergebnisse von einem angeblich spannungssensitiven GFP [73] konnten zwar nicht be-
statigt werden, aber mehrere Gruppen arbeiten an dieser Problematik (z.B. von T. Knopfel, R. Tsien, G.
Miesenbock).

Der Einsatz von schnellen LASER-Scan Mikroskopen, bei denen beliebige Beobachtungspunkte mit einer
Positionierungszeit von 3-5us angesteuert werden konnen, liefern eine Auflésung von 2-7um, also in der
GroBe von hippocampalen Dendritendurchmessern [6]. Durch die Messung zweier Emissionswellenlangen
nach einer Kalibrierung mit Patch-Clamp Messungen sind auch Absolutmessungen der Spannung méglich

[5].

Nichtlineare-Optik-Messungen fiir derartige Anwendungen stehen erst am Anfang ihrer Entwicklung. Sie
sind wohl vor allem fiir Einzelzellmessungen im Slice sehr interessant, weil der Farbstoff nur in der Fo-
kusebene angeregt wird und somit die Hintergrundfluoreszenz stark reduziert wird. Erste Versuche an
Zellinien mit den Farbstoffen di-4-ANEPPS, di-8-ANEPPS und den chiralen Farbstoffen JPW-1259 und
JPW-2080 wurden durchgefiihrt und kdnnen bei gleichzeitiger Messung der Fluoreszenz von Second Har-
monic Generation (SHG) und Two-Photon Excited Fluorescence (TPEF) Absolutmessungen der Spannung

ermdglichen, weil die SHG spannungsabhéngig ist [9].
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Kapitel 4

Methoden

Im folgenden wird zuerst die Rattenzellkultur beschrieben und wie die Zelleigenschaften mittels Gentech-
nik verdndert werden kénnen. AnschlieBend wird die Anwendung der spannungssensitiven Farbstoffe, die
als molekulare Sonden dienen, beschrieben. Dann wird der neue MeBaufbau fiir optisches Recording mit
5400 Pixeln und einer Zeitauflosung von 0,75ms vorgestellt und abschliefend der MeB3ablauf und die Da-

tenauswertung erldutert.

4.1 Rattenzellkultur

4.1.1 Substrat fur neuronales Wachstum

Nervenzellen konnen nicht auf unbehandeltem Glas kultiviert werden. Es mul} erst eine geeignete Be-
schichtung aufgebracht werden. Dazu werden auf die Glaschen (Durchmesser 30mm, Dicke 1, Assistent,
Sondheim) autoklavierte und getrocknete FlexiPERM Kammern (conA, Durchmesser 12mm, In Vitro Sys-
tems & Services, Osterode) aufgesetzt, die durch Adhésionskrifte auf dem Glaschen haften. Durch die
Autoklavierbarkeit sind sie zuverldssig wiederverwendbar, d.h. es treten keine Kontaminationen der Kultu-
ren auf. Man 146t Poly-L-Lysin (10pg/ml, 200u1 pro Kulturkammer, Molekulargewicht >300000, Sigma,
Heidelberg) eintrocknen und anschlieBend Laminin (10ug/ml , 200u1, Sigma L-2020) fiir 4h adsorbieren.
Der Uberstand wird erst kurz vor dem Ausplattieren der Zellen abgenommen, damit das Laminin durch

Austrocknen nicht denaturiert.

4.1.2 Hippocampale Primarkulturen

Die verwendeten Nervenzellen stammen aus dem Hippocampus (Abb. 4.1) von embryonalen Ratten. Fiir
eine Praparation wird eine 17 (ED17) oder 18 Tage (ED18) trachtige Ratte mit CO5 betdubt und durch Ge-
nickbruch getdtet. Die Uteri mit den Embryonen werden mdglichst schnell entnommen und auf Eis gelegt
um den Metabolismus der Embyonen zu reduzieren. Die aus den Uteri genommenen Embryonen werden
durch Dekapitation getotet und die Kopfe in eisgekiihltem DISG (Anhang A) aufbewahrt. Unter einem
Binokular werden die Hippocampi herausprépariert und in eisgekiihltem DISG gesammelt. Um die Zel-
len zu dissoziieren, wird das Gewebe enzymatisch aufgelost. Dazu verdaut man es in 2ml Versene (4°C,
Anhang A) und 1ml Papain (4°C, Anhang A) 20min bei 36,5°C an und vereinzelt dann nach dem Wech-
sel zu Dispergierlosung (4°C, Anhang A) die Zellen durch Auf- und Abziehen in eine 2,5ml Pipette. Die
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grofe Offnung der Pipette schont die Zellen. Um iibriggebliebene Gewebereste und verklumpte Zellen zu
entfernen, wird die Zellsuspension mit einem Nylonnetz (Maschenweite ca. 150um, Siebdruckgewebe,
Hombold) filtriert. Die Zellen werden bei 300g 10min abzentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das
Zellpellet in 10ml DMEM (4°C, Osmolaritit: 338mOSMOL/kg, Anhang A) resuspendiert. Um die Glia-
zelldichte zu reduzieren, wird die Suspension auf Zellkulturplatten (Durchmesser 10cm, Greiner, Solingen)
fiir 2h bei 36,5°C und 10% CO5 im Brutschrank préplattiert. Die Gliazellen haften schneller und fester am
Untergrund als die Nervenzellen, so daB sich im leicht geschwenkten Uberstand die Nervenzellen anrei-
chern. Diese Suspension wird wie zuvor zentrifugiert und mit DMEM (36°C) resuspendiert. Die Zelldichte
wird mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und auf 70000 bis 100000 Zellen/ml eingestellt. Davon
werden je 200ul auf die beschichteten Glaschen mit FlexiPERM Kammern gegeben und mit 500ul Leibo-
vitz L-15 Medium (36°C, Osmolaritdt 319mOSMOL/kg, Anhang A) aufgefiillt. Nach 2h im Brutschrank
wird das Medium vorsichtig abgesaugt und durch Neurobasal (Osmolaritét: 225mOSMOL/kg, Anhang A)
ersetzt. Alle 3 bis 4 Tage werden 200u1 des Mediums erneuert. Die Kulturdauer betrégt 7 bis 37 Tage. Dies
entspricht 3 bis 33 Tage alten Ratten. Die Osmolaritdt wird regelméaBig kontrolliert und steigt in dieser Zeit

auf 270 bis 300 mOSMOL/kg. Bei einer Uberschreitung wird mehr Medium ausgewechselt.

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Hippocampus. Eingezeichnet sind die Form und die Grél3e
typischer Neurone im Dentate gyrus (Kérner oder Granule Zellen im DG) und dem Hippocampus (Pyrami-
dalzellen in CA1 und CA3). Die Zahlen geben die Gesamtldnge (aufsummiert) der dendritischen Bdume in
uman. [71]
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4,

2 Transfektion der Nervenzellen mit Kaliumkanalen

Das Zuriicklaufen der Aktionspotentiale in den Dendritenbaum wird neben den passiven Kabeleigenschaf-

ten

hauptsdchlich von den exprimierten und in die Dendriten eingebauten Ionenkanélen bestimmt. Um dies

gezielt zu verdndern, werden zwei verschiedene Kaliumkanile in Neuronen exprimiert und die Verdnderun-

gen der Backpropagation untersucht:

Als Vertreter eines Delayed-Rectifier-Typ K+ Kanals wird Kv1.3 verwendet. Um die Transfektion und
den Ort der Kanile anzuzeigen, wird ein Fusionsprotein mit Kv1.3 und GFP exprimiert (Kv1.3 GFP).
Die Kanaleigenschaften dndern sich durch den GFP-Anhang nicht [43].

Als Vertreter eines A-Typ K+ Kanals wird Kv1.4 verwendet. Die Fusion mit GFP (Kv1.4 GFP) verin-
dert die Kanal- eigenschaften erheblich [43], weshalb das Fusionsprotein nur fiir die Lokalisation des
Kanals zum Einsatz kommt und die Fortpflanzungsmessungen von Aktionspotentialen an Zellen mit

einer Koexprimierung von Kv1.4 und GFP durchgefiihrt werden.

Die Plasmide kénnen mit verschiedenen Methoden in die Zellen eingeschleust werden:

Gen Gun. Goldkiigelchen werden mit dem Plasmid beschichtet und mit Druckluft auf die Zellen ge-
schossen. So gelangt die DNA ins Zellinnere.

Injektion. Mit einem Injektor wird das Plasmid in die Zelle injiziert.

Ca?*-Phosphat Prizipitationsmethode. Die Zellen nehmen mit dem sich bildenden Niederschlag das

Plasmid auf.

Die ersten beiden Methoden haben sich als recht aufwendig und schwer reproduzierbar erwiesen, die letzte

dagegen nach mehreren Testldufen als relativ zuverldssig. Fiir die Transfektion der gemessenen Zellen

wurde nur die Ca?"-Phosphat Prizipitationsmethode verwendet, die im folgenden genauer beschrieben

wird:
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Abbildung 4.3: Plasmid fiir Kv1.4 (alter Name RHK1, links) und das Fusionsprotein aus Kv1.4 und GFP
(rechts) fiir die Expression in S dugerzellen. Eingezeichnet sind ausgewéhlte Enzymschnittstellen (J. Kup-

per).

Die DNA der Kanéle und des GFPs wurden von J. Kupper in den Expressionsvektor fiir Sdugerzellen
pcDNA3 subcloniert [43] und mir freundlicherweise zur Verfiigung gestellt (Abb. 4.2, 4.3). Fiir jedes
Schélchen wird 0,4ug DNA zu 20u1 25mM CaCls-Losung gegeben und gut gemischt. Diese Losung wird
Sul-weise zu 20u1 2xHeBs-Puffer (Anhang B) pipettiert, gut durchmischt und 30min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es bildet sich ein Niederschlag mit DNA, dessen Kristallgro3e fiir den Erfolg entscheidend ist.
Von den Zellkulturen wird die Hélfte des Mediums (400u1) abgenommen und im Brutschrank aufbewahrt.
In jedes Schélchen werden 40ul Losung tropfenweise pipettiert, damit sich der Niederschlag gleichméaBig
auf die Zellen verteilt. Die Inkubationszeit im Brutschrank betrdgt 30min. Dann wird das Medium gegen
das zuvor abgenommene gewechselt. Sehr diinne und &ltere Kulturen (>10d) reagieren sehr empfindlich auf
solche Medienwechsel. Deshalb wurde beim Mediumwechsel nur das zuvor abgenommene verwendet und
die Zellkulturstabilitit durch eine Erhohung der Zelldichte von 100000 Zellen/ml auf 150000 bis 250000
Zellen/ml verbessert. Letzteres vergroflert auch die Ausbeute an transformierten Zellen. Alle Messungen

an gentechnisch verdnderten Zellen werden 5h bis 18h nach dem Mediumwechsel durchgefiihrt.

Um die Verdnderungen durch die zusétzlichen Kanéle festzustellen, werden die Kanéle nach 2 bis 3 Mes-
sungen pharmakologisch vergiftet. Fiir Kv1.3 existiert der spezifische Blocker Margatoxin (MgTX, ver-
wendete Konzentration 2nM, Einwirkungszeit 5min, Bachem, Bubendorf, Schweiz). Das Peptid Mg-
TX ist ein Bestandteil des Skorpiongifts von Centruroides margaritatus. Fiir Kv1.4 gibt es keinen spe-
zifischen Blocker, weshalb auf 4-Aminopyridin (10mM, 5min, Sigma) zuriickgegriffen werden muf3. 4-
Aminopyridin blockiert bei 10mM 80% aller A-Typ K Kanile und hat nur wenig Effekt auf die Delayed-
Rectifier-Typ K™ Kanile [29].
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4.3 Anwendung spannungssensitiver Farbstoffe

Fiir die optischen Messungen von Aktionspotentialen werden die spannungssensitiven Farbstoffe BNBIQ
und erstmals auch ANNINE-5 verwendet. Sie eignen sich besonders gut aufgrund ihrer Fluoreszenzén-
derungsspektren, Empfindlichkeitsspektren und Anfarbe- und Ausfarbeeigenschaften. Die sich aus den
Spektren ergebende Wahl der Filtersétze und die Anfarbemethode werden hier beschrieben. AnschlieBend

wird noch auf die Problematik der Phototoxizitit eingegangen.

4.3.1 Auswahl der Filter

Bei der Anwendung spannungssensitiver Farbstoffe mochte man vorrangig eine maximale Fluoreszenzén-
derung (Abb. 4.4) bei vorgegebener Potentialdnderung in der Zelle. Deshalb wird bei der Filterwahl in
erster Linie AF' maximiert (A f Fluoreszenzinderungsdichte, Ag, Anregungswellenldnge, Ag;, Emissi-
onswellenlénge):

/ / AfdAgedAgm L Extremum

ABzAEm
Entsprechend werden die Anregungs- und Emissionsfilter so ausgewahlt, dall moglichst Spektralbereiche
nur positver oder nur negativer Fluoreszenzénderung ausgeschnitten werden. Aufgrund der Form des Fluo-
reszenzdnderungspektrums muf fiir ein positives AF der Farbstoff breitbandig angeregt werden und die
Emissionsfilter diirfen nur das langwellige Licht passieren lassen. Fiir ein negatives AF dagegen sollte man
den Farbstoff im Bereich des langwelligen Anregungsspektrum anregen und kann fast das ganze Emissions-
spektrum nutzen. Bei einem gleichen Betrag von AF wird somit bei der negativen Flanke weniger Farbstoff
angeregt (schmalbandig Anregung) als bei der positiven (breitbandige Anregung). Dadurch reduziert sich
die Phototoxizitét bei der Verwendung des negativen Fliigels. Bei allen Messungen wird deshalb hier nur

der negative Fluoreszenzénderungsbereich verwendet.

Fiir BNBIQ wird ein Anregungsbandpall BP470/40, ein Farbteiler FT560 und ein Langpall LP550 gewahlt;
fiir ANNINE-5 entsprechend ein BP450/50, ein FT515 und ein LP515 (Transmissionen siche Anhang D).
ANNINE-5 erweitert somit den Spektralbereich der zur Verfiigung stehenden spannungssensitiven Farb-

stoffen zum Blauen hin. Er ist BNBIQ bei der Fluoreszenzénderung leicht {iberlegen.

4.3.2 Anfarbemethoden

Spannungssensitive Farbstoffe sollen sich in die Zellmembran einlagern und miissen deshalb amphiphil
sein. Speziell fiir Messungen an Einzelzellen ist es wichtig, daBl die Farbstoffmolekiile in der Zellmembran
verbleiben und sich hydrophob verhalten. Sie 16sen sich somit nicht in Wasser und die Zellen kdnnen nicht

durch einfache Zugabe des Farbstoffs zum Medium angefarbt werden.

Zur Anfarbung von Zellkulturen wurden bislang mehrere Methoden entwickelt:

e Lipidvesikel-Methode [58]: Dazu werden Lipidvesikel mit eingelagerten spannungssensitiven Farbstof-
fen erzeugt, der Zellkultur zugegeben und durch Anndherung der Vesikel an die Zellmembran der Farb-

stoff libertragen. Die Methode ist ungiftig fiir die Zellen, erzeugt aber einen starken Fluoreszenzhinter-
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Abbildung 4.4: Struktur der spannungssensitiven Farbstoffe BNBIQ (oben links) und ANNINE V (oben
rechts). Darunter jeweils das zweidimensionale Fluoreszenzspektrum (oben), Fluoreszenzédnderungsspek-
trum (mitte) und Empfindlichkeitsspektrum (unten). Nach rechts ist jeweils die Anregungswellenldnge und
nach oben die Emissionswellenldnge aufgetragen. In die Spektren sind die gemessenen Grenzen der
ausgewdhlten Filter eingezeichnet (Linien, vgl. Anhang D). Der Fluoreszenzbereich innerhalb der durch-
gezogenen Linien wird fiir die Messungen verwendet.
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grund, da sich geplatzte Vesikel an Zellgewebe und Glasoberfldchen anlagern.

e Albumin-Methode [65]: Hierbei tibernimmt das Albumin die Rolle der Lipidvesikel, jedoch ist die-
se Methode weniger aufwendig in der Herstellung der Stammldsung. Die Anférbung an sich ist aber
zeitaufwendig und diffizil, weil die Anférbeprozedur mehrfach wiederholt werden muf3, um gute Fluo-
reszenzintensititen zu erreichen.

e Na-Cholat Methode [55][42]: Cholat bildet oberhalb der kritischen Konzentration Mizellen, in die sich
der Farbstoff einlagert. Bei Zugabe dieser mizellaren Stammlésung zur Zellkultur wird die kritische
Konzentration unterschritten, die Mizellen 16sen sich auf und der amphiphile Farbstoff lagert sich in
die Zellmembran ein. Vorteile sind der geringe Fluoreszenzhintergrund und die schnelle und einfache
Herstellung der Farbstoffstammldsung. Wenn man beim Anfarben allerdings unvorsichtig ist, wird die
Zellmembran von noch nicht zerfallenen Mizellen aufgeldst oder zumindest angegriffen. Es ist somit
sehr schwierig zu unterscheiden, ob Zellschddigungen nach dem Anférben auf zu hohe Farbstoffkon-
zentrationen oder Cholatkonzentrationen zuriickzufiihren sind. Dies gilt vor allem fiir die empfindlichen

Rattennervenzellen mit ihren feinen Dendriten.

Hier wurde eine neue Methode entwickelt und nach mehreren Testversuchen, auch im Vergleich mit den

anderen Methoden, ausschlieflich verwendet:

e HCI-Methode: Der spannungssensitive Farbstoff BNBIQ oder ANNINE-5 (0,2-0,4mg) wird in 200ul
0,1M HCI gelost. Durch den Protonentiberschufl (pH1) wird die Sulfatgruppe und der Stickstoff des
Anilins protoniert. Das Farbstoffmolekiil ist als Dikation wasserloslich und farblos. Zur Anfarbung
werden 1 bis 3ul Stammldsung zu 800u1 des gepufferten Neurobasal Mediums zugegeben. Die Salz-
sdure wird sofort gepuffert und der Farbstoff fillt als feiner, jetzt wieder farbiger Niederschlag aus und
férbt die Zellen an. Damit der pH-Wert des CO5 gepufferten Neurobasal konstant bleibt, wird die Kultur
zum Anféarben 10 bis 20min in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wird zweimal mit extrazelluldrer

Losung (Osmolaritdt: 290mOSMOL/kg, Anhang A) gespiilt und in dieser gemessen.

Die HCI-Methode erweist sich als sehr zuverlissig und schonend fiir die Zellen. Eine pH-Anderung kann
mit dem Indikatorfarbstoff Phenolrot (verfarbt sich in sauren Losungen gelb) nicht festgestellt werden. Bei
einer Zellschddigung vor dem Belichten der Zellen kann jetzt die Anfarbemethode an sich als Ursache aus-
geschlossen werden. Mit ihr ist es auch moglich, den neuen Farbstoff ANNINE-5 zu verwenden: Bei einer
Anfarbung von hippocampalen Nervenzellen mit ANNINE-5 nach der Cholatmethode bricht beim Patchen
der Seal zuverldssig nach dem Durchbruch zusammen ([60] und eigene Beobachtung). Die Anfédrbung er-
folgt sehr schnell (3-5min) und gleichméBig, d.h. es fallen keine grolen Kristalle aus. Sie ist auch bei

anderen spannungssensitiven Farbstoffen (z.B. di-4-ANEPBS) anwendbar.

Beide verwendeten Farbstoffe lagern sich zuverléssig in die Zellmembran ein und verbleiben dort auch
nach einem Medienwechsel fiir mindestens 90min. ANNINE-5 bleibt subjektiv betrachtet besser in der
Membran als BNBIQ.
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4.3.3 Phototoxizitat

Die Beurteilung phototoxischer Effekte ist schwierig und hingt von vielen Faktoren ab: von der Vitalitit,
dem Zustand, dem Alter und der GroBe der Zellen, der Starke der Anfarbung, vom Farbstoft selbst, von der

Beleuchtungsstirke und der Fokuseinstellung. Die folgenden Angaben sind deshalb reine Erfahrungswerte.

Die phototoxischen Effekte von BNBIQ und ANNINE-5 sind vergleichbar. Die maximale MeBzeit ohne
sichtbare phototoxische Effekte bei den elektrophysiologischen Messungen betrégt 1000ms. Die Phototo-
xizitat duBlert sich durch eine irreversible Aktionspotentialverbreiterung, eine Abnahme des Ruhepotentials
oder auch den Zusammenbruch des Seals bzw. Durchbriiche in der Zellmembran. Die Phototoxizitit scheint
im Vergleich zu typischen MeBzeiten von 100ms eher langsam zu sein: Wenn mehrere Male kurz (<100ms)
mit langem Abstand (>1s) belichtet wird, beobachtet man frither Aktionspotential-Forminderungen als
wihrend einer entsprechend langen einmaligen Dauerbeleuchtung (bis etwa 600ms). Die sich anschlieBend

ergebende Toxizitdt bei einer erneuten Messung ist in etwa gleich groB.

4.4 Aufbau der MeRapparatur

Messungen mit spannungssensitiven Farbstoffen stellen besondere Anspriiche an den MeBaufbau. Wichtig

sind v.a. Stabilitdt, Schwingungsfreiheit und ein optimierter optischer Strahlengang.

4.4.1 Mechanischer Aufbau

Das Herzstiick des MeBaufbaus (Abb. 4.5) ist ein inverses Mikroskop (Axiovert 135TV, Zeiss, Oberko-
chen). Um eine mdglichst hohe Stabilitit der MeBkammer zu gewihrleisten, ist das Mikroskop auf Linear-
verschiebetischen (Spindler&Hoyer, Gottingen) in x- und y-Richtung etwa 5 pm-genau gegen ein Gestell
aus Profilaluminium (Item, Sindelfingen) verfahrbar. Dieses Gestell ist fest auf einer Aluminiumplatte mon-
tiert, die auf einer schwingungsgeddmpften Steinplatte aufliegt. Es tragt die MeBkammer und ein bis vier
Mikromanipulatoren. Die Zellen und Mikromanipulatoren werden also auch bei einer Anderung des Be-
obachtungsfeldes nicht bewegt. Durch die Verwendung der Item Aluminiumschienen bleibt der Aufbau
auch sehr variabel und anpassungsfihig. Z.B. kann durch Losen weniger Schrauben die Mikroskoptisch-
hohe stufenlos innerhalb kurzer Zeit verstellt werden. Um den Tisch steht ein vollkommen entkoppel-
ter Faradaykéfig mit Ablageflichen unter anderem fiir die Manipulator-Steuereinheiten. Der Kéfig ist zur

Streulichtreduzierung innen schwarz ausgestrichen.

4.4.2 Optisches Detektionssystem

Das Detektionssystem ist in Abb. 4.6 schematisch dargestellt. Das Anregungslicht wird von einer Xenon
Kurzbogenlampe (XBO 75W/2, Zeiss) erzeugt. Die XBO Lampe und das zugehorige Zeiss-Netzgerit liefert
die ndtige Intensitdt und Intensitdtsstabilitdt. (Bei der einfacher zu justierenden 150W Xenonlampe von
Spindler&Hoyer miifite entweder das Netzgerit stabilisiert oder die 100Hz Schwankungen der Intensitét
bei der Auswertung korrigiert werden. Die in der Abteilung vorhandenen LASER (Argon-lonen LASER,
Stabilite2017, Spectra-Physics, USA und Argon-lonen LASER, BeamLok, Spectra-Physics) rauschen im
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Abbildung 4.5: MeRaufbau. Das verfahrbare Mikroskop besitzt einen TV-Ausgang nach unten, an dem der
Phototubus mit der MIiCAM CCD-Kamera angeschlossen ist (oben). Die Manipulatoren und die Mekam-
mer sind auf einem Gestell aus Aluminiumschienen fest montiert (unten).
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Abbildung 4.6: Schematischer MeBaufbau.

interessanten Frequenzbereich etwa 10% und sind somit unbrauchbar.) Die Beleuchtung wird durch einen
Shutter gesteuert. Weil das Mikroskop und die damit fest verbundene Lichtquelle verfahrbar sind, muf3 der
Shutter bei grofleren MeBBkammern mit bewegt werden, damit er zentrisch zum Lichtweg bleibt. Wenn der
MeBausschnitt ausgewahlt ist, mul der Shutter vom Mikroskop und der Steinplatte entkoppelt werden. Er
steht dann auf Magnethalterungen der Ablageflachen.

Das gewiinschte Anregungslicht wird aus dem kontinuierlichen Xenonspektrum fiir BNBIQ (ANNINE-5)
mit einem Bandpal3 BP470/40 (BP450/50) ausgefiltert und an einem Farbteiler FT560 (FT515) zur MeB-
kammer gespiegelt. Fiir die optischen Messungen wird ein 40x Olimmersionsobjektiv, numerische Apertur
1.3, (Zeiss) verwendet. Der sichtbare Ausschnitt der Kultur hat einen Durchmesser von 500um. Das lang-
welligere Fluoreszenzlicht wird vom Objektiv gesammelt und passiert den Farbteiler und einen Langpal}
LP550 (LP515). Das 2cm grof3e Bild entsteht am nach unten gehenden TV-Ausgang. Hierfiir ist in der
tragenden Alu- und Steinplatte ein geniigend groBe Offnung, um auch die Mikroskopverschiebungen zu er-
moglichen. Das entstehene Bild ist fiir den kleinen CCD-Chip (2,9mm x 2,1mm, 1/5 inch CCD Chip) der
Kamera (MiCAM, BrainVision, SCI-Media LTD., Tokyo, Japan) zu grof3, wenn ein mdglichst grofler Be-
reich fiir die Messung genutzen werden soll. Mit einem 340mm Tubus (Eigenbau), einem Fotoobjektiv
(Nikkor 50mm/1.2, E52, Nikon) und einem Nikon/c-mount Adapter (Hama, Monheim) ist es moglich, das
Bild so zu verkleinern, daf3 ein 400um x 300um grofler Bereich gemessen werden kann. Die schnelle, sehr
rauscharme MiCAM besitzt 90 x 60 Pixel, eine zeitliche Auflésung von 0,75ms pro Bild und mit dieser Pro-
jektion eine rdumliche Auflosung von 4,4um x 5pm. Die Kamera verwendet einen Standard CCD Chip von
Sony (ICX076AL, 362 x 492 Pixel). Die hohe Geschwindigkeit (1333 frames/s) und das geringe Rauschen
wird durch On-Chip-Binning und Interline Datentransfer erreicht [82]. Der Hauptbeitrag des noch vorhan-
denen Rauschens ist auf Schrotrauschen zuriickzufiihren. Es entsteht durch statistische Schwankungen im

Photonenflufl und ist durch eine Poissonverteilung beschreibbar. Das Rauschen ist gleich der Wurzel aus
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der Anzahl der ausgelosten Elektronen. Die MiCAM erreicht bei etwa 75000 Elektronen/Pixel ihre Sétti-
gung, was dann zu einem Schrotrauschen von 0,365% fiihrt. Um das Schrotrauschen zu verringern, werden
von der Software die Rohdaten rdumlich und zeitlich mit folgender Gewichtung gefiltert (3D Matrix; X, y

raumlich, z zeitlich):

010 1 21 010
1 21 2 4 2 1 21
010 1 21 010

Dadurch wird ein Signal/Rausch-Verhiltnis von minimal 54dB und typisch 60dB erreicht, was 0,2% bis
0,1% Rauschen bei Kameraséttigung entspricht [82]. Das Signal/Rausch-Verhiltnis wird durch Binning bei
der Datenauswertung nochmals verbessert (Abschnitt 4.6). Die Kamera wurde bis jetzt nur fiir Slicemes-
sungen verwendet [82][33], jedoch nicht fiir Einzelzellmessungen. Sie ist etwa 3 mal lichtempfindlicher als
die FUJI MOS Kamera HR-Deltaron [32], mit der anfanglich ohne Erfolg zu messen versucht wurde. Bei
jeder Messung werden 1364 Bilder (entspricht 1023ms) aufgenommen und vom Controller iiber eine PCI

Interface Karte an den Computer geschickt.

4.4.3 Elektrophysiologie

Um die Zellen kontrolliert zu stimulieren, wird ein elektrophysiologisches Setup benoétigt. Die zu un-
tersuchende Zelle wird mit einer frisch gezogenen (DMZ-Universal Puller, Zeitz-Instrumente, Miinchen)
Borosilikatelektrode (GB150T-10, Science Products, Hofheim) in whole cell Konfiguration gepatched. Die
Elektroden haben, wenn sie mit intrazelluldrer Losung (Anhang A) gefiillt werden, einen Widerstand von
2-3M€2. Der Ubergang von der Elektonenleitung des Verstirkers zur Ionenleitung des Elektrolyten erfolgt
mit einen Silber/Silberchlorid Elektrode. Als Verstirker wird ein single electrode Verstirker (SEC-05L,

npi-electronic, Tamm) bei einer Switching-Frequenz von 20 bis 30kHz verwendet.

4.4.4 Steuerung

Der Computer mit der in Labview (National Instruments, Austin, Texas, USA) geschriebenen Elektrophysio-
logiesoftware gibt iiber eine 12 bit Datenaufnahme Interfacekarte (AT-MIO-16E-2, National Instruments)
das Steuersignal fiir den Patch Clamp Verstérker aus, liest die Elekrophysiologiedaten ein und triggert den
auf Bereitschaft stehenden CCD-Controller und den Shutter. Ein GroBteil der Software wurde ibernommen

[34] und an die speziellen Bediirfnisse angepalt.

4.4.5 Dokumentation

Zur Dokumentation der Zellen werden CCD-Bilder mit 752 x 582 Pixeln Auflésung aufgenommen (HRC
mit 1/2 inch Chip ICX039AL von Sony, Theta System, Grobenzell) und iiber eine Framegrabber-Melkarte
(PC-EYE-1; Eltec;Mainz) und Software [41] auf dem Elektrophysiologiecomputer abgespeichert. Um den
in etwa gleichen Bildausschnitt wie mit der MiCAM zu erhalten, wird das Bild durch eine 0,4x Linse (Zeiss)
verkleinert. Durch die variable Belichtungszeit konnen mit dieser CCD-Kamera sowohl die Farbstoffluores-
zenzbilder und die Durchlichtbilder als auch die z.T. lichtschwachen GFP Fluoreszenzbilder aufgenommen

werden.
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4.5 MeRablauf
4.5.1 MeRablauf bei Aktionspotentialgruppen

Alle Messungen werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach dem Anfarben und Waschen der Zellen
bei moglichst geringer Beleuchtung kommen sie in extrazelluldrer Losung auf das inverse Mikroskop. Fi-
ne Zelle wird ausgewahlt und gepatched. Durch die geneigten Winde der Flexiperm Kulturkammern wird
dabei das Anfahren der Zelle mit der Patchpipette sehr vereinfacht. Es treten keine sterischen Probleme
wie bei senkrechten Kammerwénden auf. Elektrophysiologisch wird der Schwellwert fiir Aktionspoten-
tiale ermittelt und dann die optische Messung zweier etwa 700ms auseinanderliegender Aktionspotentiale
durchgefiihrt: Zuerst wird der Shutter ge6ftnet, dann die Elektrophysiologiemessung und die CCD-Kamera
gestartet. Das Elektrophysiologieprogramm triggert je nach MeBtyp einzelne Aktionspotentiale, Hyperpo-
larisationspulse oder ganze Aktionspotentialziige (Anhang E). Die CCD Kamera nimmt 1023ms Bilder auf.
Um die Zellen vor phototoxischen Reaktionen zu schiitzen, wird der Shutter nach 80ms geschlossen und
nach 600ms noch einmal fiir 80ms geo6ftnet. Fiir die Messung von ganzen Aktionspotentialziigen wird der
Shutter 400ms bis 500ms gedffnet. Nach den optischen Messungen werden die Bilder zur Dokumentation

aufgenommen.

4.5.2 MeRablauf bei gentechnisch veranderten Nervenzellen

Bei der Messung von gentechnisch verdnderten Nervenzelle mul3 eine GFP leuchtende Zelle vor dem An-
farben ausgewdhlt werden. Nach dem Anférben ist dies nicht mehr mdglich, da der Spektreniiberlapp von
GFP und ANNINE-5 bzw BNBIQ zu grof} ist. AuBlerdem ist die GFP-Fluoreszenz im Vergleich zu der sehr
starken Farbstoffanfarbung zu schwach und das Anregungslicht wiirde bereits phototoxische Effekte auslo-
sen. Das Wiederfinden der ausgewihlen Zelle nach dem Anfarben und Spiilen der Zellen erfordert wegen

der hohen Zelldichte Ubung. Der weitere MeBablauf ist mit der vorgenannten Train-Messung identisch.

4.6 Datenauswertung

Bei der Datenauswertung wird die hohe Pixelanzahl und Ortsauflésung ausgeniitzt, um das Signal/Rausch-
Verhiltnis zu verbessern. Kréftige Dendriten haben einen Durchmesser in der GroBenordnung der Abbil-
dungsgrofBle eines Pixels (4,4pm x Sum). Die Auswertestrategie besteht nun darin nur signaltragende Pixel
auszuwihlen und benachbarte zu mitteln. Wére die Auflosung schlechter, wiirde jedes Pixel mehr Hinter-
grundfluoreszenz beinhalten, die nichts zum Signal beitrdgt. Die Auswertung der Kamerarohdaten erfolgt
in sieben Schritten (Abb.4.7, 4.8, 4.9):

1. Auswahl des auszuwertenden MeRfensters

Das Rohdatenfile (1364 Frames) enthélt belichtete und unbelichtete Zeitbereiche. Aus dem belichteten wird
der zeitliche Abschnitt um das Aktionspotenial ausgeschnitten; fiir ein einzelnes Aktionspotential zwischen
50 und 100 Frames, was einer Zeitdauer von 37,5 bis 75ms entspricht. Aus dem unbelichteten Abschnitt

wird ein 50 Frame langes Stiick fiir die Hintergrundkorrekur ausgeschnitten.
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Abbildung 4.7: Datenauswertung. a: Fluoreszenzbild einer angeférbten Nervenzelle mit dickem Dendriten
(mit Standard CCD Kamera aufgenommen). Das Soma ist eingekreist. b: Falschfarbenbild aufgenommen
mit der schnellen MiCAM CCD-Kamera. c: Mit der Varianzanalyse ausgewéhlte Mel3punkte. In ihrem
Zeitverlauf ist ein Signal zu erkennen (siehe Abb.4.8). d: Rdumliche Filterung (Gaul3filter) der ausgewéhlten
Punkte. e: Auswahl von Punkten zur Linearisierung des Dendriten.

2. Hintergrundkorrektur

Die 50 Frames des Hintergrundkorrekturfiles werden zeitlich gemittelt. Es entsteht somit ein 90x60 Pixel

Hintergrundbild, das von jedem Frame abgezogen wird.

3. Zeitliche Varianzanalyse der zeitlich gefilterten MeRdaten zur Auswahl der
signaltragenden MeBpunkte (Abb. 4.7 von b nach c)

Das hintergrundkorrigierte File wird zeitlich durch eine Mittelung von 3 bis 5 MeBpunkten gefiltert. Vom

Zeitbereich wihrend des Aktionspotentials wird die Varianz fiir jeden Pixelzeitverlauf berechnet. Wenn
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die Varianz groBer ist als ein fiir jede Messung einzeln festgesetzter Grenzwert, so wird der Zeitverlauf an
dieser Koordinate ausgewahlt. Der Grenzwert wird so gesetzt, dafl nur wenige Ortspunkte mit zugehorigem
Zeitverlauf ausgewidhlt werden, die nicht auf dem Neuron liegen. Punkte, die ausgewahlt werden und nicht
auf dem Neuron liegen, werden nachtriglich entfernt. Fiir die weitere Auswertung werden die ungefilterten

Zeitverldufe der ausgewihlten Pixel verwendet.

4. Raumliches, gauRformig gewichtetes Binning (Abb. 4.7 von ¢ nach d,
Abb. 4.8 von a nach b)

Jeder MeBlpunkt wird rdumlich mit den benachbarten Punkten gemittelt. Die Gewichtung ist gau3formig mit
o=10pm. Bei einer zeitlichen Auflésung von 0,75ms der Kamera und einer Fortpflanzungsgeschwindigkeit
der Aktionspotentiale von mindestens 10cm/s ergibt sich eine Linge von 75um, die sich ein Aktionspoten-
tial fortpflanzt, ohne daf} es von der Kamera aufgeldst werden kann. Ein o von 10um verdndert somit nicht
die Aktionspotentialform. Durch die nicht-quadratischen Kamerapixel ist der Filter in x- und y-Richtung

asymmetrisch. Der zentrale Ausschnitt des Filters ergibt sich zu (noch nicht auf Integral 1 normiert):
0,03 0,06 0,10 0,13 0,15 0,13 0,10 0,06 0,03

0,07 0,14 0,23 031 034 031 0,23 0,14 0,07
0,13 0,25 042 05 0,62 05 042 0,25 0,13
0,18 0,36 0,60 0,80 0,89 0,80 0,60 0,36 0,18
0,21 0,41 0,67 091 1 091 0,67 041 0,21
0,18 036 0,60 080 0,89 080 0,60 036 0,18
0,13 025 042 05 0,62 0,56 042 025 0,13
0,07 0,14 0,23 031 0,34 031 0,23 0,14 0,07

0,03 0,06 0,10 0,13 0,15 0,13 0,10 0,06 0,03

Die zuvor nichtausgewihlten Punkte bleiben unberiicksichtigt. Das Rauschen verringert sich abhingig
von der Anzahl und der Entfernung der beriicksichtigten Punkte vom zentralen Pixel auf maximal 1/5 und

typischerweise auf 1/2 bis 1/3 des urspriinglichen Werts.
5. Auswabhl der endgiiltigen Punkte (Abb. 4.7 von d nach e)

Damit Aktionspotentiale in Abhingigkeit vom Abstand zum Soma untersucht werden konnen, muf3 der
Dendrit linearisiert werden. Dazu werden Punkte auf dem Dendriten ausgewahlt. Die Abstinde zwischen
den benachbarten Punkten werden trigonometrisch berechnet und durch Summation der Abstand zum Soma

bestimmt.
6. Ausbleichkorrektur und AF/F Berechnung (Abb. 4.8 von b nach c)

Um AF/F zu brechnen, muf} zuerst eine Exponentialfunktion, die das Ausbleichen des Farbstoffs beschreibt,

an die Zeitverldufe angepallt werden. Bei kurzen Zeitbereichen kann die Exponentialfunktion durch eine
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Abbildung 4.8: MiCAM CCD-Kamerabild mit den zeitlichen Verldufen dreier Pixel. Oben: 300um vom
Soma. Mitte: 150um vom Soma. Unten: am Soma. a: Rohdaten. b: Daten nach rédumlicher Filterung. c:
Daten nach Ausbleichkorrektur und AF/F-Berechnung.

Gerade ersetzt werden. Von jedem Zeitverlauf eines Pixels werden moglichst viele Stiitzstellen fiir die
Anpassung verwendet. Dieser Fit wird vom Zeitverlauf des Pixels abgezogen und diese Differenz durch
den Fit geteilt:

AF ~ F(t) — Fra(t)

F (t) = Fri(t)

Das so erhaltene AF/F Signal wird fiir die weitere Auswertung verwendet.

7. Bestimmung der Signalamplituden, der Amplitudenverhéltnisse und der
Fehler (Abb. 4.9)

Die Maximalamplituden der Spikes und der Hyperpolarisationen werden den AF/F-Daten entnommen. Zur
Untersuchung der Backpropagation bei Aktionspotentialziigen wird das erste Aktionspotential mit einem
nach etwa 700ms verglichen, um eventuelle Verdnderungen der Aktionspotentialamplitude zu untersuchen.
Dazu werden die Maxima der AF/F-Amplituden der beiden Aktionspotentiale herausgesucht und zuein-
ander ins Verhiltnis gesetzt. Diese Verhéltnisbildung ist notwendig, da Absolutmessungen des Potentials
mit spannungssensitiven Farbstoffen hier nicht moglich sind. Durch Anpassung einer Geraden wird die

Steigung bestimmt.

Der Fehler ergibt sich aus dem Signalrauschen. Sein Hauptbeitrag wird vom Lichtrauschen verursacht.
Wegen der unterschiedlichen Intensititen wird die Standardabweichung des Zeitverlaufs von jedem Pixel
errechnet. Dazu wird ein Zeitfenster gewihlt, in dem kein Aktionspotential liegt. Bei der Verhaltnisbildung
der Spikeamplituden wird der Fehler durch Fehlerfortpflanzung weitergegeben. Die Anpassung der Gera-

den und die Berechnung der dazugehérigen Fehler erfolgt nach der y2-Minimierungsmethode [54]. Die
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Abbildung 4.9: Die untersuchte Zelle (vgl. Abb.4.7) wird am Soma stimuliert und feuert Aktionspotentiale
(Spannungsmessung oben). Zwei dieser Aktionspotentiale werden optisch gemessen. Die relativen Fluo-
reszenzénderungssignale AF/F (Mitte rechts) von den entsprechenden Pixeln (Mitte links) werden gezeigt.
Mit den Maximalamplituden werden die Verhéltnisse gebildet. Die Fehler der Amplituden ergeben sich aus
dem Signalrauschen, pflanzen sich bei der Verhéltnisbildung fort und ergeben die Fehlerparabeln der Ge-
radensteigung. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 63,1% liegt die gesuchte Gerade innerhalb der orangen
Parabel, mit 91,8% innerhalb der griinen und mit 98,2% innerhalb der blauen.
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sich daraus ergebenden Fehlerparabeln geben die Wahrscheinlichkeit an, mit der die gesuchte Gerade in-
nerhalb dieser Toleranz liegt. In allen derartigen Auftragungen ist die beste Fitgerade rot dargestellt und die

Fehlerparabeln fiir eine Wahrscheinlichkeit von 0,631 orange, von 0,918 griin und von 0,982 blau.

Auswahl der Messungen

Die Messungen werden zuerst aufgrund der elektrophysiologischen Daten vorausgewéhlt. Nur wenn hierbei
keine Sonderbarkeiten sichtbar sind, die z.B. durch zu starke Anfarbung, schlechten Seal oder Phototoxi-
zitdt verursacht sein konnen, wird das Signal/Rausch-Verhéltnis der AF/F-Signale auf dem Dendriten zur

weiteren Auswahl herangezogen. Das Signal/Rausch-Verhéltnis sollte 2/1 nicht unterschreiten.

Die Qualitit der Messungen an einer Zelle nimmt von Messung zu Messung ab. Die Ursache dafiir kann
Phototoxizitdt oder eine Abnahme des Signals durch Ausbleichen sein. Wenn bei einer Messung deutliche
phototoxische Effekte auftreten, z.B. starke Aktionspotentialverbreiterung oder andere UnregelméBigkeiten
in der Aktionspotentialform, mul3 auch die vorhergehende Messung genau auf Auffilligkeiten untersucht
werde. Im Zweifelsfall wird die Messung verworfen. Bei vielen Zellen wird deshalb nur die erste Messung

beriicksichtigt.

4.7 Fortschritte und Ausblick

In dieser Arbeit konnten mehrere methodische Fortschritte erzielt werden. So gelang es, die Anfarbung der
Zellen mit spannungssensitiven Farbstoffen zu vereinfachen und deren Zuverléssigkeit auf nahezu 100%
zu steigern. Die bisherigen Anfdrbemehoden fiir Vertebratenneurone waren oft die Ursache fiir mifSlunge-
ne Messungen. Mit dieser HCI-Methode kann auch der neue Farbstoff ANNINE-5 verwendet werden, der
dem bisher besten Farbstoff fiir Einzelzellmessungen, BNBIQ, sogar noch leicht iiberlegen ist. Fiir beide
Farbstoffe wurden die auszuwéhlenden Filtersétze optimiert. Der neue Aufbau mit der CCD-Kamera Mi-
CAM in Kombination mit der hier entwickelten Auswertung liefert ein Signal/Rausch-Verhéltnis, mit dem
man auch 400pm vom Soma entfernt im Dendriten noch Aktionspotentiale detektieren kann. Dazu ist kei-
ne Mittelung mehrerer Messungen nétig, wie bei vielen vorhergehenden Arbeiten. Es wird eine Flache von
400um x 300um bei einer raumlichen und zeitlichen Auflésung von 4,4um x Spm und 0,75ms aufgenom-
men. Somit konnen sehr gut einzelne Neurone (Kapitel 5) und kleine Netzwerke untersucht werden. Es
konnen bis zu 500ms lange Messungen am Stiick ohne sichtbare phototoxische Effekte durchgefiihrt werden
(Abschnitt 5.4). Erstmals werden gentechnisch verdnderte Neuronen mit spannungssensitiven Farbstoffen

untersucht (Kapitel 6).

Zukiinftige Verbesserungen miissen darauf abzielen, die Phototoxizitit zu reduzieren. Dies ist z.B. durch
eine Optimierung der Lichtquelle moglich. Es soll aber nicht die eingestrahlte Lichtintensitét erhoht wer-
den, sondern durch schmalbandigere Anregung im besonders empfindlichen Spektralbereich des Farbstoffs
das Signal erhoht werden. Ein Fortschritt wére sicher auch ein groerer CCD-Chip der MiCAM. Wenn
anstatt eines 1/5 inch chips ein 1/2 inch chip verwendet werden konnte, wire die Verkleinerungsoptik mit

Tubus und Fotoobjektiv tiberfliissig. Eine einzelne 0,4x Linse wiirde dann zur Verkleinerung ausreichen.
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Dadurch wiirde weniger Licht verloren gehen und somit das Signal/Rausch-Verhéltnis verbessert bzw. das
Anregungslicht verringert werden konnen. Bis jetzt sind die Mechanismen der Phototoxizitit noch weitge-
hend unklar, doch werden mit Antioxidanzien, wie z.B. Astaxanthin [22], erste Erfolge erzielt und sollten

auch hier bei zukiinftigen Messungen zur Anwendung kommen.

Aus neurobiologischer Sichtweise muf3 auch weiterhin das Ziel sein, die hier erreichten methodischen Ver-
besserungen auf Slicemessungen anzuwenden und auch dort Einzelzellauflosung der optischen Messungen

mit spannungssensitiven Farbstoffen zu erreichen.
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Kapitel 5

Messungen von
Aktionspotentialgruppen in Dendriten

Messungen im Slice zeigen, daB Aktionspotentiale, die im Axon nahe des Somas entstehen, sich auch
zuriick in den Dendriten fortpflanzen (Backpropagation). Dendriten von manchen Nervenzellen besitzen
einen Erinnerungseffekt, der darin besteht, dafl bei Aktionspotentialgruppen (Trains, Ziige) spétere Akti-
onspotentiale nur stark geddmpft in den Dendriten hineinlaufen [75]. In diesem Kapitel wird dieser Effekt
bei kultivierten hippocampalen Neuronen untersucht. Dazu werden jeweils die Amplituden zweier Akti-

onspotentiale im ganzen Dendriten verglichen. Es wurden vier verschiedene MeBprotokolle verwendet:

e Beim ersten werden zwei einzelne Aktionspotentiale aufgenommen, zwischen denen ein 800ms langer
Train ausgeldst wird (Abschnitt 5.1; Anhang E, Protokoll 1). Eine Messung nach diesem Protokoll
wurde bereits in einer fritheren Doktorarbeit beschrieben [60].

e Bei einer Messung werden alle Aktionspotentiale, also auch die des Aktionspotentialzugs, einzeln aus-
gelost (Abschnitt 5.2, Anhang E, Protokoll 2).

e Beim dritten werden die Aktionspotentiale des Zugs direkt untersucht, d.h. das erste und ein 700-800ms
spéteres Aktionspotential des Trains werden gemessen und ins Verhéltnis gesetzt (Abschnitt 5.3, Anhang

E, Protokoll 3).

e Beim letzten wird gezeigt, da auch ganze Aktionspotentialgruppen optisch detektiert werden kénnen
(Abschnitt 5.4, Anhang E, Protokoll 4).

In den folgenden Abschnitten 5.1 bis 5.4 werden einzelne typische Messungen der verschiedenen MeB3pro-

tokolle beschrieben.
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Protokoll 1: AP-Train-AP

5.1 Protokoll 1: AP-Train-AP

Bei diesem MeBprotokoll (Anhang E, Protokoll 1) werden zwei Aktionspotentiale optisch detektiert und
miteinander verglichen, zwischen denen 800ms lang Aktionspotentiale ausgelost werden. Die beiden Akti-
onspotentiale werden hier genau getriggert ausgeldst, weshalb kurze Belichtungszeiten moglich sind. Dies
reduziert phototoxische Effekte. AuBerdem starten und enden die untersuchten Aktionspotentiale am Ru-
hepotential. Dadurch wird die Datenauswertung erleichtert, da eine Grundlinie (= Ruhepotential) zur Be-

rechnung von AF/F vorhanden ist.

Zusitzlich zur Triggerung eines Aktionspotentials wird eine Hyperpolarisation durch einen kurzen hyper-
polarisierenden und einen depolarisierenden Puls erzeugt. Es entsteht eine Art Aktionspotential mit nega-
tivem Vorzeichen, das sich rein passiv ausbreitet. So kann der Unterschied zwischen aktiver und passiver
Ausbreitung sichtbar gemacht werden. Anschlieend wird sehr hdufig noch ungewollt ein Aktionspotential
ausgelost, weil der zweite, depolarisierende Puls den ersten, hyperpolarisierenden iiberkompensiert. Eine
genaue Anpassung der beiden aneinander durch Pulshéhe und -dauer ist nicht moglich, weil die bendtigten
Kompensationsstrome von Messung zu Messung zu variabel sind. Die beiden Pulse werden deshalb gleich

lang und gleich hoch mit unterschiedlichem Vorzeichen gewihlt.

Es wurden insgesamt 11 Messungen an 5 Zellen ausgewertet. Bei diesen Messungen wird Standard-Patch-
Pipettenlosung (Anhang C) verwendet. Da die Messungen innerhalb weniger Minuten nach dem Patchen
durchgefiihrt werden, kommt es noch zu keiner Auslaugung der Zellen. Bei den Messungen in den nich-
sten Abschnitten werden der Pipettenldsung trotzdem zur Sicherheit energiereiche Substanzen (ATP, GTP
und Phosphocreatin) zugefiigt. Im folgenden werden drei typische Messungen mit gutem Signal/Rausch-

Verhiltnis vorgestellt:
Messung von Abbildung 5.1, 5.2 und 5.3

Das untersuchte Neuron (Abb.5.1) besitzt einen 280um langen Dendriten mit nur wenigen feinen Abzwei-
gungen. Morphologisch hat es somit Ahnlichkeiten mit einer Pyramidalzelle im Cortex (Abb.1.1). Im
distalen Bereich hat die Zelle Kontakt zu Gliazellen und anderen Neuronen. Die Zelle wurde 8 Tage kul-
tiviert. Das Ruhepotential liegt am Anfang bei -61mV und die maximale Depolarisation beim ersten Akti-
onspotential bei +31mV. Das zweite optisch untersuchte Aktionspotential bei 940ms startet bei -56mV und
depolarisiert zu +21mV. Die Zelle wird zwischen diesen beiden Aktionspotentialen stimuliert und feuert
mit einer Frequenz von 12Hz. Die Maximalamplituden nehmen dabei leicht von +22mV auf +16mV ab
und das Repolarisationspotential zwischen den Spikes steigt von -48mV auf -43mV. Im Anschluf} an die

Hyperpolarisationen kommt es jeweils zur Auslosung eines Aktionspotentials.

Auf der gesamten Liange des Dendritenstamms kdnnen optische Signale gemessen werden. Durch die Ver-
wendung des negativen Fluoreszenzidnderungsbereichs des spannungssensitiven Farbstoffs BNBIQ fiihren
Depolarisationen der Zelle zu einer negativen Fluoreszenzénderung, d.h. das Signal geht nach unten und bei
der Hyperpolarisation nach oben. Die relative Fluoreszenzdnderung am Soma betréigt 1% bei einem hohen

Signal/Rausch-Verhéltnis von etwa 15/1 und entsprechend 2% im distalen Dendriten bei einem niedrigeren
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Signal/Rausch-Verhiltnis von etwa 6/1.

Das erste Aktionspotential dndert seine Form im Dendriten nicht signifikant (Abb.5.2). Das spitere behalt
auch seine Form, ist aber im Vergleich zum ersten an der fallenden Flanke verbreitert (Halbwertsbreite 67%
groBer als beim ersten Spike) und erreicht nicht mehr die gleiche Maximalamplitude. Wird die Amplitude
des Aktionspotenials bei 940ms zum ersten ins Verhiltnis gesetzt (Abb.5.3), so zeigt sich nur eine leichte
Abnahme im Dendriten von -3%/100pm +2,6%/100um. Diese Zelle zeigt also kein aktivititsabhdngiges
Zuriicklaufen der Aktionspotentiale in den Dendriten. Die Verhéltnisse der Amplituden am Soma von
Elektrophysiologie und optischer Messung stimmen im Rahmen der Mefigenauigkeit iiberein (0,84 und
0,80).

In Abb.5.2 sind die Fluoreszenzsignale aller Pixel auf das Maximum der Aktionspotentialamplitude nor-
miert dargestellt. Mit der Zeitauflosung der Kamera von 0,75ms ist die Ausbreitungsgeschwindigkeit nicht
auflosbar, ist also schneller als 280m/0,75ms = 37cm/s. Man erkennt die Dampfung der Hyperpolarisation
im Dendriten durch eine Verbreiterung der Hyperpolarisationsspitze im Vergleich zur normierten Aktions-

potentialamplitude.
Messung von Abbildung 5.4, 5.5 und 5.6

Bei dieser Zelle (Abb.5.4) gehen vom Soma zwei starke Dendriten in entgegengesetzter Richtung ab. Die
Zelle ist wahrscheinlich in ein Netzwerk eingebunden (morphologischer Kontakt zu dem Neuron im Bild
oben). Sie wurde 7 Tage kultiviert. Die Zelle wird leicht hyperpolarisiert, um eine spontane Aktivitét zu
unterbinden. Das erste Aktionspotential startet bei -70mV und erreicht sein Maximum bei +16mV, das
Aktionspotential nach dem Zug bei -59mV bzw. bei +20mV. Der Train hat mit 24Hz eine hohe Spikefre-
quenz. Die Amplituden nehmen dabei stetig von +10mV auf -3mV ab und das Repolarisationspotential
steigt von -49mV auf -37mV an. Beim anschliefend einzeln ausgelosten Aktionspotential kommen die-
se Effekte trotz des geringen Zeitabstands nicht mehr zum Tragen und werden durch die Repolarisation
auf -59mV geloscht. Die langsame Verbreiterung an der fallenden Flanke der Aktionspotentiale bleibt je-
doch erhalten. Die Halbwertsbreite des Aktionspotentials steigt dabei von 4ms auf 8ms (+100%). Den

Hyperpolarisationen folgt jeweils ein Aktionspotential.

Auf 240um des Dendriten werden Signale gemessen. Das Signal/Rausch-Verhiltnis liegt zwischen 20/1

am Soma und 10/1 im distalen Dendriten bei 4% bzw. 2% relativer Fluoreszenzénderung.

Die Form der beiden optisch gemessenen Aktionspotentiale (Abb.5.5) ist jeweils im ganzen Dendriten
gleich. Die ins Verhéltnis (Abb.5.6) gesetzten Spikeamplituden ergeben eine Steigung von 0,9%/100um
+1,8%/100pum und somit keine Aktivitidtsabhdngigkeit. Die optisch und elektrophysiologisch gemessen

Amplitudenverhéltnisse am Soma stimmen iiberein (0,91 und 0,92).

Die iiberlagerten Fluoreszenzsignale in Abb.5.5 kdnnen die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Aktionspo-
tentiale nicht auflosen. Sie liegt somit {iber 240pm/0,75ms = 32cm/s. Auch hier ist die stirkere Ddmpfung

des passiven Signals gegeniiber dem Aktionspotential zu erkennen.
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Protokoll 1: AP-Train-AP

Messung von Abbildung 5.7, 5.8 und 5.9

Das Neuron (Abb.5.4) sitzt auf einem geschlossenen Gliarasen. Das Soma ist im Vergleich zu den beiden
Somata der vorherigen Zellen sehr gro3. Sowohl die Gliazellen, als auch die ldngere Kulturzeit von 11
Tagen sind hierfiir verantwortlich. Vom Soma gehen drei kréftige Dendriten ab. Der ldngste verzweigt sich
bei 170pum vom Soma. Die elektrophysiologisch gemessenen einzelnen Aktionspotentiale sind durch den
Stimulationspuls verfélscht und iiberhoht. Die Amplituden der Trainspikes sind relativ konstant bei +24
bis +27mV und das Repolarisationspotential steigt leicht von -30mV auf -22mV an. Die Frequenz liegt
bei 22Hz. Auch hier verbreitern sich die Aktionspotentiale. Nur der ersten Hyperpolarisation folgt ein

Aktionspotential.

Die Aktionspotentiale konnen trotz des Gliarasens 360pm im Dendriten verfolgt werden. Das Signal/Rausch

Verhiltnis nimmt dabei von 20/1 auf 4/1 bei einer relativen Fluoreszenzédnderung von 3% bzw. 1% ab.

Auch hier kann im Rahmen der MeBgenauigkeit keine Forminderung des Aktionspotentials im Dendriten
festgestellt werden (Abb.5.8). Das Amplitudenverhéltnis (Abb.5.9) steigt mit dem Abstand zum Soma um
4,1%/100pm=£1,5%/100pm leicht an, ist aber trotzdem als nicht aktivitdtsabhéngig zu bezeichnen. Die hier
besonders auffalligen wellenformigen Schwankungen sind auf zeitliche Untergrundschwankungen bei der

Messung und anschlieBende Filterung bei der Datenauswertung zuriickzufiihren.

Bei dieser Messung kann die Ausbreitungsgeschwindigkeit mit 16cm/s angegeben werden (Abb.5.8). Der
Hyperpolarisationspuls ist am Ende des Dendriten fast komplett weggedampft.
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Messungen von Aktionspotentialgruppen in Dendriten
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Abbildung 5.1: Die Aktionspotentiale am Soma verbreitern sich leicht an der fallenden Flanke (Zunah-
me der Halbwertsbreite um 67%). Diese Schulterbildung (afterdepolarization) ist im ganzen Neuriten zu
beobachten. (BNBIQ, Trainfrequenz 12Hz, Kulturdauer 8d)
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Protokoll 1: AP-Train-AP

_1 ’5 —1'5 L L} L} L} L} L L}
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit [ms] Zett [ms]

Abbildung 5.2: 1. optisches Mel3fenster (links). 2. optisches Mel3fenster (rechts). Die Zeitverldufe aller Pi-
xel sind auf das Maximum des jeweils ersten Aktionspotentials normiert. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit
kann nicht aufgelést werden. Deutlich sieht man die Verbreiterung des letzten Aktionspotentials (rechts) an
der fallenden Flanke im ganzen Dendriten. Die Hyperpolarisation wird stérker geddmpft als das Aktionspo-
tential.
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Abbildung 5.3: Diese Nervenzelle zeigt keine aktividtsabhdngige Backpropagation: Steigung -3%/100um
0=1+2,6%/100pm.
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Abbildung 5.4: Die Maximalamplituden der Aktionspotentiale am Soma wéhrend des Trains nehmen leicht
ab und ebenfalls das Repolarisationspotential. Man erkennt eine Verbreiterung (+100% im Vergleich zum

ersten Aktionspotential) des letzten Aktionspotentials im ganzen Dendriten. (BNBIQ), Trainfrequenz 24Hz,
Kulturdauer 7d)
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Protokoll 1: AP-Train-AP

Zeit [ms] Zeit [ms]

Abbildung 5.5: 1. optisches MeRfenster (links). 2. optisches MelR3fenster (rechts). Die Zeitverlaufe aller
Pixel sind auf das Maximum des Aktionspotentials normiert. Die Steigung der fallenden Flanke des letz-
ten Aktionspotentials ist im ganzen Dendriten deutlich flacher. Die Hyperpolarisation wird im Dendriten
gedampft.
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Abbildung 5.6: Die Steigung betragt 0,9%/100um oc=+1,8%/100um; somit zeigt dieses Neuron keine ak-
tivitdtsabhangige Backpropagation.
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Abbildung 5.7: Die Aktionspotentiale wéhrend des Trains am Soma sind gleich hoch und werden breiter.
Die Frequenz nimmt leicht ab. (BNBIQ, Trainfrequenz 22Hz, Kulturdauer 11d)
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Protokoll 1: AP-Train-AP
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Abbildung 5.8: 1. optisches Mel3fenster (links). 2. optisches Mel3fenster (rechts). Die Zeitverldufe aller
Pixel sind auf das Maximum des Aktionspotentials normiert. Auch bei dieser Messung verbreitert sich das
Aktionspotential. Man erkennt eine ausbreitungsbedingte Verzégerung der Aktionspotentialmaxima und die
Déampfung der Hyperpolarisation.
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Abbildung 5.9: Auch hier ist keine Aktivitdtsabhéngigkeit zu erkennen. Steigung 4,1%/100um
0=+1,5%/100pm.
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5.2 Protokoll 2: AP-AP-AP-AP-...

Bei diesem Protokoll (Anhang E, Protokoll 2) werden nicht nur die optisch gemessenen Aktionspotentiale
einzeln ausgelost, sondern auch die Aktionspotentiale dazwischen und zwar alle 50ms. Das Neuron kann
sich so nicht durch eine lange Strominjektion aufladen und alle Aktionspotentiale starten und enden am
Ruhepotential. Bei kultivierten und mit spannungssensitiven Farbstoffen angefarbten Neuronen ist es al-
lerdings schwierig, zuverldssig einzelne Aktionspotentiale auszuldsen. Bei der Auswertung ist auSerdem
darauf zu achten, da} die Aktionspotentialamplitude und nicht ein eventueller Stimulationsartefakt ausge-

wertet wird.

Eine Messung wurde ausgewertet und wird im folgenden vorgestellt. Als intrazelluldre Losung wurde die

Patchpipettenlosung nach Spruston et al. [38] (Anhang C) verwendet.
Messung von Abbildung 5.10

Das ANNINE-5-Fluoreszenzbild zeigt, dal das untersuchte Neuron auf einem Gliarasen sitzt und in Be-
riihrung mit Neuriten anderer Neurone steht. Die Kulturzeit betrdgt 37 Tage. Das erste Aktionspotential
startet von -46mV und erreicht seine Maximalamplitude bei +34mV; das Aktionspotential bei 750ms ent-
sprechend von -35mV bzw. bei +26mV. Die Amplituden der dazwischen getriggerten Spikes nehmen leicht

von +30mV auf +26mV ab. Nach beiden Hyperpolarisationen wird ein Aktionspotential ausgeldst.

Vom ganzen, 330um langen Dendritenstamm konnen Signale gemessen werden. Das Signal/Rausch-
Verhiltnis fallt von 20/1 am Soma auf 8/1 im distalen Dendriten bei einer relativen Fluoreszenzdnderung
von 2,5% bzw. 1,5% ab.

Die optischen Messungen zeigen, daf3 sich die Aktionspotentialform im Dendriten nicht dndert, das spétere
Aktionspotential an der fallenden Flanke aber leicht verbreitert ist. Werden die Amplituden ins Verhéltnis
gesetzt, so ergibt sich eine Steigung von -5,6%/100m=+1,3%/100um. Das Signal/Rausch (S/N)-Verhiltnis
ist grof genug um eine wenn auch leichte Aktivititsabhéngigkeit zu attestieren. Die Verhéltnisse der elek-

trophysiologischen und optischen Amplituden am Soma stimmen mit 0,76 und 0,75 sehr gut {iberein.

Aufbau des ganzseitigen Bildes

Oben links:  Fluoreszenzbild der Nervenzelle

Oben rechts: Elektrophysiologische Messung am Soma (Current-Clamp-Mode)

Mitte links:  Ausgewihlte Pixel auf Soma und Dendrit (linearisiert)

Mitte rechts: AF/F-Signal an den durch Linien angezeigten Pixeln von den durch Pfeile markierten
Aktionspotentialen der Elektrophysiologie

Unten: Verhiltnis der beiden Aktionspotentialamplituden (spéteres AP/erstes AP) aller ausge-
wihlten Pixel; die Fehlerbalken der Verhiltnisse sind 1o0-Fehler. Die rote
Gerade ist der beste Fitwert nach der y2-Methode. Die Wahrscheinlichkeit dafiir, da
die Gerade innerhalb der orangen Parabeln als Einhiillende liegt, ist 0,631, innerhalb
der griinen 0,918 und innerhalb der blauen 0,982.
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Protokoll 2: AP-AP-AP-AP-...
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Abbildung 5.10: Die Signale zeigen ein sehr gutes S/N-Verhéltnis. Die Aktionspotentiale verbreitern sich
und es ist eine leicht negative Aklivitdtsabhadngigkeit festzustellen. (ANNINE-5, Trainfrequenz 20Hz, Stei-
gung -5,6%/100pum o=+1,3%/100um, Kulturdauer 37d)
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5.3 Protokoll 3: Messungen von zwei
Aktionspotentialen eines Trains

Bei diesem Protokoll (Anhang E, Protokoll 3) wird ein Zug von Aktionspotentialen ausgelost. Um photo-
toxische Effekte moglichst gering zu halten, wird nur am Anfang des Trains und nach etwa 700ms optisch
gemessen. Die Linge des Mefzeitfensters ist so gewdhlt, dal3 je ein Spike in diesem Zeitraum ausgeldst
wird. Durch die Messung von Aktionspotentialen eines zusammenhéngenden Zugs wird verhindert, daf3
durch eine Pause zwischen Zug und gemessenem Aktionspotential die Aktivitdtsabhéngigkeit vielleicht

verloren geht.

Durch die Dauerstimulation werden die Neurone vom Ruhepotential depolarisiert und repolarisieren meist
nicht bis zum Ruhepotential. Die Anderungen der Fluoreszenz werden dadurch geringer, und die Messung
und Auswertung entsprechend schwieriger. Ein besonderes Problem der Auswertung ist das Finden einer
Grundlinie zur Berechnung von AF/F. Fiir die Auswertung des ersten Aktionspotentials wird sie durch
MeBpunkte kurz vor dem Train und solchen zwischen dem ersten und zweiten Aktionspotential gewahlt.
Fiir das spitere Aktionspotential werden die kurzen Intervalle vor und nach dem Spike zur Berechnung

verwendet.
Es wurde die Intrazelluldre Losung nach Spruston et al. [38] (Anhang C) verwendet.

Es wurden 25 Messungen von 16 Zellen ausgewertet. Davon werden im folgenden 9 charakteristische

vorgestellt:
Messung von Abbildung 5.11

Die 16 Tage kultivierte Nervenzelle sitzt auf einem geschlossenen Gliarasen. Viele Neurite anderer Neurone
kreuzen seine Dendriten. Das Neuron besitzt einen ausgepragten 400um langen Dendritenstamm, von dem
mehrere feine Fortsétze abzweigen. Morphologisch dhnelt dieses Neuron somit einer Pyramidalzelle (vgl.
Abb. 1.1). Die Spikemaxima steigen zuerst von +14mV auf +18mV an und fallen dann langsam auf +15mV
wieder ab. Es entwickelt sich eine ausgeprigte Schulter, was zu einer Verzogerung der Repolarisation fiihrt.
Die Halbwertsbreite der Spikes wichst von 3,5ms auf 7,0ms an. Mdglicherweise dadurch bedingt steigt der

zeitliche Abstand zwischen den Aktionspotentialen von 48ms auf 145ms.

Auf der ganzen Liange des 400um langen Dendriten (mit kleinen Liicken) kénnen Signale gemessen wer-
den. Das Signal/Rausch-Verhiltnis fillt von 11/1 am Soma auf 2/1 in 400um Entfernung davon bei einer

relativen Fluoreszenzidnderung von 2% bzw. 1% ab.

Die oben beschriebene Schulterbildung kann im ganzen Dendriten verfolgt werden. Bei der Verhéltnisbil-
dung der Amplituden (8.Spikeamplitude / 1.Spikeamplitude) ergibt sich bei einer Steigung von 1,5%/100um
+2,1%/100um keine Aktivititsabhingigkeit.

Messung von Abbildung 5.12

Dieses Neuron besitzt zwei kréftige Dendriten. Es sitzt groftenteils auf dem beschichteten Glas und hat

Kontakte zu Glia- und Nervenzellen. Die Form der Aktionspotentiale und deren Entwicklung ist der vor-
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Protokoll 3: Messungen von zwei Aktionspotentialen eines Trains

herigen Messung sehr dhnlich. Die Maximalamplitude nimmt von +18mV auf +21mV leicht zu, es bildet

sich eine Schulter und die Spikefrequenz nimmt ab.

Das Signal/Rausch-Verhéltnis liegt zwischen 12/1 und 3/1, wobei es durch eine Verbreiterung am Ende des

Dendriten nochmals auf 6/1 ansteigt. Die relativen Fluoreszenzidnderungen liegen zwischen 1% und 2%.

Bei der Verhiltnisbildung der Spikeamplituden (6.AP-Amplitude / 1.AP-Amplitude) ergibt sich eine posi-
tive Steigung von +7,0%/100um=5,2%/100um und somit eine leicht positive Aktivititsabhingigkeit. Ein

spateres Aktionspotential wird im Dendriten also weniger stark geddmpft als das erste.
Messung von Abbildung 5.13

Das ANNINE-5 Fluoreszenzbild zeigt, daB3 die Nervenzelle in ein Netzwerk eingebunden ist. Die Kulturzeit
betrug 15 Tage. Die Spikeamplituden am Soma nehmen bei einer leicht unregelmiBigen Frequenz von
etwa 8Hz von +30mV auf +23mV ab. Bei dieser Messung ist bereits beim ersten Aktionspotential eine
Schulter vorhanden und es folgt eine kurze und starke Repolarisation. Die Breite der Spikes bleibt fast
konstant (das letzte hat eine um 12% groBere Halbwertsbreite), nur die Amplitude nimmt ab. Dies ist auch
beim optischen Recording im ganzen Dendriten festzustellen. Beim Amplitudenverhéltnis des 6. zum 1.
Aktionspotential ergibt sich eine Steigung von -1,0%/100pm=2,4%/100um. Die Backpropagation ist hier

somit nicht aktivititsabhdngig.

Das Signal/Rausch-Verhiltnis nimmt von 28/1 am Soma auf 2/1 in 350um Entfernung davon ab. Die

entsprechenden relativen Fluoreszenzénderungen sind 5% bzw. 0,5%.
Messungen von Abbildung 5.14, 5.15 und 5.16

Alle drei Zellen wurden 15 Tage kultiviert. Sie unterscheiden sich aber stark in ihren Umweltbedingun-
gen: Die Zellen von Abb. 5.11 und 5.13 sitzen auf Gliazellen in engem Kontakt mit anderen Neuronen,
wogegen die Zelle von Abb. 5.12 eine Einzelzelle auf dem beschichteten Glaschen ist. Auch die Spikefre-
quenzen variieren stark von 8Hz bis 24Hz. In Abb. 5.11 nimmt die Spikeamplitude innerhalb der ersten
vier Aktionspotentiale stark ab, wéihrend sie in Abb. 5.13 leicht aber stetig zunimmt. Werden aber die Am-
plitudenverhéltnisse (Amplitude des Spikes bei etwa 700ms nach Trainbeginn zur ersten Spikeamplitude)
gebildet, so ergeben sich bei allen drei Zellen Steigungen, die im Rahmen der MeBBgenauigkeit keine Aktivi-
titsabhéngigkeit anzeigen. Die Messungen sind mit leichten Schwankungen an einer Zelle reproduzierbar:

Auch die jeweils 2. Messung zeigt keine Aktivitdtsabhingigkeit.
Messung von Abbildung 5.17

Das 19 Tage kultivierte Neuron ist stark verzweigt und liegt auf dem beschichteten Glaschen auf. Derar-
tig lange Kulturzeiten ohne Gliazellen sind sehr schwierig zu erreichen. Die Spikes sind verglichen mit
anderen Messungen schnell. Die Spikemaxima gehen von +23mV leicht auf +17mV zuriick. Die Akti-
onspotentialfrequenz fillt leicht ab und betrégt etwa 20Hz. Werden die Amplituden der relativen Fluores-
zenzanderung des 15. Aktionspotentials zum 1. ins Verhéltnis gesetzt, ergibt der Fit eine Steigung von

-7,7%/100pm=4,7%/100m und somit eine leicht negative Aktivititsabhéngigkeit.
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Messungen von Aktionspotentialgruppen in Dendriten

Das Signal/Rausch-Verhiltnis féllt von 12/1 am Soma auf 3/1 im Dendriten 250pm vom Soma ab. Die

relative Fluoreszenzénderung bleibt dabei konstant bei etwa 1%.
Messung von Abbildung 5.18

Das pyramidalformige Neuron sitzt auf Gliazellen. Es besitzt einen kriftigen 320um langen Dendriten-
stamm, der aber nicht {iberdurchschnittlich stark ist (anderer BildmaBstab!). Sowohl die Maximalamplitu-
den der Spikes (+32mV) als auch die Frequenz (10Hz) sind relativ gleichmiBig. Die Spikes entwickeln im
zeitlichen Verlauf eine Schulter an der fallenden Flanke. Im ganzen Dendriten werden schone Signale ge-
messen (Signal/Rausch-Verhiltnis zwischen 16/1 und 8/1). Die relativen Fluoreszenzédnderungen betragen
4% bis 2%. Werden die Amplituden des 8. Aktionspotentials zu denen des 1. ins Verhéltnis gesetzt, ergibt
sich eine deutliche negative Aktivititsabhingigkeit von -10,0%/100pm=2,1%/100pm.

Messung von Abbildung 5.19

Das 37 Tage kultivierte Neuron besitzt einen stark verzweigten Dendritenbaum. Die Spikes sind im Ver-
gleich zu den anderen Messungen extrem schnell (Halbwertsbreite 1,4ms bis 1,7ms). Das Neuron in Abb.
5.14 mit seinen ebenfalls weit veréstelten Dendriten zeigt vergleichbar schnelle Spikes. Die Repolarisati-
on, der Potentialverlauf zwischen den Spikes und die relative Konstanz der Aktionspotentialform ist mit der
Messung von Abb. 5.10 vergleichbar. Werden Amplitudenverhéltnisse gebildet, ergibt sich auch hier, wie
in Abb. 5.15 ersichtlich, eine negative Aktivitdtsabhangigkeit von -10,3%/100pm=3,3%/100um.

Das Signal/Rausch-Verhéltnis nimmt von 12/1 auf 8/1 bei einer relativen Fluoreszenzdnderung von etwa
1% ab.

Aufbau der ganzseitigen Bilder

Oben links:  Phasenkontrast- oder Fluoreszenzbild der Nervenzelle; bei den Phasenkontrastbildern
siecht man die Patchpipette

Oben rechts: Elektrophysiologische Messung am Soma (Current-Clamp-Mode)

Mitte links:  Ausgewihlte Pixel auf Soma und Dendrit (linearisiert)

Mitte rechts: AF/F-Signal an den durch Linien angezeigten Pixeln von den durch Pfeile markierten
Aktionspotentialen der Elektrophysiologie

Unten: Verhiltnis der beiden Aktionspotentialamplituden (spéteres AP/erstes AP) aller ausge-
wihlten Pixel; bei manchen Zellen werden die Ergebnisse von zwei aufeinander folgen-
den Messungen gezeigt. Die Fehlerbalken der Verhiltnisse sind 1o-Fehler. Die rote
Gerade ist der beste Fit nach der x?-Methode. Die Wahrscheinlichkeit dafiir, da
die Gerade innerhalb der orangen Parabeln als Einhiillende liegt, ist 0,631, innerhalb
der griinen 0,918 und innerhalb der blauen 0,982.
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Protokoll 3: Messungen von zwei Aktionspotentialen eines Trains
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Abbildung 5.11: Morphologisch ist dies eine typische Pyramidalzelle (ein apikaler und viele basale Dendri-
ten, vgl. Abb.1.1). Die Frequenz des Trains nimmt stetig ab. Die Aktionspotentiale verbreitern sich ebenfalls
stetig (Halbwertsbreite steigt von 3,5ms auf 7,0ms), auch im Dendriten. Keine Aktivitdtsabhdngigkeit der
Amplitude. (ANNINE-5, Steigung 1,5%/100um o=+2,1%/100um, Kulturdauer 16d)
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Abbildung 5.12: Die Frequenz nimmt wéhrend des Trains ab und die Aktionspotentialbreite bei leichter
positiver Aktivitdtsabhéngigkeit stetig zu. (ANNINE-5, Steigung 7%/100um o=+5,2%/100um, Kulturdauer
14d, zweite Messung)

64



Protokoll 3: Messungen von zwei Aktionspotentialen eines Trains
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Abbildung 5.13: GleichméRige Aktionspotentialform wéhrend des Bursts im ganzen Dendriten, eine deut-
liche Schulter und eine anschlieBend starke Hyperpolarisation sind zu erkennen. Die Zelle zeigt kei-
ne Aktivitdtsabhdngigkeit der Spikeamplituden. (ANNINE-5, Trainfrequenz 8Hz, Steigung -1%/100um

0=12,4%/100um, Kulturdauer 15d)
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Abbildung 5.14: Morphologisch ist dies eine typische Pyramidalzelle (vgl. Abb. 1.1). Am Soma nimmt die
Spike-Amplitude wéhrend der ersten drei Aktionspotentiale ab. Die Frequenz bleibt konstant. Im ganzen
Dendriten verbreitert sich das Aktionspotential (die Halbwertsbreite steigt um 133%). Eine leichte positive
Aktivitdtsabhéngigkeit der Spikeamplitude ist zu erkennen. (ANNINE-5, Trainfrequenz 24Hz, Steigung Mes-
sung 1 unten links 4,8%/100um o=+2,1%/100um, Messung 2 unten rechts 3,9%/100um o=+2,1%/100um,
zeitlicher Abstand der beiden Messungen 1min, Kulturdauer 15d)
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Abbildung 5.15: Die Messung zeigt eine leichte Breitenzunahme, eine Amplitudenabnahme und eine zu-
riickgehende Hyperpolarisation der Aktionspotentiale und keine Aktivitdtsabhéngigkeit der Amplituden bei
geringer Spike-Frequenz (8Hz). (BNBIQ), Trainfrequenz 9Hz, Steigung Messung 1 unten links 2,2%/100um
0=13,2%/100um, Messung 2 unten rechts -0,6%/100um o=13,8%/100um, zeitlicher Abstand der beiden
Messungen 30s, Kulturdauer 15d)
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Abbildung 5.16: Man erkennt eine leichte Aktionspotentialverbreiterung bei hoher, gleichméBiger
Spike-Frequenz (18Hz), langsam zurtickgehender Hyperpolarisation und keine Aktivitdtsabhéngigkeit. (BN-
BIQ), Trainfrequenz 18Hz, Steigung Messung 1 unten links -3%/100um o=+3,7%/100um, Messung 2 unten
rechts 5,6%/100um o=+5,7%/100um, zeitlicher Abstand der beiden Messungen 30s, Kulturdauer 15d)
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Abbildung 5.17: Relativ gleichméBige und schnelle Aktionspotentiale im ganzen Dendriten mit hoher,
leicht fallender Frequenz (20Hz) und leicht negative Aktivitdtsabhéngigkeit der Amplituden sind zu erken-
nen. (BNBIQ), Trainfrequenz 20Hz, Steigung -7,7%/100um o=+4,7%/100um, Kulturdauer 19d)
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Abbildung 5.18: Die AF/F Signale der Messung zeigen ein sehr gutes S/N-Verhéltnis, eine leichte Akti-
onspotentialverbreiterung bei einer Frequenz von 10Hz und eine negative Aktivitdtsabhéngigkeit der Spike-
amplituden. (ANNINE-5, Trainfrequenz 10Hz, Steigung -10%/100um o=+2,1%/100um, Kulturdauer 15d)
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Abbildung 5.19: Die Zelle feuert sehr schmale Aktionspotentiale (Halbwertsbreite des ersten Spikes
1,4ms) mit starker Hyperpolarisation und nur geringer Verbreiterung (21%). Die Frequenz schwankt
(~10Hz) und eine negative Aktivitdtsabhéngigkeit der Amplituden ist zu erkennen. (ANNINE-5, Trainfre-
quenz 10Hz, Steigung -10,3%/100um o=43,3%/100um, Kulturdauer 37d)
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5.4 Protokoll 4: Messungen eines ganzen Trains

Bei diesem Protokoll (Anhang E, Protokoll 4) wird eine ganze Aktionspotentialgruppe gemessen. Die Zel-
len werden dabei 340ms bzw. 430ms stimuliert und entsprechend 400ms bzw. 500ms optisch gemessen.
Somit kdnnen Variationen zwischen einzelnen Spikes eines Zugs erkannt werden. Durch die lange Belich-

tungszeit muf} besonders auf phototoxische Effekte geachtet werden.

Die intrazelluldre Losung mit ATP, GTP und Phosphocreatin (Anhang C) wurde fiir die Messungen ver-

wendet.
Es wurden zwei Messungen ausgewertet. Sie werden im folgenden beschrieben:
Messung von Abbildung 6.20

Das Neuron wurde 22 Tage kultiviert. Es sitzt auf Gliazellen und hat einen kréftigen, 200pm langen Den-
driten. Das erste Aktionspotential erreicht eine Maximalamplitude von +4mV, die nachfolgenden nur noch
-4mV. Die Form der Spikes ist abgesehen vom schmalen ersten bei allen anderen gleich. Die Spikefrequenz

ist mit 24Hz relativ hoch.

Das relative Fluoreszenzidnderungsbild zeigt deutlich die 8 Aktionspotentiale. Es treten keine groeren Un-
regelméBigkeiten liber der MeBfehlergrenze zwischen den einzelnen Spikes auf. Bei der Verhiltnisbildung
von der 8. zur 1. Spikeamplitude ergibt sich eine Steigung von +4,7%/100um=+4,3%/1004m und somit kei-
ne Aktivititsabhidngigkeit. Die lokalen Schwankungen der relativen Fluoreszenzédnderung wird durch die

Inhomogenitit des Gliarasens verursacht.
Messung von Abbildung 6.21

Das Soma der Nervenzelle liegt auf Glia und der 260m lange Dendrit nur auf dem beschichteten Glas. Die
5 Spikes haben eine konstante Maximalamplitude von +24mV. Sie verbreitern sich stetig und die Frequenz

nimmt ab.

Bei der optischen Messung ist die Verbreiterung der Spikes im ganzen Dendriten zu erkennen. Auch hier er-
gibt die Verhiltnisbildung keine Aktivititsabhéngigkeit (Steigung 3,1%/1004m=3,6%/100um). Die Fluo-
reszenzénderung ist im ganzen Dendriten relativ konstant bei ungefahr 2%. Dies ergibt sich aus dem Fehlen

von Gliazellen als Untergrund.
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Abbildung 5.20: Das erste Aktionspotential ist h éher, alle anderen sind von der Form sehr gleichmafig.
Die Frequenz schwankt leicht bei hoher Frequenz (24Hz). Die Zelle zeigt keine Aktivitatsabhdngigkeit der
Spikeddmpfung. Es sind keine Phototoxizitétseffekte wdhrend der Messung erkennbar. (BNBIQ), Steigung
4,7%/100um o=+4,3%/100um, Kulturdauer 22d)
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Abbildung 5.21: Die Spikes verbreitern sich leicht bei fallender Frequenz. Die Fortpflanzung der
Aktionspotentiale ist Aktivitdtsunabhéngig.

0=1£3,6%/100um, Kulturdauer 13d)
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Diskussion

5.5 Diskussion

In diesem Kapitel wurden Gruppen von Aktionspotentialen in Dendriten von kultivierten Hippocampus-

neuronen untersucht. Dabei kann folgendes festgestellt werden:
Vitale Neurone

Die dissoziierten Primérkulturen wurden 7 bis 37 Tage kultiviert. Dies entspricht einem Alter von 4 bis
34 Tage alten Jungtieren. Die meisten Neurone in diesen Kulturen sind Pyramidalzellen [3]. Durch die
Dissoziierung zeigen aber nur manche Zellen die typische Morphologie. Die kleineren Kdrnerzellen mit
ihren diinnen Dendriten werden nicht fiir Messungen ausgewdihlt. Fast alle untersuchten Zellen standen
im Kontakt mit anderen Nerven- und Gliazellen, wie die Bilder zeigen. Die Existenz von Synapsen bzw.
synaptischen Vesikeln wurde in Vorversuchen mit Synaptophysin-Antikdrpern nachgewiesen (Abb.5.22,
Anhang F). Sowohl die Synapsen als auch Neuron/Glia-Kontakte sind wichtig fiir die Stabilitdt der Kulturen

und damit fiir die Vitalitdt der Neurone.

Abbildung 5.22: Fixiertes hippocampales Neuron im Phasenkontrast (links) und in Fluoreszenz mit Syn-
aptophysin-Antikérpern, die tber Anti-lgG mit FITC gelabelt sind (rechts). Synaptophysin ist ein integrales
Protein der synaptischen Vesikel. (Kulturzeit 25d)

Variable Kanalexpression oder -modulation zwischen den Zellen

Elektrophysiologische Messungen wurden am Soma mit Patch-Clamp Technik und in den Dendriten mit

spannungssensitiven Farbstoffen durchgefiihrt. Die Aktionspotentialformen und Train-Charakteristika va-
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riieren dabei deutlich zwischen den Zellen. Die Spikes zeigen vor allem unterschiedliche Re- und Hyperpo-
larisationen an der fallenden Flanke und damit unterschiedliche Breiten und Schultern. Die Aktionspoten-
tialfrequenz bei Dauerstimulation liegt zwischen 8Hz und 24Hz. In manchen Féllen ist sie nicht konstant
und nimmt schnell ab (Abb.5.11, 5.12). Dies deutet auf unterschiedliche Kanalexprimierungen und/oder
-modulationen hin. Auch die Kulturzeit spielt hier eine wichtige Rolle. Neurone, die weniger als 10 Ta-
ge kultiviert werden, feuern bei einer langen Stimulation oft nur ein Aktionspotential und bleiben dann in
einem stabilen Zustand. Alte Zellen (>20div) zeigen dagegen oft schnelle Spikes mit starken Hyperpola-
risationen. Beides spricht fiir einen Reifungsprozel der kultivierten Neurone, in dem sich die Kanaldichte

und -verteilung einstellt.
Aktionspotentialform im Dendriten

Die Form der Aktionspotentiale im Dendriten ist im Rahmen der MeBgenauigkeit der im Soma bis auf einen
Skalierungsfaktor gleich (Abb.5.1, 5.4 und 5.7). Dies spricht fiir eine relativ homogene Kanalverteilung in
Soma und Dendrit. Da Absolutmessungen hier mit spannungssensitiven Farbstoffen nicht moglich sind,
kann eine Dampfung der Aktionspotentiale im Dendriten nicht ausgeschlossen werden. Eine Verbreiterung

der Spikes im Dendriten wie im Slice ([63], Abb. 2.5) wird nicht gefunden.
Aktivitatsabhangige Spikeverbreiterung

Bei allen Messungen kommt es im Verlauf des Zugs zu einer Verbreiterung der Aktionspotentiale an der
fallenden Flanke (afterdepolarization potential, ADP). Diese Verbreiterung ist nicht nur am Soma bei den
elektrophysiologischen Messungen erkennbar, sondern auch bei den opischen Messungen im ganzen Den-
driten; besonders gut in Abb.5.2, 5.5 und 5.8. Die Halbwertsbreite der Aktionspotentiale erhoht sich dabei
um 12% (Abb. 5.13 und 5.19) bis +140% (Abb. 5.4, 5.11 mit je +100%, 5.14 mit +133%). Von dieser Ver-
breiterung erholt sich die Zelle zwischen zwei Messungen wieder. Sie ist somit reproduzierbar und kein

phototoxischer Effekt.
Keine aktivitatsabhangige Amplitudenanderung der Aktionspotentiale

Bei den meisten Messungen kann keine Aktivitdtsabhingigkeit der Backpropagation festgestellt werden
(Abb. 5.23). Dies gilt vor allem fiir die Messungen, bei denen das AP-Train-AP Protokoll angewandt wur-
de (Abschnitt 5.1, Abb. 5.24), aber auch fiir fast alle Messungen nach den anderen Protokollen (Abschnitt
5.2,5.3, 5.4, Abb. 5.25). Wird von jeder Zelle jeweils nur die erste Messung beriicksichtigt, so zeigen nur 4
der 24 Zellen eine Steigung von etwa -10%/100um (Abb. 5.26). Bei 3 der 4 Messungen liegt die Hypothe-
se der Aktivititsunabhéngigkeit auflerhalb der 20-Grenzen. Somit ist hier von einer Aktivitdtsabhingigkeit
auszugehen. Verglichen mit der Aktivitatsabhéngigkeit im hippocampalen Slice von -20%/100um, ist sie
aber schwach. Es kann keine Frequenzabhéngigkeit, bzw. Korrelation von Spikefrequenz und Aktivititsab-
hingigkeit, beobachtet werden. Auch zwischen den Ausbreitungssignalen der Aktionspotentiale innerhalb
eines Trains kdnnen keine signifikanten Variationen jenseits der Meflfehlergrenzen gefunden werden (Ab-
schnitt 5.4).

Es besteht auBerdem keine Korrelation zwischen Aktivitdtsabhéngigkeit und Kulturdauer (Abb. 5.27). Die
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Neurone wurden nach 7 bis 37div untersucht. Dies entspricht 4 bis 34 Tage alten Jungtieren. Die Ratten der
Slice-Messungen hatten ein Alter von 13 bis 42 Tagen. Es besteht somit ein ausreichend groBer zeitlicher
Uberlapp. Von anderen Kanilen (Kv1-Familie, [26]) ist bekannt, daB sie in vivo und in vitro gleichzeitig
exprimiert werden und die Exprimierung mancher Kanile durch bestimmte Neurotoxine verhindert werden
kann. Wenn es sich bei den fiir diesen Effekt verantwortlichen Na+ Kanilen genauso verhilt, so gibt es
die zwei modglichen Erklédrungen (Abschnitt 2.4): Der Na™ Kanal wird zwar exprimiert aber nicht wie im
Slice moduliert oder es gibt noch einen anderen Na' Kanal, der nicht exprimiert wird, weil ein duBlerer
Stimulus fehlt. Das Train-Backpropagationsverhalten von kultivierten Hippocampusneuronen entspricht
damit eher dem von Dopamin Neuronen der Substantia Nigra ([27], Abb. 2.9) wie dem von hippocampalen

Pyramidalzellen.

Bei der Untersuchung der Aktivitatsabhangigkeit der Spikeamplituden zeigt sich besonders schon der Vor-
teil der optischen Messungen. So ist das mit Patch-Clamp-Methode gewonnene Diagramm aus Messungen
an 25 Zellen zusammengesetzt. Mit spannungssensitiven Farbstoffen kann ein solches Diagramm von ei-

nem Neuron mit besserer Ortsauflosung gewonnen werden.
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Abbildung 5.23: Untersuchung der Aktivitdtsabh &ngigkeit der Aktionspotentialausbreitung. Im Slice findet
man einen starken Riickgang ([75], links), in kultivierten Neuronen dagegen typischerweise keinen (vgl.
Abb. 5.11, Mitte) und maximal einen geringen (vgl. Abb. 5.18, rechts). Die linke Abbildung ist aus Messun-
gen an 25 Neuronen zusammengesetzt, wogegen die beiden anderen je eine Messung an einem Neuron
zeigen.
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Abbildung 5.24: Ergebnisse der Messungen von Abschnitt 5.1. Steigungen der Amplitudenverhéltnisse
der 12 Messungen an 5 Zellen (gruppierte Messungen gehéren zu jeweils einer Zelle und zeigen die Va-
riabilitat zeitlich aufeinanderfolgender Messungen). Es wurde Standard-Patch-Pipettenl6sung verwendet.
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Steigung [%/100um]

Abbildung 5.25: Ergebnisse der Messungen von Abschnitt 5.2, 5.3 und 5.4. Steigungen der Amplituden-
verhéltnisse der 29 Messungen an 19 Zellen (gruppierte Me Bpunkte gehéren jeweils zu einer Zelle). Es
wurde Patch-Pipetten-Lésung mit ATR GTP und Phosphocreatin verwendet.
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Abbildung 5.26: Steigungen aller Amplitudenverh &ltnisse von Abschnitt 5.1 bis 5.4 (links). Es wird jeweils

nur die 1. Messung von jeder der 24 Zellen beriicksichtigt. Histogramm der gemessenen Steigungen
(rechts).
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Abbildung 5.27: Steigungen der Amplitudenverhéltnisse lber der Kulturzeit der Zellen. Es wird jeweils nur
die 1. Messung aller 24 Nervenzellen gezeigt.
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Kapitel 6

Messungen an gentechnisch
veranderten Nervenzellen

Die passiven Eigenschaften und die verschiedenen lonenkanéle der Membran bestimmen das Ausbreitungs-
verhalten von Aktionspotentialen. Im folgenden wird untersucht, ob und wenn ja, wie sich die Ausbrei-

tungseigenschaften im Dendriten durch die zusétzliche Exprimierung von zwei Kaliumkanélen dndern.

Zuerst werden Messungen an Neuronen mit dem zusétzlich exprimierten Delayed Rectifier Kanal Kv1.3

vorgestellt und anschlieBend solche mit dem A-Typ Kanal Kv1.4.

6.1 EinfluB des spannungsabhangigen lonenkanals
Kv1.3

Das Fusionsprotein Kv1.3 GFP ist schon wenige Stunden nach der Transfektion im ganzen Dendritenbaum
zu finden. Es lagert sich aber inhomogen ein und reichert sich an dendritischen Verzweigungen an (Abb.6.1,
6.2).

Abbildung 6.1: Transformiertes hippocampales Neuron exprimiert das Fusionsprotein Kv1.3_GFP. Man
erkennt leichte Inhomogenitaten der GFP-Fluoreszenz, die auf Kanalcluster hindeuten.

79



Messungen an gentechnisch verdnderten Nervenzellen

Abbildung 6.2: Negativbild der GFP-Fluoreszenz. Das Fusionsprotein Kv1.3_GFP lagert sich verstérkt in
Verzweigungsstellen von Dendriten ein (Pfeile).

Anderungen im Backpropagationsverhalten

Die hier gezeigten Messungen wurden nach Protokoll 5 (Anhang E) durchgefiihrt. Es wird der Einflufl
des Kanals auf die Maximalamplitude des Aktionspotentials im Dendriten untersucht. Da mit spannungs-
sensitiven Farbstoffen keine Absolutmessungen moglich sind, bendtigt man eine Referenzmessung. Dazu
dient ein hyperpolarisierender Puls, der sich passiv ausbreitet und somit unabhéngig von den exprimier-
ten Kanilen ist. Bei der Auswertung wird die Amplitude des Aktionspotentials mit der entsprechenden
Hyperpolarisationsamplitude an diesem Ort ins Verhiltnis gesetzt. Um den Einflul des Kv1.3 Kanals zu
bestimmen, wird dieser spezifisch mit Margatoxin (MgTX) vergiftet. Der Kanal ist mit GFP markiert, um

seine raumliche Verteilung innerhalb der Zelle anzuzeigen und um transformierte Zellen zu erkennen.
Messung von Abbildung 6.3

Das Neuron besitzt drei kraftige Dendriten. Die GFP Fluoreszenz ist sowohl am Soma als auch in den
Dendriten sehr hell. Der Kanal wird zumindest am Soma {iberexprimiert, d.h. es werden mehr Kanéle
produziert als in die Membran eingebaut werden, so daf3 sie im Cytoplasma der Zelle angereichert werden.
Die Zelldichte ist sehr hoch, wie im Phasenkontrastbild und noch besser in der ANNINE-5 Fluorezenz zu
erkennen ist. Trotz der hohen Zelldichte kdnnen zumindest auf zwei Dendriten, die sich im Fokus befinden,

Signale gemessen werden; beim ldngeren bis zu 125um vom Soma.

Bei der Messung mit Kv1.3 startet das Aktionspotential bei -43mV und erreicht seine Maximalamplitude
bei -7mV. Die Hyperpolarisation startet bei -40mV und erreicht am Soma -88mV. Bei der ersten Messung
nach der Vergiftung der Kanédle beginnt der Spike bei -45mV und erreicht -9mV. Die Hyperpolarisation
reicht von -45mV bis -140mV. Durch den Hyperpolarisationspuls wird kein Spike ausgelost. Bei der zwei-
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ten Messung nach der Vergiftung sind die entsprechenden Werte -56mV bis -12mV fiir den Spike und
-56mV bis -147mV fiir die Hyperpolarisation. Genauere Analysen der Aktionspotentiale sind hier nicht
mdglich, weil sich das Ruhepotential zwischen den Messungen stark dndert und andere Stimulationsstrome

gewidhlt werden miissen.

Das Verhiltnis von Spike- zu Hyperpolarisationsamplitude im 125um langen Dendriten ist mit Kv1.3 kon-
stant (Steigung 2%/100um), d.h. die Aktionspotentialamplitude nimmt im Dendriten wie die eines passiven
Pulses ab. Nach der Blockierung von Kv1.3 aber breitet sich das Aktionspotential weniger gedampft aus
und die Steigung betragt 26%/100xm und dann sogar 49%/100um. Die Verhéltnisse am Soma, elektrophy-
siologisch und optisch gemessen, stimmen gut {iberein (1. Messung 0,75 und 0,71; 2.Messung 0,38 und
0,5; 3.Messung 0,48 und 0,45).

Messung von Abbildung 6.4

Bei diesem Neuron ist der Kanal noch nicht so iiberexprimiert wie im vorherigen. Kv1.3 ist trotzdem in den
Dendriten eingelagert. Die Zelldichte ist auch hier sehr hoch. Bei den fiir die Auswertung ausgewéhlten
Pixeln ist zu erkennen, daB3 nach der Blockierung des Kanals deutlich mehr signaltragende Pixel gefunden

werden als zuvor.

Das Aktionspotential mit Kv1.3 startet bei -50mV und erreicht sein Maximum bei +5mV. Nach der Vergif-
tung aber reicht es von -45mV bis +35mV und die Zelle hat anschlieBend Schwierigkeiten zu repolarisieren.
Wabhrscheinlich durch eine leichte Verstopfung der Patch-Elektrode wird ein Maximalpotential von -210mV
bzw. -250mV fiir die Hyperpolarisation gemessen. Dieses Potential wurde im Soma wahrscheinlich nicht

erreicht. Bei der ersten Messung wird nach der Hyperpolarisation kein Spike ausgeldst.

Auch bei dieser transformierten Zelle breitet sich der Spike wie ein Hyperpolarisationspuls aus. Die Ampli-
tudenverhéltnisse ergeben im 150um langen Dendriten eine Steigung von 10%/100um. Nach der Zugabe

von MgTX steigt das Verhéltnis dagegen mit 120%/100um an.

Bildlegende zu den beiden folgenden ganzseitigen Abbildungen:

oben links: GFP-fluoreszierende Zelle
oben rechts:  Phasenkontrastbild
Mitte links: ~ ANNINE-5 Fluoreszenz
Mitte rechts:  vier Bilder, davon:
oben links: zur Auswertung ausgewahlte Pixel
unten links: endgiiltig ausgewihlte Pixel nach der Auswertung
oben rechts: zur Auswertung ausgewéhlte Pixel, Messung nach der Zugabe von
Margatoxin (MgTX)
oben links: endgiiltig ausgewihlte Pixel nach der Auswertung, Messung nach der Zu-
gabe von MgTX
unten links:  elektrophysiologische Messungen vor (oben) und nach (darunter) der Zugabe von MgTX
unten rechts:  Verhiltnis des Aktionspotentialamplituden-Betrags zur Hyperpolarisationsamplitude vor
(schwarz) und nach (rot, griin) der Zugabe von MgTX
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Abbildung 6.3: Durch die GFP-Fluoreszenz (oben links) ist die Zelle trotz hoher Zelldichte (Mitte links) gut
zu erkennen. Vor der Zugabe von Margatoxin wird das Aktionspotential wie die Hyperpolarisation geddmpft
(unten links, Messung 1: Steigung 2%/100um); nach der Kv1.3 Blockierung lduft das AP weniger gedémpft
in den Dendriten (unten rechts rot, Messung 2: Steigung 26%/100um, unten rechts griin, Messung 3:
Steigung 49%/100um). (Kulturdauer 18d)
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Abbildung 6.4: Deutlich ist die Amplitudenzunahme des Aktionspotentials und die fehlende Repolarisation
nach der Blockierung von Kv1.3 zu sehen (unten links). Durch die héhere Amplitude werden mehr signal-
fragende Pixel gefunden (Mitte rechts). Die Steigung (unten rechts) vor der Zugabe von MgTX betragt
10%/100um (schwarz), danach 120%/100um (rot). (Kulturdauer 18d)
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Untersuchung der aktivitatsabhangigen Backpropagation mit Kv1.3

Zur Auswertung der Aktivitdtsabhingigkeit stehen Messungen von nur einer Zelle zur Verfiigung, die im

folgenden beschrieben werden. Es werden zwei verschiedene Protokolle verwendet.
Abbildung 6.5

Das Neuron iiberexprimiert das Fusionsprotein Kv1.3 GFP am Soma. Es besitzt einen sehr kréftigen
200pm langen Dendriten. Dieser zeigt in diesem Bereich keine starken Verzweigungen, an denen Kv1.3
verstéarkt eingebaut wird. Die Zelldichte ist sehr hoch. Auch hier werden bei der Auswertung der Messung-

en nach der Kanalblockierung viel mehr signaltragende Pixel gefunden als zuvor.
Messungen von Abbildung 6.6

Hier wird das Protokoll 5 (Anhang E) verwendet, bei dem zuerst eine Hyperpolarisation und 710ms spéter
ein Spike ausgelost wird. In der Messung vor und auch nach der Zugabe von MgTX 16st der Hyperpolarisa-
tionspuls ein direkt anschlieBendes Aktionspotential aus. Es konnen somit die Ausbreitungen beider Spikes

im Verhéltnis zur Hyperpolarisation untersucht werden.

Bei der Messung mit Kvl1.3 starten beide Aktionspotentiale (unmittelbar nach der Hyperpolarisation und
710ms danach) bei -52mV und erreichen ihr Maximum bei +13mV. Nach der Vergiftung mit MgTX da-
gegen reichen die Spikes am Soma von -52mV bis +31mV. Werden die Amplitudenverhéltnisse gebildet,
so ergibt sich fiir den Spike mit Kv1.3 unmittelbar nach der Hyperpolarisation zum Hyperpolarisationspuls
eine Steigung von 10%/100um, fiir das 710ms spétere dagegen ein Abfall von -110%/100um. Dieser Ef-
fekt der starken Dampfung des spéteren Aktionspotentials verschwindet nach der Blockierung von Kv1.3:
Fiir den ersten Spike ergibt sich eine Steigung von 30%/100um und fiir den zweiten 30%/100pm. Beide
Steigungen sind grofler wie die entsprechenden der ersten Messung. Vor der Blockierung sind die Akti-
onspotentialsignale optisch nur 130um weit in den Dendriten zu verfolgen, danach fast 200pm. Dies wird
durch die hohere Spike-Amplitude und der geringeren Ddmpfung der Aktionspotentiale im Dendriten nach

der Blockierung verursacht.
Messungen von Abbildung 6.7

Auch Ziige von Aktionspotentialen konnen optisch nach Protokoll 3 (Anhang E) gemessen werden. Die
Spikefrequenz ist in allen drei Messungen konstant. Sie betrdgt zuerst 24Hz und nach der Vergiftung nur
noch bei 12Hz. Die Spikemaxima nehmen bei der Messung mit Kv1.3 von +23mV auf +19mV leicht ab.
Nach der Zugabe von MgTX erreicht das erste Aktionspotential +40mV und die folgenden +34mV. Bei
allen drei Trains wird das erste Aktionspotential im Vergleich zu den folgenden sehr schnell ausgelost.
Die Halbwertsbreite steigt vor der Blockierung nur unwesentlich von 1,6ms auf 1,7ms, danach von 2,9ms
auf 3,4ms bzw. von 2,8ms auf 3,8ms bei der dritten Messung. Die Breite der Spikes bleibt also vor der

Blockierung fast konstant, verdoppelt sich danach fast und nimmt wéhrend des Aktionspotentialzugs zu.

Um die Aktivititsabhéngigkeit zu untersuchen, werden hier die Amplitudenverhéltnisse der Spikes gebildet.

Fiir die Messung mit Kv1.3 ergibt sich, wenn man den 18. Spike zum 1. ins Verhiltnis setzt, eine Steigung
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von -24%/100pum=+12,8%/100um. Trotz des groBen Fehlers muf hier von einer Aktivitdtsabhiangigkeit der
Backpropagation durch Kv1.3 ausgegangen werden, zumal in den beiden folgenden Messungen mit ver-
giftetem Kv1.3 Steigungen von nurmehr 1,2%/100um=+10,9%/100pm bzw. -7,6%/100um=+10,4%/100um

gefunden werden.

Abbildung 6.5: GFP-Fluoreszenzbild (a), Phasenkontrastbild (b), ANNINE-5 Fluoreszenzbild (c) und die
ausgewdhlten Pixel (unten rechts); dabei fiir die Auswertung ausgewdéhite Pixel vor (d) und nach (f) der
Zugabe von MgTX und ausgewéhlte Pixel nach der Auswertung entsprechend darunter (e, g). Bei den
Messungen mit blockierten Kv1.3 Kanélen wurden deutlich mehr signaltragende Pixel gefunden. (Kultur-
dauer 17d)
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Abbildung 6.6: Elektrophysiologie vor (oben links) und nach (oben rechts) der Blockierung der Kv1.3
Kanéle mit MgTX. Verhéltnis der AP-Amplitude kurz nach der Hyperpolarisation zur Hyperpolarisation (Mit-
te, links vor und rechts nach MgTX, Steigungen: schwarz 10%/100um, rot 30%/100um). Verhéltnis der
AP-Amplituden 720ms nach dem 1.AP zur Hyperpolarisation (unten, links vor und rechts nach MgTX, Stei-
gungen: schwarz -110%/100um, rot -30%/100um). Die Aktionspotential-Amplitude am Soma nimmt nach
der Vergiftung stark zu. Innerhalb der Messungen sind sie aber konstant. Vor der Blockierung kann das

Aktionspotential ~150m in den Dendriten verfolgt werden, danach ~200um.
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Abbildung 6.7: Backpropagation eines Aktionspotentialzugs mit Kv1.3 vor (oben, Stimulationsstrom
0,3nA) und nach (Mitte, unten, Stimulationsstrom jeweils 0,4nA) der Zugabe von MgTX. Links je-
weils Elektrophysiologie, rechts Amplitudenverhéltnisse 18.AP zu 1.AP (oben, Steigung -24,8%/100um
0=4+12,8%/100um), 10.AP zu 1.AP (Mitte, Steigung 1,2%/100um c=410,9%/100um), 10.AP zu 1.AP (un-
ten, Steigung -7,6%/100um oc=4+10,4%/100um ). Spike-Frequenz oben 24Hz, mitte und unten 12Hz. Die
Hyperpolarisation ist bei allen APs sehr stark und schnell. Die Aktionspotentialamplitude ist vor der Blockie-
rung um fast 20mV kleiner. Die Amplitude nimmt bei den drei Messungen innerhalb der ersten 200ms leicht
ab. Das erste AP unterscheidet sich in allen drei Messungen stark von den folgenden durch die schnelle
Ausl 6sung. (Stimulationsstrom 0,3nA, 0,4nA und 0,4nA)
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Abbildung 6.8: Koexprimierung von Kv1.4 und GFP in hippocampalen Neuronen. Im unteren Bild ist das
im Vergleich zu den Dendriten diinnere und glattere Axon schén zu sehen (Pfeile).

6.2 EinfluB des spannungsabhangigen lonenkanals
Kv1.4

Um das Ausbreitungsverhalten von Spikes in Dendriten mit dem eingelagerten lonenkanal Kv1.4 zu unter-
suchen, wird hier wieder Protokoll 5 (Anhang E) verwendet. Dabei wird ein Hyperpolarisationspuls und
ein Aktionspotential optisch gemessen und dann die Maximalamplituden ins Verhiltnis gesetzt. Es werden

Messungen von zwei Zellen vorgestellt.

Der Kanal Kv1.4 wird mit GFP koexprimiert (Abb.6.8) und mit 4-Aminopyridin (4-AP) vergiftet, das haupt-
sichlich A-Typ K™ Kanile blockiert. Zur Kontrolle der Kanalverteilung wird bei anderen Versuchen auch
das Fusionsprotein Kv1.4 GFP exprimiert. Die Fluoreszenz ist deutlich schwécher als beim Kv1.3 GFP
Fusionsprotein und nur schwer zu photographieren (Abb.6.9). Der Kanal wird aber in das Soma und die

Dendriten eingebaut.
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Abbildung 6.9: Schwache Fluoreszenz des Kv1.4_GFP Fusionsproteins. Der Kanal ist im Soma und den
Dendriten zu finden. Kérner Zelle (links), Pyramidalzelle (rechts).

Messungen von Abbildung 6.10

Das Neuron besitzt einen langen und mehrere kurze Dendriten. Die Kulturdichte ist im Vergleich zu den

anderen Messungen an transformierten Zellen eher gering und mit den Messungen in Kapitel 5 vergleichbar.

Das Ruhepotential liegt bei -49mV. Das Aktionspotential mit Kv1.4 am Soma ist sehr schmal, erreicht
sein Maximum bei +21mV und es fogt eine starke Hyperpolarisation. Der Hyperpolarisationspuls erreicht
-125mV und 16st ein anschlieBendes Aktionspotential aus. Werden die A-Typ Kanile und damit auch
Kv1.4 mit 4-AP vergiftet, bildet sich eine ausgepragte Schulter an der fallenden Flanke des Spikes, die

Maximalamplitude steigt auf +34mV und die Hyperpolarisation verschwindet.

Werden nun die Spikeamplituden zu den Hyperpolarisationsamplituden ins Verhiltnis gesetzt, ergeben sich
keine Unterschiede zwischen vor und nach der Kv1.4-Vergiftung: Die Steigungen liegen bei -4%/100m
bzw. -6%/100um und 6%/100um. Die Aktionspotentiale kdnnen hier 190m weit im Dendriten untersucht

werden.
Messungen von Abbildung 6.11

Bei dieser Messung ist die Zelldichte sehr hoch. Trotzdem konnen Signale auf einer Lange von 160um
des Dendritenstamms gemessen werden. Auch hier steigt die Spikeamplitude nach der Zugabe von 4-AP:
von zuerst -45mV bis +24mV auf -52mV bis +30mV. Auch die Breite nimmt wieder zu und es tritt keine

Hyperpolarisation mehr auf.

Bei der Verhiltnisbildung dndert sich auch hier nichts durch die Blockierung der A-Typ Kanéle. Die Stei-
gungen schwanken nur unbedeutend (-3%/100um vor bzw. -8%/100xm und 10%/100um danach).
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Abbildung 6.10: GFP-Fluoreszenz (oben links) und Phasenkontrast-Bild (oben rechts). Elektrophysiolo-
gie vor (Mitte links) und nach der Zugabe von 4-Aminopyridin (2 Messungen unten links); sie fihrt zu
einer starken Schulterbildung des Aktionspotentials bei gleichbleibender Amplitude und zum Verschwinden
der Hyperpolarisation. Das Verhéltnis der Spike Amplituden (700ms nach der Hyperpolarisation) zur Hy-
perpolarisationsamplitude &ndert sich aber nicht (Steigungen: schwarz -4%/100um, rot -6%/100um, griin
6%/100um). (Kulturdauer 19d)
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Abbildung 6.11: GFP-Fluoreszenz (oben links), Phasenkontrast-Bild (Mitte oben) und ANNINE-5 Fluo-
reszenz (oben rechts). Elektrophysiologie vor (Mitte links) und nach der Zugabe von 4-Aminopyridin (2
Messungen unten links). Die Aktionspotentiale verbreitern sich durch die Blockierung, die Backpropagati-
onsamplituden verédndern sich aber im Vergleich zu den Hyperpolarisationsamplituden nicht (Steigungen:
schwarz -3%/100um, rot -8%/100um, griin 10%/100um). Die Aktionspotentialamplitude am Soma bleibt
konstant. (Kulturdauer 19d)

91



6.3 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Verdnderungen der Aktionspotentiale durch die Kanédle Kv1.3 und Kv1.4
am Soma und im Dendriten untersucht. Es ist zu beriicksichtigen, daf3 hier die Ergebnisse von wenigen

Messungen zusammengefalit werden:
Kanal Kv1.3

Der Kanal Kv1.3 wird bereits nach wenigen Stunden in die Zellmembran im Soma und Dendriten eingebaut.
Er verteilt sich aber nicht homogen, sondern bildet vor allem an Verzweigungsstellen im Dendriten Cluster.
Durch die Moglichkeit Kv1.3 spezifisch mit Margatoxin (MgTX) zu blockieren, kann man Messungen mit
und ohne Kv1.3 vergleichen. So erhoht sich die Reizschwelle fiir die Auslosung eines Aktionspotentials
nach der Blockierung um 5mV bis 10mV. Die Zellen mit Kv1.3 zeigen auch eine auffillig starke Hyper-
polarisation (AHP). Nach der Vergiftung verschwindet davon eine Komponente. Auch die AHP nach dem
Aktionspotentialzug ist vor der Vergiftung mit MgTX deutlich stirker als danach. Das Hyperpolarisations-

potential dndert sich nicht durch die Blockierung.

Bei einzelnen Aktionspotentialen steigt die Amplitude nach der Blockierung etwa um 20mV an. Durch die
hohere Amplitude kann die Ausbreitung des APs deutlich weiter im Dendriten verfolgt werden. Vor der
Blockierung breitet sich das Aktionspotential im Dendriten wie die Hyperpolarisation aus. Die Amplitu-
denverhiltnisse sind im ganzen Dendriten konstant. Beide werden also gleich stark geddmpft. Nach der
Vergiftung nimmt die Spikeamplitude aber weniger stark ab als die der Hyperpolarisation. Das Verhéltnis
steigt somit an. Wird ein langer Stimulus angelegt, so bleibt die Frequenz der Aktionspotentiale vor und
nach der Blockierung im Gegensatz zu Abbott et al. [85] konstant. Die Frequenz nach der Vergiftung ist

nur noch halb so grof3 wie zuvor.

Werden zwei Aktionspotentiale mit 710ms Abstand ausgeldst, breitet sich das erste wie oben beschrieben
aus, wird also geddmpft wie eine passive Ausbreitung. Das zweite aber wird viel stirker gedampft, obwohl
die Amplitude am Soma konstant bleibt. Nach der Blockierung besteht zwischen den beiden Aktionspoten-
tialen kein so grofler Unterschied mehr. Auch bei einem Zug von Aktionspotentialen ist dieses Verhalten
zu erkennen: Vor der Blockierung wird ein spéteres Aktionspotential stark gedampft, danach gibt es keine
Aktivitdtsabhidngigkeit mehr. Dieses Verhalten entspricht einem Kurzzeitgeddchtnis des Dendritenbaums,
weil er sozusagen seine *Vorgeschichte’ kennt. Durch den Kanal Kv1.3 wird die Ausbreitung im Dendriten
aktivititsabhingig, dhnlich der durch die langsame Erholung aus der Inaktivierung der Na™ Kanéle. Hier
reicht dafiir sogar ein einzelnes Aktionspotential aus. Molekulare Riickschliisse auf das Kanalverhalten
sind aufgrund der inhomogenen Kanalverteilung und der geringen MeBBdatenmenge nur bedingt mdglich.
Nach dem Kanalmodell von [52]

4 3 2 k
Co=Cl=C=Cy= O  “20s
B 28 38 48 ksa
kae |1 kea
Ig
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Diskussion

wird der inaktivierte Zustand Ig bei den vorliegenden Messungen nur vernachlassigbar besetzt. Eine mog-
liche Deutung ist, dafl der Kanal bei der ersten Depolarisierung durch ein Aktionspotential gedffnet wird
(Zustand Os) und nach der Repolarisation erst langsam aus dem geschlossenen Zustand C4 in die deak-
tivierten Zustidnde Cs bis Cp relaxiert. Bei einer erneuten Depolarisation befinden sich somit noch viele
Kanéle im Zustand C4, der sehr schnell in den Zustand O5 wechseln kann und somit der Depolarisation
entgegenwirkt bzw. das Aktionspotential dimpft. Da} diese Ddmpfung hauptsichlich im Dendriten wirkt,
spricht fiir eine inhomogene Verteilung oder eine inhomogene Modulierung des Kv1.3 Kanals im Soma und

Dendriten. Erst weitere Experimente konnen mehr Klarheit in dieses sehr interessante Verhalten bringen.
Kanal Kv1.4

Die transformierten Hippocampusneurone exprimieren Kv1.4 bei gleicher DNA-Zugabe und Transfektions-
zeit schwicher als Kv1.3. Der Kanal wird im Soma eingebaut und in die Dendriten transportiert. Intrinsisch
wird Kv1.4 im Soma nur in kultivierten Zellen und nicht im Gehirnschnitt gefunden. Es gibt noch keinen
spezifischen Blocker fiir Kv1.4. Deshalb muf3 auf den A-Typ Kanalblocker 4-Aminopyridin (4-AP) zu-
riickgegriffen werden. Von 4-AP werden alle A-Typ K™ Kanile blockiert, nicht nur Kv1.4. Eindeutige
Zuschreibungen auftretender Effekte sind deshalb schwierig.

Die Reizschwelle fir Aktionspotentiale wird durch Kv1.4 nicht verdndert. Nach der Zugabe von 4-AP
kommt es aber zu starken Schulterbildungen der Spikes. Die Zellen haben teilweise Schwierigkeiten, ihr
Ruhepotential wieder zu erreichen. Die zuvor starke Hyperpolarisation wird komplett unterbunden. Die
Aktionspotentialamplituden am Soma und im Dendriten vor und nach der Vergiftung der A-Typ K+ Kanile
andern sich dagegen nicht. Die Aktionspotentiale konnen, im Gegensatz zu den Zellen mit Kv1.3, deshalb
in beiden Fillen gleich weit in den Dendriten verfolgt werden. Kv1.4 tragt somit hauptséchlich zur Repola-

risation und zur Hyperpolarisation der Zellen bei, aber nichts zur Modulation der Spikemaximalamplitude.
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Zusammenfassung

Kapitel 7

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Aktionspotentiale in Dendriten kultivierter Hippocampus-Neurone mit

spannungssensitiven Farbstoffen untersucht.

Dazu wurde ein MeBstand aufgebaut, mit dessen Kamera eine 400um x 300m grof3e Fliche aufgenommen
werden kann. Die rdumliche und zeitliche Auflésung betrigt dabei 4,4m x 5pm und 0,75ms. Es kommen
die Farbstoffe BNBIQ und erstmals auch ANNINE-5 zum Einsatz. Beide sind fiir Messungen an Einzel-
zellen optimiert. Die Anfiarbung der Zellen wird mit der neu entwickelten HCl-Methode stark vereinfacht
und verbessert. Durch das gute Signal/Rausch-Verhiltnis der Daten ist es nicht ntig mehrere Messun-
gen zu mitteln, wie bei vielen bisherigen Arbeiten. Aktionspotentiale konnen auch in den empfindlichen
und feinen Dendriten einzelner hippocampaler Neurone sowie kleiner Netzwerke in einem einzigen Lauf
gemessen werden. Alle auflosbaren Strukturen konnen gleichzeitig untersucht werden und nicht wie bei
Patch-Clamp Messungen an nur wenigen Stellen. Auflerdem ist es jetzt auch moglich, Aktionspotentiale in
Dendriten von Neuronen trotz hoher Hintergrundfluoreszenz zu detektieren, wie z.B. auf Gliarasen oder bei

hoher Zelldichte. Dies ist ein erster Schritt zu Messungen im Gehirnschnitt mit Einzelzellauflosung.
Mit diesem Aufbau wird hier zwei Fragestellungen nachgegangen:

Wie pflanzen sich Aktionspotentialgruppen in Dendriten kultivierter Hippocampusneurone fort?
Aktionspotentiale bewahren im Rahmen der Meligenauigkeit ihre Form auch im Dendriten. Vergleicht
man jedoch zwei Aktionspotentiale einer Gruppe, so ist das spitere verbreitert und bildet eine Schulter.
In den meisten Fillen kann keine aktivititsabhingige Ddmpfung der Aktionspotentiale wie im Gehirn-
schnitt gefunden werden: Das Verhiltnis zweier Aktionspotentialamplituden eines Aktionspotentialzugs ist
im ganzen Dendriten konstant. Nur in wenigen Messungen wird eine stirkere Ddmpfung eines spéteren

Aktionspotentials gefunden, die etwa halb so stark wie in vergleichbaren Messungen im Gehirnschnitt ist.

Kann die Fortpflanzung der Aktionspotentiale in Dendriten mittels Gentechnik verindert werden?
Die Hippocampusneurone werden dazu mit zwei spannungsabhingigen Kaliumkanale transfiziert und erst-
mals deren Auswirkung auf die Aktionspotentiale im Dendriten untersucht. Wahrend der Kanal Kvl1.4 die

Re- und Hyperpolarisation des Aktionspotentials beeinflufit, steuert Kv1.3 die Aktionspotentialamplitude in
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zweifacher weise: Er ddmpft die Amplitude der Spikes im Dendriten und erzeugt zusétzlich eine aktivitts-
abhingige Dampfung spéterer Aktionspotentiale sowohl bei Aktionspotentialgruppen als auch bei Spikes

die 700ms auseinanderliegen. Es kann somit ein Kurzzeitgeddchtnis des Dendritenbaums erzeugt werden.

Hiermit ist der Grundstein gelegt fiir weitere Untersuchungen der Signalverarbeitung in Dendriten und das

gezielte Design dendritischer Eigenschaften fiir neuronale Netze mit spannungsabhingigen lonenkanilen.
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Materialien fiir die Zellkultur

Anhang A

Materialien fiir die Zellkultur

Zellkulturschalen zum Preplattieren: NUNC (Nunclon TM Surface)
Sterile Einmalpipetten: Greiner
Glaschen: 30mm Assistent

Silikonkammern: MCB-Kammern (Innendurchmesser 12mm) Flexiperm, IN VITRO, Osterode

NaCl Sigma S-5886 135mM  7,9¢/1
KCl1 Sigma P-5405 54mM  0,4g/1

NaoHPO,  Sigma S-5136  0,25mM  35mg/l
KH5POy4 Merck 1.04873 0,25mM  32mg/l
Glucose Sigma G-7021 5,6mM  1,0g/1
Saccharose Merck 7654 60mM 20g/1

DISG wird mit NaOH auf pH 7,0 bis pH 7,2 (schwach gepuffert) eingestellt.

Versene

NaCl  Sigma S-5886  155mM 9¢g/1
EGTA SigmaE-4378 0,53mM 0,20g/1

pH wird mit NaOH auf 7,2 eingestellt.

Papain

0,5mg/ml (Sigma P-4762) in PBS 25mM mit 3% BSA

Dispergierlosung

MEM Biochrom T038-01 9,67g/1

Hepes Sigma H-9136 15,75mM  3,75g/1

Glucose Sigma G-7021 33,30mM  6,00g/1

FBS Gibco 10106 100ml/1
Der pH wird vor der Zugabe von FBS auf 7,2 eingestellt; dann wird sterilfiltriert und die 10% FBS zugege-
ben.

DMEM mit Glutamax  Gibco 61965-026

FBS Gibco 10106-078  10%

Penicillin/Streptomycin ~ Gibco 15140-114 1%

97



L-15 Medium

L-15 (Leibovitz 15) mit Glutamax Gibco 31415-029
FBS Gibco 10106-078

Neurobasal

Neurobasal Medium Gibco 21103-049
B27 Supplement Gibco 17504-036 2%
Glutamax I Gibco 35050-038 1%
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Materialien fiir die Transfektion von Neuronen

Anhang B

Materialien fiir die Transfektion von

Neuronen
2x HeBs-Puffer
NaCl Sigma S-5886  274mM 16g/1
KClI Sigma P-5405 10mM  750mg/1

NaHPO, Sigma S-5136 1,4mM 200mg/l
Glucose Sigma G-7021  15mM 2,7g/1
HEPES Sigma H-9136  42mM 10g/1

Der Puffer wird mit NaOH auf pH 7,05 eingestellt.
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Anhang C

Materialien fiir die elektrophysiologischen
Messungen

Extrazellulare Losung

NaCl Sigma S-5886  135mM  7.9g/l
KCl1 Sigma P-5405  54mM  0,4g/l
CaCl; Merck 2388 1,8SmM  0,34g/1
MgCla*6H20  Sigma M-2393 ImM  0,2g/1
Glucose Sigma G-7021 10mM  1,8g/l
Hepes Sigma H-9136 SmM  1,2g/l

Mit KOH wird pH7,4 eingestellt.

Intrazellulare Losung

Standard-Patch-Pipettenlosung

KClI Sigma P-5405 140mM 10,4g/1
MgCly*6HoO  Sigma M-2393 2mM  0,4g/1
EGTA Sigma E-4378 ImM  0,38g/1
Hepes Sigma H-9136 SmM  1,2g/1

Mit KOH wird pH7,3 eingestellt.

Patch-Pipettenlosung nach Spruston et al. [38]

Kalium-Gluconat Sigma G-4500 115mM  26,9¢/1
KCl Sigma P-5405 20mM  1,49¢/1
EGTA Sigma E-4378  10mM 3,8¢g/1
Hepes Sigma H-9136  10mM  2,38g/1
Natrium-Phosphocreatin -~ Sigma P-7936 10mM  2,55¢/1
MgATP Sigma A-9187 4mM  2,03g/l
NaGTP Sigma G-8877 0,3mM 157mg/l

pH 7,3 mit KOH.

Natrium-Phosphocreatin, MgATP und NaGTP sind in wéBriger Losung nicht lange haltbar. Deshalb wer-
den sie trocken eingewogen, 100-fach konzentriert mit eiskalter Stammldsung (Pipettenldsung ohne diese
Zusitze) angesetzt, tagesrationsweise abgefiillt und moglichst schnell eingefroren. Die Pipettenlosung wird

taglich aus Stammldsung und dem Konzentrat frisch angesetzt und immer auf Eis aufbewahrt.

100



Lampenspektrum und Transmissionen der verwendeten Filter

Anhang D

Lampenspektrum und Transmissionen
der verwendeten Filter
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Abbildung 7.1: Spektrum der XBO-Lampe (Datenblatt Mikroskopleuchte mit XBO 75, Zeiss, Jena)
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Abbildung 7.2: Filtersatz fiir BNBIQ: Anregungsbandpall BP470/40 (blau), Farbteiler FT560 und Langpal3
LP550 (FT und LP zusammen gemessen ergibt LP565, griin).
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Abbildung 7.3: Filtersatz fiir ANNINE V: Anregungsbandpall BP450/50 (blau), Farbteiler FT515 und Lang-
pall LP515 (FT und LP zusammen gemessen ergibt LP515, griin).
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MeBprotokolle

Anhang E

Melprotokolle

Protokoll 1: Messungen von zwei einzelnen Aktions-
potentialen zwischen denen ein 800ms Train ausgelost
wird

Elektrophysiologisches MeBprotokoll im Current-Clamp-Mode:

e 40ms Ruhepotential oder leichtes Klemmen der Zelle auf ein Potential zwischen -60mV bis -70mV, um

Spontanaktivitéit zu unterdriicken und einen Train sicherer auszulosen
e 8ms Strominjektion zum Ausldsen eines Aktionspotentials
e 35ms Ruhepotential oder leichtes Klemmen der Zelle
e 3ms negativer Strompuls fithrt zur Hyperpolarisation der Zelle
e 3ms positiver Strompuls fiihrt zur Repolarisation der Zelle zum Ruhepotential
e 21ms Ruhepotential oder leichtes Klemmen der Zelle
e 780ms Strominjektion zur Auslosung eines Trains
e 40ms Ruhepotential oder leichtes Klemmen der Zelle
e 8ms Strominjektion zur Auslosung eines Aktionspotentials
e 35ms Ruhepotential oder leichtes Klemmen der Zelle
e 3ms negativer Strompuls fithrt zur Hyperpolarisation der Zelle
e 3ms positiver Strompuls fiihrt zur Repolarisation der Zelle zum Ruhepotential

e 21ms Ruhepotential oder leichtes Klemmen der Zelle

Protokoll 2: Messungen zweier Aktionspotentiale zwi-
schen denen Aktionspotentiale einzeln ausgelost wer-
den

Elektrophysiologisches MeBprotokoll in Current-Clamp-Mode:

e 29ms Ruhepotetial bei -45mV
e Ims Strompuls um ein Aktionspotential auszuldsen
e 33ms Ruhepotential

e 2ms hyperpolarisierender Puls
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e 2ms repolarisierender Puls

e 82ms Ruhepotential

e Ims Strompuls um ein Aktionspotential auszuldsen

e 49ms Ruhepotential, 1ms Strompuls um ein Aktionspotential auszuldsen, 12 mal wiederholt
e 33ms Ruhepotential

e 2ms hyperpolarisierender Puls

e 2ms repolarisierender Puls

e 213ms Ruhepotential

Protokoll 3: Messungen von zwei Aktionspotentialen
eines Trains

Elektrophysiologisches MeBprotokoll im Current-Clamp-Mode:

e 40ms Ruhepotential oder leichte Strominjektion zur Vermeidung von Spontanaktivitét
e 820ms Strominjektion zur Auldsung eines Trains

e 140ms Ruhepotential oder leichte Strominjektion

Protokoll 4: Messung eines ganzen Trains

Das elektrophysiologische MeBprotokoll entspricht dem von Protokoll 3, nur wird die Traindauer auf 340ms

bzw 430ms reduziert. Die optischen GesamtmeBzeiten (Shutter offen) waren 400ms bzw. 500ms.

Protokoll 5: Hyperpolarisation und Aktionspotential

Elektrophysioloisches Mefiprotokoll im Current-Clamp-Mode:

e 35ms Ruhepotential

2ms hyperpolarisierender Puls

e 2ms repolarisierender Puls

e 710ms Ruhepotential

e 50ms Strominjektion um ein Aktionspotential auszuldsen

e 211ms Ruhepotential
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Synaptophysin Immunofluoreszenz-Anfirbung

Anhang F

Synaptophysin
Immunofluoreszenz-Anfarbung

Medium von den Zellen absaugen

1x kurz mit PBS waschen und wieder absaugen

Ethanol (-20°C) zu den Zellen zugeben und 10 min im Gefrierschrank (-20°C) fixieren
Ethanol abgieBen und Schilchen mit fixierten Zellen trocknen lassen

zur Permeabilisierung der Zellmembranen 10min in PBS+3% TritonX100 (6683, Roth, Karlsruhe) in-
kubieren

2x mit PBS waschen

Unspezifische Bindungen des Antikorpers werden durch 30min Blockierung mit PBS+3%BSA (Bovin

Serum Albumin, A-9771, Sigma) bei Raumtemperatur verringert
Absaugen, einmal mit PBS waschen, absaugen und trocknen lassen

Monoclonalen Anti-Synaptophysin (mouse IgG, S-5768, Sigma) entsprechend der Titerangabe (working
dilution) 1:200 mit PBS (250ul pro Schélchen) verdiinnt auf die Zellen geben

Schélchen wird abgedichtet (feuchte Kammer) und tiber Nacht im Kiihlschrank inkubiert
1x mit PBS spiilen

3x je 10min mit PBS auf Wippe waschen

1x mit Wasser abspiilen und trocknen lassen

2. Antikorper Anti-IgG mouse, der mit FITC markiert ist, (F-5897, Sigma) 1:125 mit PBS (250ul
proSchélchen) verdiinnt zugeben und 30 min im Brutschrank inkubieren (ab diesem Schritt sollten die

Schilchen moglichst vor Licht geschiitzt werden)
1x mit PBS spiilen
3x je 10min mit PBS auf Wippe waschen

1x kurz mit Wasser waschen und trocknen lassen
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