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Einleitung

1. Einleitung

Obwohl die transiente Natur bestimmter Organe und Gewebe, wie die der Kiemenanlagen
oder des ductus arteriosus, wahrend der Entwicklung von Sdugetieren seit langer Zeit
bekannt waren, blieb die Bedeutung des Programmierten oder Physiologischen Zelltodes
(PCD) noch bis in die Anfiange des 20. Jahrhunderts weitgehend unbeachtet (Clarke und
Clarke, 1996). 1842 vertrat Carl Vogt als erster die Auffassung, dass das Verschwinden
des Notochords wéhrend der Entstehung der Wirbelsdule bei der Geburtshelferkrote auf
der Zerstorung der Zellen und nicht auf deren Transformation in Knorpelzellen beruht
(Vogt, 1842). Weder er noch seine Kollegen erkannten die Tragweite dieser Entdeckung
und so konnte die systematische Erforschung des PCD nicht vor der Jahrhundertwende
begonnen werden.

Collin konnte als erster zeigen, dass wihrend der natiirlichen Entwicklung des
Hiihnerembryos zwischen den Embryonaltagen 5 und 11 (E5-E11) Motorneurone und
Neurone des Riickenmarks absterben (Collin, 1906;1907). Die erste Quantifizierung dieses
Phidnomens erfolgte jedoch erst 1975 durch Hamburger (Hamburger, 1975). Einen
weiteren Durchbruch in der Erforschung des PCD erzielte Kerr 1972 mit der detaillierten
Beschreibung absterbender Zellen. Er war auch der Erste, der den Begriff Apoptose in
Abgrenzung zum pathologischen Absterben von Zellen, der Nekrose, einfiihrte (Kerr et al.,
1972). Seit dieser Zeit wurden zahlreiche Aspekte des neuronalen Zelltodes und dessen
Rolle in der normalen Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZNS) aufgeklart (de la

Rosa und de Pablo, 2000; Buss und Oppenheim, 2004).

1.1 Arten des Programmierten Zelltodes

Definitionsgemd3 ist der PCD eine ,Serie stereotypischer biochemischer und
morphologischer Verdnderungen, die zum Tod einer Zelle fiihrt* (Krantic et al., 2005). Als
»aktiver Prozess ist er prinzipiell von der Nekrose, dem ,,passiven Absterben von Zellen
zu unterscheiden (Kerr et al., 1972). Der PCD ist z.B. durch die rasche Entfernung der
sterbenden Zellen durch Phagozyten, im Gehirn durch Mikroglia, gekennzeichnet, wihrend
die Nekrose zu Entziindungen fiihrt (Bonfoco et al., 1995; Savill und Fadok, 2000; Li et al.,
2003).

Es gibt verschiedene Madoglichkeiten, PCD zu klassifizieren. Wihrend in der
Entwicklungsbiologie zwischen phylogenetischem (evolutiondr bedingte Eliminierung),
morphogenetischem (Zelltod wihrend der morphologischen Entwicklung von Geweben
und Organen) und histogenetischem (Zelltod wéhrend der Remodellierung von Geweben)

1
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Zelltod unterschieden wird (Oppenheim, 1991; Kuan et al., 2000b), spricht man mit Bezug
auf das Nervensystem von physiologischem Zelltod (andere Namen: probalistischer,
epigenetischer, entwicklungsbedingter oder natiirlich vorkommender Zelltod) (Oppenheim,
1991).

Eine Unterscheidung der verschiedenen Arten des PCD ist aber auch aufgrund
morphologischer und biochemischer Merkmale moglich. Die genaueste basiert auf
Unterschieden der Kernmorphologie. Danach unterscheidet man zwischen klassischer
Apoptose (,,sichelformige” Kondensierung des Chromatins), apoptosedhnlichem Zelltod
(periphere oder partielle Kondensierung des Chromatins) und nekrosedhnlichem Zelltod
(keine Kondensierung des Chromatins) (Leist und Jaattela, 2001; Jaattela und Tschopp,
2003; Lockshin und Zakeri, 2004). Dabei sind die Mitochondrien maBgeblich an der
Ausfiihrung der Apoptose und des apoptosedhnlichen Zelltodes beteiligt, wahrend der
nekrosedhnliche Zelltod von anderen Organellen (z.B. ER, Lysosomen oder Nukleus)
ausgeht (Krantic et al., 2005; Krantic et al., 2007). Nur die Apoptose beruht auf der
Aktivierung von Caspasen, Aspartat spezifischen Cysteinproteasen. Demgegegeniiber
werden Cathepsine, lysosomale proteolytische Enzyme, und Calpaine, kalziumabhéngige
Proteasen, bei apoptosedhnlichem und nekrosedhnlichem Zelltod aktiviert (Leist und
Jaattela, 2001; Jaattela und Tschopp, 2003; Lockshin und Zakeri, 2004).

Es konnte an verschiedenen Modellen gezeigt werden, dass der Caspase unabhingige
apoptosedhnliche und nekrosedhnliche Zelltod in akuten Gehirnverletzungen und
neurodegenerativen Erkrankungen eine zentrale Rolle spielt (Stadelmann et al,
1999;Arundine und Tymianski, 2003; Klein und Ackerman, 2003; Movsesyan et al., 2004).
Demgegeniiber ist die klassische Apoptose der in der Neurogenese vorherrschende Zelltod
(Spreafico et al., 1995; Kuida et al., 1996; Hakem et al., 1998; Kuan et al., 2000a; Buss
und Oppenheim, 2004). Es wird jedoch vermutet, dass meist mehrere Signalwege des PCD
gleichzeitig aktiviert werden und die Morphologie durch den unter den gegebenen

Umsténden schnellsten Weg bestimmt wird (Yuan et al., 2003; Krantic et al., 2005).

1.2 Morphologie der Apoptose

Die klassische Apoptose induziert in Zellen eine Serie stereotypischer morphologischer
und biochemischer Verdnderungen (Kerr et al., 1972; Krantic et al.,, 2005). Diese
Veridnderungen werden genutzt, um apoptotisch sterbende Zellen zu identifizieren. Ein
frither Vorgang in apoptotischen Zellen ist die Umlagerung von Phosphatidylserin, eines

Membranbestandteils, von der Innenseite der Membran auf die AuBenseite. Dort dient er
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als ,,eat me*-Signal fiir phagozytierende Zellen (Li et al., 2003). Weitere morphologische
Verdnderungen, wie das Schrumpfen der Zelle und der Zellorganelle, die Entstehung von
Ausstiilpungen in der Membran, das so genannte blebbing und das Abschniiren
apoptotischer Korperchen konnen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie nachgewiesen
werden (Kerr et al., 1972; Dikranian et al., 2001).

Besonders die nukledren Verdnderungen, die Kondensierung des Chromatins und die
internukleosomale Fragmentierung der DNS durch Caspase aktivierte DNase, sind
wichtige Charakteristika der spdten Phase der Apoptose (Wyllie, 1980; Nagata et al., 2003).
Letztlich werden die apoptotischen Korperchen durch phagozytierende Zellen
aufgenommen und abgebaut (Bonfoco et al., 1995; Savill und Fadok, 2000; Li et al., 2003).
Die morphologischen Verdnderungen wihrend der Apoptose werden durch die
Aktivierung von Effektorcaspasen, darunter besonders Caspase-3 vermittelt. Die
Aktivierung dieser Aspartat-spezifischen Cystein-Proteasen stellt damit ein zentrales
Ereignis wihrend des Prozesses der Apoptose dar.

Zahlreiche Nachweismethoden nutzen die typischen morphologischen Verdnderungen
wihrend der Apoptose, um diese Art des PCD zu identifizieren. Die Externalisierung von
Phosphatidylserin kann durch die Annexin V-Firbung nachgewiesen werden, die
hauptsichlich bei fluorescence activated cell sorting (FACS)-Analysen eingesetzt wird
(Schutte et al., 1998; Li et al.,, 2003). DNS-Fragmentierung und -Kondensierung sind
Angriffspunkte fiir zahlreiche Nachweismoglichkeiten, wie histologische Fiarbungen mit
Propidiumjodid, 4°, 6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Hotz et al., 1994), Hoechst33258
(Matsuo et al., 2001), terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine nick end
labelling (TUNEL) (Gavrieli et al., 1992) und in situ nick end labelling (ISNEL) (Blaschke
et al.,, 1996). Gelelektrophorese zum Nachweis von charakteristischen DNS-Fragmenten
mit einer GroBle von 180-200 bp (Schwartzman und Cidlowski, 1991; Hengartner, 2000)
und Elektronenmikroskopie (Dikranian et al., 2001) kénnen ebenfalls zum Nachweis der

nukledren Verdnderungen genutzt werden.

1.3 Signalwege der Apoptose

Die Aktivierung von Caspasen, den Schliisselenzymen der apoptotischen Signalwege, kann
auf verschiedene Arten erfolgen (Abb. 1). Beim Rezeptor vermittelten (extrinsischen) Weg
binden Liganden wie Tumornekrosefaktor o (TNFa), der Fas Ligand (FasL) und der TNF
related apoptosis inducing ligand (TRAIL) an Rezeptoren der TNF-Familie, z. B. TNF-R1,
die death receptors (DR) 3, 4 und 5, TRAIL-R und Fas (CD95, Apo-1) (Hengartner, 2000;



Einleitung

Danial und Korsmeyer, 2004). Diese Bindung induziert die Trimerisierung der Rezeptoren
und die Bindung zytosolischer Adapterproteine wie Fas associated death domain (FADD)
und TNF-R associated death domain (TRADD) iiber homophile Interaktionen der
Todesdomidnen (DD). Die Adapterproteine besitzen neben der C-terminalen DD eine N-
terminale death effector domain (DED) die die Bindung an die DED von Initiatorcaspasen-
8 (FADD) und -10 (TRADD bzw. DR 3, 4 und 5) vermittelt (Earnshaw et al., 1999). Die
dadurch induzierte Dimerisierung der Initiatorcaspasen fiihrt zu deren Aktivierung
(Fuentes-Prior und Salvesen, 2004; Green, 2005).

Umweltfaktoren, Anderungen des Redoxgleichgewichts, die Bindung von Toxinen an
Makromolekiile, Lipidoxidation und DNS-Schiden kénnen die Signalwege der Apoptose
iiber den intrinsischen Weg aktivieren (Nicholls und Budd, 2000; Green, 2005). Uber G-
Protein gekoppelte Rezeptoren und die Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) erfolgt
die Signaltransduktion von Stressfaktoren zur Mitochondrienmembran, deren Permeabilitét
iiber das Uberleben der Zelle entscheidet (Arnoult et al., 2003; Cregan et al., 2004; Green,
2005). Kommt es zur Erhéhung der Permeabilitit, werden proapoptotische Proteine aus
dem Intermembranraum der Mitochondrien freigesetzt, darunter Cytochrom C (CytC),
second mitochondrial activator of caspasel/ direct IAP binding protein of low pl
(Smac/DIABLO) und high temperature requirement protein A2/ OMI stress-regulated
endoprotease (HtrA2/OMI) (Liu et al., 1996; Susin et al., 1999; Samali et al., 1999). Der
apoptosis protein-activating factor 1 (Apaf-1) bindet das freigesetzte CytC und interagiert
mit Procaspase-9 iiber die caspase recruitment domain (CARD) in Gegenwart von
(Desoxy)Adenosintriphosphat ((d)ATP) (Earnshaw et al., 1999). Die Zusammenlagerung
dieses als Apoptosom bezeichneten Komplexes fiihrt zu einer Konformationsanderung der
Procaspase-9, wodurch diese aktiviert wird (Brauer, 2003).

Beide Wege konvergieren in der durch die Initiatorcaspasen-8, -9 und -10 katalysierten
Proteolyse und Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7. Diese spalten zahlreiche
,» Todessubstrate*, darunter regulatorische Enzyme, Zytoskelettproteine,
Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusproteine und DNase-Inhibitoren, wie den Inhibitor der
Caspase aktivierten DNase (ICAD), was die Morphologie apoptotischer Zellen bedingt
(Abb. 1).



Einleitung

extrinsischer Weg Stress-
o— — - faktoren
TRAIL  TWEAK  TNFa FasL CD95L

TRA”‘R QTRAMP TNFR Fas

ocm 2
Il Il CD95

' OPG
Procaipase 10 Procaspase -8

/NHu
=-B/-E o
l Caspase-10 T T Caspase-8 faktoren

CAD ICAD \ /
< > | 'L — ﬂ ‘
\ ® ‘Q’ /Caspase -3,-6,-7 Procaspase-3,-6,-7 CD BID
\ W I\ —
A
\\ : // =
Caspase-9 v
© ;
_ Apaf-1
e e h 7 :
_ v ok @ Mitochondridm
LMoo o
o <« ‘
Apoptose v e A g ©
Apoptosom Procaspase-9 Apaf-1 Smac/DIABLO HirA2/OMI
Zytoplasma pop i .

Abb. 1. Schematische Darstellung der Signalwege der Apoptose: Gezeigt sind die beiden Hauptwege der
Apoptose iiber Rezeptoren (extrinsisch) und Mitochondrien (intrinsisch) sowie deren Verkniipfungspunkt,
die Aktivierung der Caspase-3. Diese Effektorcaspase lost durch die Spaltung ihrer Substrate die

morphologischen Verdnderungen, die die Apoptose kennzeichnen, aus (modifiziert nach Krantic et al., 2007).

Die Mitglieder der Bcl-2 (B-cell lymphoma) Familie von pro- und antiapoptotischen
Proteinen  wirken wunter anderem regulierend auf die Permeabilitit der
Mitochondrienmembran und entscheiden somit iiber Tod oder Uberleben im Zuge des
intrinsischen Weges der Apoptose (Strasser et al., 2000; Arnoult et al., 2002; Arnoult et al.,
2003; Cregan et al., 2004). Zu den Faktoren, die die Aktivitit der Bcl-2 Proteine
modulieren, gehoren unter anderem die durch den p75-Neurotrophinrezeptor aktivierten c-
Jun N-terminalen Kinasen (JNK). Diese induzieren die Expression von proapoptotischen
Bcl-2 Proteinen, wie Bcl-2-interacting mediator of cell death (BIM), Harakiri (HRK) und
pS53-upregulated modulator of apoptosis (PUMA), erhéhen durch Phosphorylierung die
Aktivitdt der proapoptotischen Bcl-2 Proteine BIM und BH3 interacting domain death
agonist (BID) und inhibieren durch Phosphorylierung die antiapoptotisch wirkenden
Proteine, Bcl-2 und Bel-Xp (Whitfield et al., 2001; Benn und Woolf, 2004). Dies filihrt in
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Konsequenz zu einer Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und damit zum
Zelltod tber den intrinsischen Weg der Apoptose. Im Gegensatz dazu bendtigt der
Rezeptor vermittelte Weg der Apoptose keine de novo RNS- bzw. Proteinsynthese, keine
mitochondriale Involvierung und verlduft innerhalb kurzer Zeit (Kruidering und Evan,

2000).

1.4 Aktivititsabhiingigkeit des neuronalen Uberlebens

Seit langer Zeit ist bekannt, dass elektrische Aktivitit von Neuronen, synaptische
Ubertragung von afferenten Eingéingen und der Kontakt mit Zielstrukturen eine groBe
Rolle bei der Regulation des neuronalen Zelltodes spielen (Pittman und Oppenheim, 1979;
Korsching, 1993; Voyvodic, 1996; Henderson, 1996; Oppenheim, 1996; Raff et al., 1998;
Nicotera et al., 1999). Blockade der spontanen elektrischen Aktivitét, z. B. durch knock out
von  spannungsabhingigen  Natriumionenkandlen (VDSC) oder durch die
pharmakologische Behandlung mit Tetrodotoxin (TTX), induziert Zelltod in verschiedenen
neuronalen Populationen (Thompson und Holt, 1989; Planells-Cases et al., 2000; Fishbein
und Segal, 2006). Auch spannungsabhingige Kalziumionenkanile (VDCC) und ionotrope
Glutamatrezeptoren (iGluR) scheinen eine wichtige Rolle bei dem aktivititsabhingigen
Uberleben von Neuronen zu spielen (Ikonomidou et al., 1999; Hwang et al., 1999;
Mennerick und Zorumski, 2000; Ikonomidou et al., 2001; Hardingham et al., 2002; Szabo
et al., 2004).

Dabei steht gemil der Neurotrophinhypothese vor allem die Versorgung der Neurone mit
trophischen Faktoren im Vordergrund (Levi-Montalcicni und Hamburger, 1953;
Oppenheim, 1991; Oppenheim, 1996; Frade und Barde, 1999; Depaepe et al., 2005; Putz et
al., 2005), was besonders fiir sympathische Neurone in zahlreichen Studien gezeigt werden
konnte (Cohen, 1960; Sadoul et al., 1996; Deshmukh und Johnson, Jr., 1997; Crowder und
Freeman, 1998). Die Versorgung mit Neurotrophinen héngt besonders in der postnatalen
Entwicklung maBgeblich von der Integration der Neurone in das sich entwickelnde
Netzwerk ab; d.h. nur solche Neurone {iberleben, die die richtigen Zielstrukturen
innervieren (Oppenheim, 1991; Davies, 2003) und geniigend afferente Verbindungen
besitzen (Sendtner et al., 2000), so dass sie sowohl retrograd als auch anterograd mit

trophischen Faktoren versorgt werden (Abb. 2).
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Abb. 2. Quellen der Neurotrophinausschiittung: Dargestellt sind mogliche Quellen der Versorgung mit
Neurotrophinen. Ein Neuron, das in ein funktionelles Netzwerk integriert ist, erhélt neurotrophe Signale von
afferenten und efferenten Neuronen sowie von Zellen aus der Umgebung. Auch autokrin kdnnen

Neurotrophine das Uberleben von Neuronen sichern (modifiziert nach Davies, 2003).

Eines dieser fiir kortikale Neurone wichtigen Neurotrophine ist brain derived neurotrophic
factor (BDNF). Die Ausschiittung dieses Neurotrophins erfolgt in Neuronen
aktivitdtsabhingig (Lessmann et al., 2003; Brigadski et al., 2005) und unter dem Einfluss
von Kalziumionen (Ghosh et al., 1994; Ikonomidou et al., 1999; Hansen et al., 2004).
Dabei ist eine wiederholte hochfrequente Stimulation der Neurone wesentlich effektiver
fiir die BDNF-Ausschiittung als eine permanente Depolarisation (Balkowiec und Katz,
2000; Hartmann et al., 2001; Balkowiec und Katz, 2002). Homodimeres BDNF bindet an
den Tropomyosin-related kinase B-Rezeptor (TrkB-Rezeptor) und bewirkt dadurch eine
Dimerisierung dieser Rezeptoren. Die Dimerisierung der Rezeptoren fiihrt zu einer
Autophosphorylierung durch die endogene Tyrosinkinaseaktivitit, die im Weiteren u. a.
den Rattensarkom/MAPK (Ras/MAPK)- und den Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-
Kinase (PI3K/Akt)-Signalweg aktiviert (Kaplan und Miller, 2000; Huang und Reichardt,
2001).

Beide Signalwege sichern das Uberleben von Neuronen in mehrerer Hinsicht. Trk-
Rezeptor Aktivierung inhibiert die JNK-vermittelte Apoptose nach Aktivierung des p75-
Rezeptors (Yoon et al., 1998). Sowohl MAPK als auch Akt konnen das proapoptotische
Bcl-2 Protein, Bcl-2/Bcl-x-associated death promoter (BAD) phosphorylieren (Abb. 3)

und arbeiten synergistisch an dessen Inaktivierung durch die Bindung von Phospho-BAD
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an 14-3-3 (Bonni et al.,, 1999). Akt-vermittelte Phosphorylierung fiihrt auBBerdem zu
Inaktivierung von inhibitor of NFxB (IkB) und damit Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nukledrer Faktor kB (NFkB), welcher die Synthese von
tiberlebensfordernden Proteinen induziert (Abb. 3) (Middleton et al., 2000). Der
proapoptotische forkhead Transkriptionsfaktor, forkhead transcription factor like 1
(FKHRLT1), unterliegt ebenfalls der Inhibierung durch Akt (Patapoutian und Reichardt,
2001). Weiterhin fiihrt die Signaltransduktion iiber die MAPK zu einer Aktivierung von
cAMP response element-binding protein (CREB) (Bonni et al., 1999; Patapoutian und
Reichardt, 2001). CREB wiederum fordert u.a. die Transkription von antiapoptotischem
Bcl-2, Inhibitor der Apoptose Protein (IAP) und BDNF (Abb. 3) (Lonze und Ginty, 2002).
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Abb. 3. Signalwege der Neurotrophinwirkung: Neurotrophine aktivieren verschiedene Signalwege. Bindet
dimeres BDNF an den TrkB-Rezeptor induziert es dessen Dimerisierung und Autophosphorylierung.
Adapterproteine binden an den phosphorylierten Trk-Rezeptor und aktivieren den PI3K/Akt und MAPK-
Weg. Beide Signalwege fiihren zu einer Verdnderung der Genexpression, die unter anderem die vermehrte
Synthese antiapoptotischer Proteine bewirkt. Gleichzeitig hemmt die Akt-Kinase proapoptotische Bcl-2
Proteine wie BAD durch Phosphorylierung und folgende Komplexierung mit anderen Proteinen. Dies

inhibiert den mitochondrialen Weg der Apoptose (modifiziert nach Bloom et al., 2002).

Der Kalziumeinfluss iiber iGluRs und VDCCs aktiviert ebenso die nukledre Kalzium-
Calmodulin-abhédngige Kinase IV (CAMKIV), welche ebenfalls in der Lage ist, die CREB-
abhingige Proteinsynthese zu aktivieren und somit das neuronale Uberleben zu sichern

(Hardingham et al., 2001). Ein tiberméBiger Einstrom von Kalzium, der z. B. infolge von
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exzessiver Glutamatfreisetzung wiahrend akuter Verletzungen des Gehirns, wie dem
Schlaganfall, zu beobachten ist, fiihrt jedoch zum vermehrten Absterben von Neuronen
(Yu et al., 1999; Nicotera et al., 1999; Benchoua et al., 2001; Hardingham und Bading,
2003).

1.5 Bedeutung der Caspase-3 fiir die entwicklungsbedingte

neuronale Apoptose

Caspase-3 (andere Namen: CPP32, YAMA, Apopain) gehort zur Familie der Aspartat-
spezifischen Cystein-Proteasen. Sie sind charakterisiert durch eine sogenannte katalytische
Triade, bestehend aus Cystein, Histidin und Aspartat. Diese Aminosduren sind
grundlegend an der Hydrolyse der Peptidbindung an der C-terminalen Seite eines
Aspartatrestes beteiligt (Thornberry et al., 1997). Die Aktivierung der Caspase-3 ist ein
Schliisselereignis in der Ausfiihrung der klassischen Apoptose. Extrinsischer und
intrinsischer Weg der Apoptose konvergieren in der Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -
6 und -7. Diese fithren durch Proteolyse zahlreicher Substrate zu den typischen
morphologischen Verdnderungen, die eine apoptotische Zelle charakterisieren.

Die Bedeutung des Caspase-3 abhdngigen Zelltodes in der Entwicklung, besonders des
ZNS, konnte eindrucksvoll in knock out Studien gezeigt werden (Kuida et al., 1996;
Pompeiano et al., 2000). Heterozygote Mauseembryonen zeigen eine 10 %ige Abnahme,
homozygote Tiere eine 30 %ige Verminderung der Apoptose gegeniiber Embryonen mit
funktioneller Caspase-3 (Pompeiano et al., 2000). Dies, besonders bei verminderter
Apoptose in den proliferativen Schichten des Kortex, fithrt zu Fehlentwicklungen des
Gehirns. Wéhrend der normalen Entwicklung des Gehirns wird eine starke Expression der
Caspase-3 ab E12 beobachtet, einer Zeit, ab der auch viele apoptotischer Neurone im
zerebralen Kortex detektierbar sind (Blaschke et al., 1996; Pompeiano et al., 2000). In der
weiteren Entwicklung nimmt die Expression der Caspase-3 weiter zu, erreicht perinatal
einen HOohepunkt und nimmt im Erwachsenenalter auf ein sehr niedriges Niveau ab

(Mooney und Miller, 2000; Shimohama et al., 2001).
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1.6 Bedeutung des PCD wihrend der embryonalen und frithen

postnatalen neuronalen Entwicklung

In hoheren Vertebraten sterben wéhrend der embryonalen und frithen postnatalen
Entwicklung des ZNS Neurone und gliale Zellen ab. Dieser PCD wurde fiir verschiedene
Organismen (Cowan et al., 1984; Ferrer et al., 1990; Oppenheim, 1991; Spreafico et al.,
1995; Yaginuma et al., 1996; Blaschke et al., 1996) und in verschiedenen neuronalen
Geweben beschrieben (Blaschke et al., 1996; Haydar et al., 1999; Kuan et al., 2000b). In
der embryonalen Phase sterben neuronale Vorlduferzellen noch vor dem Entstehen eines
funktionellen Netzwerkes. Weitere Neurone degenerieren postnatal in einer zweiten Phase
vermehrten PCD widhrend der Synaptogenese (Buss und Oppenheim, 2004). Sowohl
aktivititsabhingige (Lipton, 1986; Thompson und Holt, 1989; McConnell et al., 1989;
Fishbein und Segal, 2006) als auch aktivitdtsunabhéngige Prozesse (Freeman et al., 1994;
Blaschke et al., 1996; Voyvodic, 1996; Thomaidou et al., 1997) spielen eine Rolle bei der
Entscheidung, ob ein Neuron stirbt.

Die Hauptfunktionen dieses PCD sind die Fehlerkorrektur (Hughes, 1965; Raff, 1992;
Clarke et al., 1998) und das Anpassen der Grof3e von Neuronen- und Gliapopulationen an
thre Zielregionen bzw. die Anzahl der zu myelinisierenden Axone (Barde, 1989;
Oppenheim, 1991; Barres et al., 1992; Burne et al., 1996; Raff et al., 1998; Winseck und
Oppenheim, 2006). Unnotige oder fehlerhafte Verkniipfungen werden beseitigt und nur die
bendtigte Zahl an Neuronen iiberlebt, um ein funktionelles Netzwerk mit der
Zielpopulation aufzubauen. Eine weitere wichtige Bedeutung des PCD wihrend der
neuronalen Entwicklung ist die Eliminierung von transienten Zellpopulationen. Diese
spielen wihrend der neuronalen Entwicklung eine wichtige, transiente Rolle, sind im
adulten ZNS jedoch nicht mehr vorhanden (Marin-Padilla, 1978; Chun und Shatz, 1989;
McConnell et al., 1989; Rakic und Zecevic, 2000).

1.7 Entwicklung des Neokortex

Bereits wiahrend des Gastrulastadiums entwickelt das Ektoderm an der dorsalen Mittellinie
neuronale Eigenschaften. Die Neuralplatte bildet sich unter dem Einfluss zahlreicher durch
mesodermale Zellen sekretierter Faktoren. Darauf folgend entsteht durch Faltung das
Neuralrohr, an dessen rostralem Ende 3, spiter 5, Vesikel gebildet werden. Aus diesen
gehen in der weiteren Entwicklung Telenzephalon, Dienzephalon, Mesenzephalon,

Metenzephalon und Myelenzephalon hervor (Kandel et al., 2000, Wolpert et al., 1999).
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Das Telenzephalon teilt sich weiterhin in einen rechten und einen linken Vesikel (Monuki
und Walsh, 2001). Der zerebrale Kortex, bestehend aus Neokortex, Paleokortex
(Piriformer Kortex) und Archikortex (Hippocampus), entwickelt sich aus dem dorsalen
Teil des Telenzephalons, wéahrend der ventrale Teil zu den Basalganglien ausdifferenziert
(Gotz und Sommer, 2005).

Wihrend der Entwicklung des sechsschichtigen Neokortex (Boulder Commitee, 1970;
Allendoerfer und Shatz, 1994) bilden Neuroepithelzellen aus der Ventrikelwand des
Neuralrohrs, der so genannten Ventrikularzone (VZ), eine proliferative Schicht, aus der
postmitotische Neurone hervorgehen (Abb. 4A). Diese entfernen sich durch Migration von
der VZ und bilden die Préplatte (PP) (Marin-Padilla, 1971; Parnavelas, 2002). Spater
generierte Neurone wandern in die PP und teilen diese in die unmittelbar unterhalb der Pia
gelegene Marginalzone (MZ) und die tiefer gelegene Subplatte (SP). Dazwischen entsteht
aus den migrierenden Neuronen die kortikale Platte (CP) (Allendoerfer und Shatz, 1994;
Parnavelas, 2002). Durch weitere Proliferation in der VZ und Subventrikularzone (SVZ)
(Kriegstein, 2005) und radiale Migration (Nadarajah et al., 2003; Bielas et al., 2004) der
neu generierten Pyramidenzellen, differenziert die CP in weitere Schichten (Abb. 4B, C).
Die zuerst entstandenen Neurone bilden die tiefe Schicht 6 und die zuletzt generierten
Neurone die an die MZ angrenzenden Schichten 2/3 (Luskin und Shatz, 1985; Kriegstein
und Noctor, 2004).

Interneurone, die im medialen und lateralen Ganglienhiigel entstehen, wandern durch
tangentiale Migration in die CP ein (Abb. 4C) (Anderson et al., 2001). In der weiteren
Entwicklung des Neokortex bilden sich MZ und SP durch Transformation und
Degeneration zuriick. Dadurch enthalten die unterhalb der Pia gelegene Schicht 1, die aus
der MZ hervorgeht und die weile Substanz (WM), in der die SP aufgeht, im adulten

Kortex nur wenige Neurone (Super et al., 1998).
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Abb. 4. Entwicklung und Aufbau des Neokortex: A Wihrend der Entwicklung des sechsschichtigen
Neokortex der Maus fiihrt Proliferation in der VZ zur Bildung der Préplatte, welche durch nachfolgend radial
migrierende Zellen in die MZ und SP gespalten wird. Dazwischen bildet sich die CP, die durch spéter
generierte Neurone von innen nach auflen zu 5 der 6 Schichten des adulten Neokortex ausgebaut wird.
Neurone der Marginalzone und Subplatte sind im adulten Kortex kaum vorhanden. Aus der intermedidren
Zone bildet sich die weile Substanz. B Beispiele von Nisslfarbungen des frithen postnatalen Kortex der Maus
an den postnatalen Tagen 0 und 5 (PO und P5) sind gezeigt. Deutlich ist die Groflenzunahme der CP zu sehen.
Die Subplatte ist an P5 nur noch als diinne Schicht oberhalb der weiflen Substanz zu erkennen. C Gezeigt
sind die Migrationswege der Neurone des Neokortex. Pyramidenzellen (rot) wandern durch gliagestiitzte
radiale Migration in den Kortex ein, wahrend die meisten Interneurone (blau) im medialen und caudalen
Ganglienhiigel entstehen und durch tangentiale Migration in den Kortex gelangen (modifiziert nach Bloom et
al., 2002).
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Wihrend der Entwicklung des Neokortex bilden zunéchst kortikokortikale und callosale
Axone ein dichtes Netzwerk zwischen den kortikalen Neuronen (Innocenti und Price,
2005). Thalamische Axone wachsen in den Kortex. Dabei werden zundchst temporale
Synapsen der thalamischen Fasern mit Subplattenneuronen gebildet (Catalano und Shatz,
1998). Erst danach kontaktieren die thalamischen Axone Neurone in der spéteren Schicht 4
ihrer kortikalen Zielgebiete. Aktivitdtsabhdngige wie aktivitdtsunabhdngige Mechanismen
spielen dabei eine Rolle (Catalano und Shatz, 1998; Price et al., 2006). Gleichzeitig
projizieren kortikale Neurone in thalamische Nuklei (Miller, 1996; Alitto und Usrey, 2003).
Dieses Netzwerk wird nach der Etablierung funktioneller Synapsen aktivititsabhingig
durch die Eliminierung axonaler Prozesse und ganzer Axone modifiziert (Wiesel und
Hubel, 1963; Hubel und Wiesel, 1965; Katz und Shatz, 1996; Price et al., 2006). In der
Ratte entspricht der Kortex bereits 8 Tage nach der Geburt hinsichtlich Organisation und
Innervierung dem adulten Zustand (Abb. 4A) (Molnar et al., 1998).

1.8 Neuronale Aktivitat wahrend der kortikalen Entwicklung

Sich entwickelnde Neurone und Netzwerke zeigen primitive Muster synchronisierter
Aktivitdit wahrend einer zeitlich definierten Entwicklungsphase. Dies ist charakteristisch
fiir die Entwicklung unterschiedlicher neuronaler Netzwerke in verschiedenen Spezies
(Galli und Maffei, 1988; O'Donovan, 1989; Lippe, 1994; Ho und Waite, 1999; Garaschuk
et al.,, 2000). Diese Aktivitdt ist in vivo noch vor der Generierung von Synapsen zu
beobachten (Ben Ari, 2001). In der frithen kortikalen Embryonalentwicklung sind Neurone
tiber Gap Junctions (GJ) gekoppelt und zeigen koordinierte Kalziumtransienten, die von
der Bildung von Inositoltriphosphat abhdngen und durch Subplattenneurone initiiert
werden (Kandler und Katz, 1998; Flint et al., 1999; Dupont et al., 2006). Von diesen
Kalziumtransienten wird vermutet, dass sie in der Entstehung kortikaler Kolumnen
involviert sind (Christie et al., 1989; Yuste et al., 1992; Kandler und Katz, 1998; Dupont et
al., 2000).

In der ersten postnatalen Woche erfolgt im Kortex der Ratte ein Wechsel der GJ
abhingigen synchronisierten Aktivitidt zu synaptischer Netzwerkaktivitdt (Dupont et al.,
2006; Khazipov und Luhmann, 2006). Diese ist abhingig von glutamaterger und
GABAerger Transmission (Owens et al., 1996; Kandler und Katz, 1998; Flint et al., 1999).
Zeitgleich mit dem Wechsel der depolarisierenden GABA-Antwort zu einer
hyperpolarisierenden gegen Ende der ersten postnatalen Woche in der Maus werden auch

keine weiteren synchronisierten Oszillationen beobachtet (Feller, 1999; Garaschuk et al.,

14



Einleitung

2000). Diese in Nagern beschriebene frithe synchronisierte Aktivitdt ist wahrscheinlich
homolog zu den im menschlichen Kortex beschriebenen delta brushes und tritt in beiden
Spezies wihrend vergleichbarer ontogenetischer Stadien auf (Clancy et al., 2001;
Khazipov und Luhmann, 2006).

Zahlreiche Prozesse wihrend der Entwicklung des zerebralen Kortex laufen in
Abhéngigkeit von dieser spontanen Netzwerkaktivitit ab. Dazu gehdren unter anderem das
Wachstum von Neuriten, die Synaptogenese, Migration und Differenzierungsprozesse von
Neuronen, synaptische Plastizitit und die Regulation des PCD (Oppenheim, 1991; Rakic
und Komuro, 1995; Ben Ari, 2001; Katz und Crowley, 2002; Feller und Scanziani, 2005;
Khazipov und Luhmann, 2006).

1.9 Apoptose in der Entwicklung des Neokortex

Unreife kortikale Neurone sterben, wenn sie nicht ausreichend mit extrinsischen
Uberlebensfaktoren versorgt werden (Oppenheim, 1991; Benn und Woolf, 2004). Im
Gegensatz dazu {iberleben zahlreiche Neurone des adulten Nervensystems unabhédngig von
extrinsischen Uberlebensfaktoren (Koike und Tanaka, 1991; Huang und Reichardt, 2001;
Davies, 2003). Da PCD von proliferierenden Zellen in der VZ und SVZ vor der
Ausbildung von Axonen und somit vor der Etablierung funktioneller synaptischer
Verbindungen stattfindet (Kallen, 1955; Blaschke et al., 1996; Simonati et al., 1997,
Thomaidou et al., 1997; Haydar et al., 1999; Rakic und Zecevic, 2000), ist dieser
unabhingig von synaptischer Aktivitdt. Stattdessen konnen Fehler wéhrend der Mitose
oder Differenzierung (Freeman et al., 1994; Voyvodic, 1996), Abhdngigkeit von
trophischen Faktoren aus den umgebenden Zellen oder intrinsische Mechanismen
(Blaschke et al., 1996; Thomaidou et al., 1997) fir den Tod von Vorlduferzellen
verantwortlich sein.

In den proliferativen Wachstumszonen des zerebralen Kortex sterben wéhrend der
Embryonalentwicklung eine signifikante Zahl mitotischer neuronaler Vorlduferzellen
durch Apoptose (Abb. 5) (Blaschke et al., 1996; Thomaidou et al., 1997; Haydar et al.,
1999; Kuan et al., 2000b). Knock out Studien an Maiusen zeigten, dass die Deletion
wichtiger proapoptotischer Proteine, wie Caspase-9 (Kuida et al., 1998), Caspase-3 (Kuida
et al.,, 1996), Apaf-1 (Cecconi et al.,, 1998), JNK (Kuan et al., 1999) oder die
proapoptotischen Bcl-2 Proteine, B-cell lymphoma associated protein X (BAX) und Bcl-2
agonist killer (BAK) (Sun et al., 2003; Danial und Korsmeyer, 2004) zu milden bis starken

Fehlentwicklungen des Gehirns, besonders im Bereich des zerebralen Kortex, fiihren.
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Durch eine grof8ere Anzahl von Vorlduferzellen kommt es in diesen Méusen zu
Exenzephalie, Einkerbungen der GroBhirnrinde und perinataler Letalitt.

Im Gegensatz dazu hingt das Uberleben von differenzierten kortikalen Neuronen nach der
Geburt von ihrer Integration in das entstandene Netzwerk ab (Abb. 5). In der Ratte kann ab
der Geburt eine stindige Zunahme der Zahl apoptotischer Zellen im Neokortex beobachtet
werden. Diese erreicht einen Hohepunkt zwischen PS5 und P8 (Spreafico et al., 1995). In
der neugeborenen Maus sind innerhalb der ersten beiden postnatalen Wochen apoptotische
Zellen in allen kortikalen Schichten zu finden. Thr Anteil an der neuronalen
Gesamtpopulation liegt bei 25 % (Heumann et al., 1978; Heumann und Leuba, 1983;
Ferrer et al., 1992; Voyvodic, 1996; Verney et al., 2000). Diese postnatale Apoptose hat
die Funktionen, transiente Zellpopulationen, wie Cajal-Retzius Zellen der Marginalzone
und Subplattenneurone zu eliminieren (Wahle und Meyer, 1987; Kostovic und Rakic,
1990; Meyer und Goffinet, 1998) und das entstehende Netzwerk durch das Absterben
nicht-integrierter kortikaler Neurone effizienter zu gestalten (Abb. 5) (Oppenheim, 1991;
Finlay, 1992). Ab P24 finden sich kaum noch apoptotische Neurone im Neokortex der
Maus (Verney et al., 2000). Zusétzlich zur Apoptose kortikaler Neurone kommt es
zwischen P7 und P21 zur Degeneration von ca. 20 % der sich entwickelnden
Oligodendrozyten (Trapp et al., 1997).

Der Wettbewerb um afferente Verbindungen und Neurotrophine, die von Zielneuronen
ausgeschiittet werden, bestimmt, welche Zellen iiberleben (Abb. 5) (Oppenheim, 1991;
Davies, 2003). Der Entzug von trophischen Faktoren fiihrt zur Aktivierung von
proapoptotisch wirkenden JNK in Neuronen (Friedman, 2000; Roux und Barker, 2002;
Bhakar et al., 2003; Becker und Bonni, 2006).
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Proliferation
Migration

Neuritenwachstum

initiale synaptische
Kontakte
‘ W‘@ transiente Zielstrukturen

Fw e

Zielstrukturen

Synaptogenese

Eliminierung von Kolateralen

Eliminierung von Synapsen

Abb. 5. Apoptose wihrend der Entwicklung des Neokortex: In der Embryonalphase (obere
Teilabbildung) durchlaufen Zellen in den proliferativen Schichten des Neokortex, unabhingig von
elektrischer Aktivitdt, den Prozess der Apoptose (apoptotische Zellen sind rot dargestellt). Ein Teil der
migrierenden Zellen stirbt noch bevor sie ihre Zielregionen erreichen. Unzureichende trophische
Unterstiitzung wéhrend des Neuritenwachstums (mittlere Teilabbildung) kann ebenso zu neuronaler
Apoptose fiihren wie aberrante Verkniipfungen mit anderen Neuronen. Auch Neurone transienter
Zielstrukturen werden durch Apoptose eliminiert. Im ausgereiften Kortex (untere Teilabbildung) findet
dagegen weniger Apoptose statt, aber Axonkollaterale und Synapsen werden aktivititsabhéngig eliminiert

(modifiziert nach Bloom et al., 2002).

1.10 Spontane Aktivitit in Kulturen des unreifen Kortex

Kulturen des unreifen Kortex zeigen synchronisierte Netzwerkaktivitit. Dies konnte vor
allem mit Hilfe von MEA-Analysen (Canepari et al., 1997; Opitz et al., 2002; Arnold et al.,
2005; Wagenaar et al., 2006; Heck und Sun, unverdffentlichte Beobachtungen) und
Kalziummessungen (Voigt et al., 1997; Ganguly et al., 2001; Voigt et al., 2001) bei

organotypischen und dissoziierten Kulturen beobachtet werden.
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In dissoziierten Kulturen wird spontane Aktivitit erstmalig nach 3-4 Tagen in vitro (div)
beobachtet und synchronisierte Aktivitit tritt am Ende der ersten bzw. Anfang der zweiten
Woche in vitro auf, zeitgleich mit der Entstehung von Synapsen in den Kulturen (Voigt et
al., 1997; Voigt et al., 2001; Opitz et al., 2002; Wagenaar et al., 2006). Diese Aktivitit ist
ebenso wie die synchronisierte Netzwerkaktivitéit in vivo abhingig von glutamaterger und
GABAerger synaptischer Transmission, bleibt jedoch in vitro im Gegensatz zu der
Situation in vivo mehrere Wochen bis zu mehreren Monaten bestehen (Canepari et al.,
1997; Opitz et al., 2002; Gramowski et al., 2004; Wagenaar et al., 2005).

Dies ist ein grundsitzlicher Unterschied zur in vivo Situation, in welcher die
synchronisierte Netzwerkaktivitit in den ersten postnatalen Wochen von reiferen
Aktivitditsmustern abgelost wird. Es wird spekuliert, dass dieser Unterschied auf die
Etablierung von Verbindungen mit anderen Hirnregionen wie dem Thalamus
zuriickzufiihren ist, die in Kulturen fehlen (Turrigiano, 1999; Wagenaar et al., 2004).
Aufgrund der prizisen Beschreibung und der leichten Beeinflussbarkeit neuronaler
Aktivitdtsmuster sind neuronale Kulturen ein probates Mittel, um Netzwerkaktivitit in

Bezug auf ihre Bedeutung fiir das neuronale Uberleben zu studieren.

1.11 Zielsetzung der Arbeit

Aus den vorangegangenen Kapiteln geht hervor, dass die Modulation der Apoptose durch
neuronale Aktivitdt ein wichtiger Prozess wihrend der normalen Entwicklung des ZNS
und insbesondere des Neokortex ist. Die Bedeutung einiger ligandengesteuerter
Rezeptoren und spannungsabhingiger Ionenkanile fiir das neuronale Uberleben im
postnatalen Kortex wurde durch verschiedene Studien bereits untersucht, ebenso wie die
tiberlebensfordernde Wirkung von Neurotrophinen (sieche 1.4). Auch sind bestimmte
Muster spontaner neuronaler Aktivitit wéihrend der Entwicklung des ZNS durch
Untersuchungen in vivo und in vitro nachgewiesen worden.

Eine umfassende Aussage, welche Muster spontaner Aktivitidt und das Zusammenwirken
welcher ligandengesteuerter Rezeptoren und spannungsabhédngiger lonenkandle das
Uberleben kortikaler Neurone in der postnatalen Entwicklung beeinflussen, konnte bisher
jedoch noch nicht getroffen werden. Auch war es bisher kaum moglich, durch
Echtzeitanalysen den Zeitpunkt der Apoptose individueller Neurone genau zu bestimmen
und mit deren spontaner Aktivitit zu korrelieren. Daher sollte in der vorliegenden
Dissertation in einem ersten Ansatz besonders geklart werden, wie das Zusammenspiel

verschiedener ligandengesteuerter und spannungsabhingiger Ionenkanile das Uberleben in
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einem dreidimensionalen Kultursystem beeinflusst. Dazu wurden organotypische
Schnittkulturen des neonatalen Kortex der Maus nach der Stoppinimethode kultiviert und
mit Antagonisten verschiedener ligandengesteuerter Rezeptoren und spannungsabhingiger
Ionenkanéle inkubiert. Die Aktivierung von Caspase-3, die mittels eines spezifischen
Antikorpers gegen die aktivierte Caspase-3 (a-Caspase-3) nachgewiesen wurde, wurde zur
Identifizierung apoptotischer Zellen genutzt.

Zundchst wurde untersucht, inwieweit sich eine Hemmung der AP-Bildung durch
Inhibition von VDSCs auf das neuronale Uberleben der Kultur auswirkt. Spontane
Netzwerkaktivitit in unreifen kortikalen Neuronen ist abhingig von GJs und spiter von
glutamaterger und GABAerger Transmission (sieche 1.8). Daher wurde untersucht, wie sich
die Blockade von GJ, iGluR und GABAA-R auf die Zahl apoptotischer Zellen in kortikalen
Schnittkulturen auswirkte. Durch eine leichte Depolarisation der Membran lésst sich ein
Kalziumeinstrom in Neuronen induzieren. Es sollte getestet werden, ob eine durch die
Erhohung der extrazelluliren Kaliumkonzentration herbeigefiihrte Depolarisation iiber
einen solchen Kalziuminflux zum Uberleben von Neuronen beitrigt. Dazu wurde
Apoptose durch Inhibition von NMDA-R ausgelost und die Wirkung einer erhdhten
extrazelluliren Kaliumkonzentration auf das Uberleben kortikaler Neuronen unter diesen
Bedingungen untersucht. Durch gezielte Inaktivierung von spannungsabhidngigen
Kalziumionenkanilen des L-Typs (L-VDCC) sollte geklédrt werden, ob ein Kalziumeinfluss
iiber diese Kanile an der beobachteten Wirkung auf das kortikale Uberleben beteiligt ist.
Weiterhin wurde untersucht, ob die beobachtete Regulation der neuronalen Apoptose von
der Wirkung von Neurotrophinen abhdngt. Dazu wurden die organotypischen Kulturen mit
einem Inhibitor der TrkB- und TrkC-R und einem Antagonisten der NMDA-R behandelt
und einer hohen extrazelluldren Kaliumkonzentration ausgesetzt.

In einem weiteren Ansatz sollte geklart werden, wie sich die Modulation der spontanen
neuronalen Aktivitit in Abwesenheit trophischer Faktoren auf den Zeitpunkt der Caspase-3
Aktivierung in einzelnen Neuronen auswirkt. Dazu musste zundchst eine Methode zur
Echtzeitanalyse der Aktivierung von Caspase-3 etabliert werden. Dissoziierte neonatale
kortikale Kulturen wurden hierfiir mit einem Plasmid (pCaspase3-sensor Vektor)
transfiziert, das fiir einen Sensor der aktivierten Caspase-3 (Caspase3-sensor) codiert. Mit
Hilfe der Konfokalmikroskopie wurde das Schicksal individueller transfizierter Neurone in
Abwesenheit trophischer Faktoren verfolgt. Die Modulierung der spontanen Aktivitit
erfolgte dabei durch Variation der extrazelluldren Kaliumkonzentration und wurde durch

MEA-Analysen tlberpriift. Dazu wurden dissoziierte Kulturen des neonatalen Kortex auf
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MEA-Chips kultiviert und die Muster spontaner Aktivitit wédhrend der neuronalen
Entwicklung in vitro und in Gegenwart unterschiedlich hoher Kaliumkonzentrationen
verfolgt. Dadurch ergab sich die Moglichkeit, die Uberlebensfihigkeit von einzelnen
kortikalen Neuronen unter apoptoseinduzierenden Bedingungen mit den unter diesen

Bedingungen auftretenden Mustern spontaner Aktivitit zu korrelieren.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Agar (select)

Agarose

Aqua ad iniactabilia Braun
AraC

B27

BES

BME

Borsdure

BSA
Kalziumchlorid-Dihydrat
CNQX

CPP

D(+)-Glucose

DMSO

DNS-Leiter (mass ruler high range)
EB-Puffer

Einbettmedium (Fluoromount-G)
Ethanol

FCS

GABAzin (SR95531)
Glutamax

Glycerin

Glycin

GYKI 52466

Hefeextrakt

HEPES

Ifenprodil

k252a

Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Kalziumphosphat
L-Glutamin

Mefloquin

MEM

MgCl,-Hexahydrat
NaH,PO4 Monohydrat
NaHCO3

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Neurobasalmedium
Nifedipin

NVP-AAMO77
Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
Phenolrot
Poly-L-Ornithinhydrobromid

Sigma, Steinheim
Gibco, Karlsruhe,
Braun Melsungen AG, Melsungen
Sigma, Steinheim
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Qiagen, Hilden
SouthernBiotech, Birmingham, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Gibco, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Alomone labs, Jerusalem, Israel
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Roche, Mannheim
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Novartis Pharmaceuticals, Basel, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
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Probenpuffer 6x (Loading dye 6x)
Staurosporin
Streptavidin-Cy3

SybrGold

Triton X 100

TTX

Wasserstoffperoxid (30 %)
Z-VAD-FMK

2.2 Gerite

Analysenkammer (recording chamber)
Analysenwaage (JL-200)

AOTF Controller

Autoklav (Systech 65)

Badheizung

Binokular

CCD-Kamera

CO; Inkubator (HeraCell 240)
Eismaschine (AF 20)

Eisschrank (Herafreeze)
Elektrophoresegerit (iMupid)
Filterapparatur (Bottletop System)
Fotokamera Geldokumentation
Gewebeschneider (Tissue chopper,
Mcllwain TC752)

Kiihlschrank (Liebherr profiline)
Lampe fiir Binokular (KL1500 electronic)
Laser

Luft objektiv (4x/340)

MEA-Chips

MEA1060-INV-BC
Mikromanipulator (SM-5)

Mikroskop

Mikroskop

Mikroskop (BX51WI)

Mikroskop CK40

Millipore (Synergy)

Netzgerit fiir WeiBlichtlampe (TH4-200)
Neubauer-Zahlkammer

Nipkow spinning disk confocal system
(QLC100)

Osmometer

pH-Meter

Piezo

Pinzetten

Pipette (Pipetman)

Pipette (research)

Pipettierhilfe (Easypet)
Quecksilberbrenner (HBO103W/2)

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Steinheim

Jackson Immunosearch Laboratories Inc.,

Grove, USA

Molecular Probes, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Tocris, Bristol, UK

Merck, Darmstadt

RD Systems, Wiesbaden

Luigs & Neumann, Ratlingen

Chyo Balance Corp., Tokio, Japan
Visitech International, Sunderland, UK
Systech, Wettenberg

Luigs & Neumann, Ratlingen

Zeiss, Jena

Roper Scientific, Trenton, USA
Kendro, Wien, Osterreich

Scotsman, Mailand, Italien

Kendro, Wien, Osterreich

Helixx Technologies, Toronto, Kanada
Hartenstein, Wiirzburg

Epson, Meerbusch

Vibratome, St. Luis, USA

Liebherr, Lindau

Schott, Bad Gandersheim

Laser Physics, West Jordan, USA
Olympus, Tokio, Japan

Ayanda Biosystems, Lausanne Schweiz
Multi Channel Systems, Reutlingen
Luigs & Neumann, Ratlingen

Zeiss, Jena

Optika microscopes, Ponteranica, Italien
Olympus, Tokio, Japan

Olympus, Tokio, Japan

Millipore, Schwalbach

Olympus, Tokio, Japan

Brand GmbH, Wertheim

Visitech International, Sunderland, UK

Knauer, Berlin

InoLab, Weinheim
Piezosystem, Jena
Medicon eG, Tuttlingen
Gilson, Bad Camberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Osram, Miinchen

West
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Schere (mikro 2000)
Schiitteltisch (Titramax1000)
Skalpell (Mikroskalpell)
Spektrophotometer (UV1402)

Sterilwerkbank (Herasafe HS15, Heraguard)

Temperaturregler
Temperaturregler (TC02)
Thermomixer (comfort)
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge (Minispin plus)
Trockenschrank

UV-Lampe fiir Geldokumentation (Syngene)

Vakuumpumpe

Vorschaltgerit fiir Quecksilberbrenner (U-

RFL-T)

Vortex

Vortex (Minishaker)

Waage

Wasserbad

Wasserimmersionsobjektiv (20x/0,5,
60x/0,9)

Zentrifuge (5415C)

Zentrifuge (Megafuge 1.0R Rotor 2252)
Zentrifuge (Sorvall SS34)

Medicon eG, Tuttlingen

Heidolph Instruments, Schwabach
Medicon eG, Tuttlingen
Shimadzu, Duisburg

Kendro, Wien, Osterreich

Luigs & Neumann, Ratlingen
Multi Channel Systems, Reutlingen
Eppendorf, Hamburg

Qualitron Inc., Korea

Eppendorf, Hamburg

Kendro, Wien, Osterreich
Synoptics, Cambridge, UK

KNF Lab, Trenton, USA
Olympus, Tokio, Japan

Cenco Instruments, Breda, Niederlande
IKA GmbH, Staufen

Kern und Sohn GmbH, Ballingen
Memmert, Schwabach

Olympus, Tokio, Japan

Eppendorf, Hamburg
Kendro, Wien, Osterreich
Kendro, Wien, Osterreich

2.3 Enzyme, Plasmide, Antikorper und Fluorophore

anti-aktivierte-Caspase-3 (Asp175)

anti-GFAP

anti-MAP-2 (HM-2)

DNase |

goat-anti-mouse-Alexa Fluor568/red
goat-anti-rabbit (biotinyliert)
pCaspase3-sensor Vektor
Streptavidin-Alexa488
Streptavidin-Cy3

Trypsin 2,5 %

2.4 Kits

EndoFree Plasmid Maxi Kit
TUNEL (in situ cell death TMR)

2.5 Verbrauchsmaterialien

24-well plates
6-well plates
Deckglaschen
Eppendorf-Gefilie

Cell Signaling Technology, San Diego,
USA

Dako, Hamburg

Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim

Molecular Probes, Karlsruhe

Vector Laboratories, Burlingame, USA
BD Biosciences, Heidelberg
Molecular Probes, Karlsruhe

Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK
Sigma, Steinheim

Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim

TPP, Trasadingen, Schweiz

Nunc, Wiesbaden

Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen
Biozym, Hessisch Oldendorf
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Falconrohrchen (15 und 50 mL)
Handschuhe (Manoera)
Handschuhe (rotiprotect Latex)
Kulturflaschchen

Kulturgefille

Kiivetten (UV-Kiivette Mikro)
Millicell CM

Objekttrager

Petrischalen

Pipetten (10 und 25 mL)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

Sterilfilter (Filtropur S 0,2 um)

2.6 Versuchstiere

Bodenfldache
Bodenmalle
Einstreu
Hohe
Kiéfigtyp
Maiuse
Wanddicke
Wasser
Zuchtfutter

2.7 Software

Bilddokumentation (Metamorph)

Bildverarbeitung (Adobe Photoshop Version
7.0)

cell locator

Datenanalyse MEA (Matlab Version 6.5)

Graphiklayout (CorelDraw! Version 12)
MEA_ Rack

Referenzverwaltung (Reference Manager
Version 10)

Statistik (SPSS Version 12.0 for students)
Tabellenkalkulation (Excel MS Office
2003)

Textverarbeitung (Word MS Office 2003)

Sarstedt, Niimbrecht

Josef F. Miiller AG, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

TPP, Trasadingen, Schweiz
Sarstedt, Niimbrecht
Brand, Wertheim
Millipore, Schwalbach
Carl Roth, Karlsruhe
Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Fluka, Steinheim

810 cm’

383 x 221 mm

grobe Holzspéne

150 mm

Makrolon Typ IIT A

C57BL/6

3 mm

pH neutral, ohne Zusitze

Altromin 1314 - Panacur versetzt mit
Fenbendazol

Universal Imaging Corporation, Sunnyvale,
USA
Adobe Systems Inc., Miinchen

programmiert von Uwe Schiirmann
MathWorks, Miinchen; programmiert von
Jyh-Jang Sun

Corel Corporation, UnterschleiBheim
Multi Channel Systems, Reutlingen

ISI ResearchSoft, Philadelphia, USA

SPSS Inc., Miinchen
Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA
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2.8 Medien und Pufferlosungen

ACSF!

Agarosegel

2x BBS

BME/10 % FCS

HBS(3/0)

LB-Agar

LB-Medium

MEM+

MPBS (-/-)

1,8
25

10
5.3
0,812
51,3
26
0,9

1

50
280
1,5

10

20
4
135
1
10
3

15

[\
S
()

o

—_ N = N = = O\ =

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

%

mM
mM
mM

fach
%

mM
mM
mM
mM
mM
mM

g/l

g/l
g/l
g/l

fach
uM

mg/mL
nug/mL
mM
mM
mM
fach
mg/mL
mM

CaClz

Glukose

HEPES

KCl1

Mng 6 HzO
NaCl

NaHCO3
NaH2PO4 o] HzO

Agarose
in TBE

BES pH 7,1
NaCl
NazHPO4 7 HQO

BME
FCS

HEPES

KCl1

NaCl

NazHPO4 o7 H20
Glukose

Mng

Agar
in LB-Medium

Hefeextrakt
NaCl
Pepton

in HQO

MEM
Glutamin

BSA
DNasel
Glukose
Glutamax
NaOH
PEST
Phenolrot
Pyruvat
in PBS

' AuRer dem ACSF mit 5,3 mM KCI wurde auch ACSF mit Kaliumkonzentration von 1,5 mM, 3 mM

und 8 mM verwendet.

25



Material

NB/B27

Permeabilisierungslosung
(TUNEL)

SybrGold

TBE

N N

0,1
0,1

0,08

89
&9

%
mM
pug/mL

%
%

%

mM
mM
mM

B27
Glutamax
PEST

Triton X-100
tri-Natriumzitrat
in HzO

SybrGold
in TBE

Tris/Borat pH 8,0
Borsdure
EDTA
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Vorbereitung der Millicell-CM Membranen

Millicell-CM Membranen wurden unter sterilen Bedingungen in 6-well-Platten iiberfiihrt.
400 pL einer Poly-Ornithinldsung (100 pg/mL) wurden direkt auf die Membranen gegeben
und die 6-well-Platten im Inkubator iiber Nacht aufbewahrt. Am nédchsten Morgen wurden
die Membranen drei Mal mit sterilem Millipore Wasser gewaschen und bei
Zimmertemperatur in der Sterilbank getrocknet. Einige Stunden vor der Priparation der
organotypischen Schnittkulturen wurden 1,2 mL NB/B27 Medium unter den Membranen

vorgelegt.

3.1.2 Praparation organotypischer Schnittkulturen des neonatalen

Kortex der Maus

Organotypische Schnittkulturen des Neokortex (Stoppini et al., 1991) wurden von
neugeborenen C57B1/6 Mausen (P0-P1) angefertigt. Dabei galt PO als Tag der Geburt. Alle
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die neugeborenen Maiuse
wurden durch Dekapitation mit einer Schere getdtet. Die Kopfhaut wurde entlang der
Mittellinie mittels einer Mikroschere aufgeschnitten und zu den Seiten hin aufgeklappt.
Die Schéadeldecke wurde ebenfalls von caudal her entlang der Mittellinie aufgeschnitten
und zu den Seiten geklappt. Mit einem gebogenen Spatel wurde das Gehirn entnommen
und in eine Petrischale mit eisgekiihltem MEM+ gegeben.

Alle weiteren Schritte erfolgten bei einer Temperatur von 4°C. Unter dem Binokular
wurden die Hemisphdren mittels zweier Pinzetten voneinander und vom Zerebellum
getrennt. Der Bulbus olfactorius sowie ein Teil des medioventralen Gewebes wurde
entfernt. Mit Hilfe einer gebogenen Pinzette wurden die Hemisphiren auf dem
Gewebeschneider (Mcllwain) platziert, so dass die rostrocaudale Achse senkrecht zur
befestigten Klinge stand. Mit Hilfe des Gewebeschneiders wurden 350 pm dicke
Koronalschnitte angefertigt. Diese wurden mit einer zuvor préiparierten abgeschnittenen
und feuerpolierten blauen Pipettenspitze und etwas MEM+ aufgenommen und in eine
Petrischale mit eisgekiihitem MEM+ iiberfiihrt. Mit Hilfe einer Pinzette und eines

Mikroskalpells wurden die Schnitte voneinander getrennt, wobei nur die des parietalen
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Kortex weiterverwendet wurden. Mit dem Skalpell wurden durch einen Schnitt entlang
des Corpus callosum Basalganglien, Hippocampus und Thalamus entfernt sowie durch
einen weiteren Schnitt der ventrale Teil des Kortex. Die Hirnhaut wurde mit Hilfe einer
Pinzette vollstindig abgelost. Mit einer abgeschnittenen und feuerpolierten Pipettenspitze
wurden die Koronalschnitte des Neokortex auf die zuvor préparierten Millicell-CM
Membranen aufgebracht. Die Membranen wurden in 6-well Platten mit vorgelegtem
NB/B27 Medium im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchte inkubiert.
Das Medium wurde nach 24 Stunden und nachfolgend alle 2 Tage gewechselt. Dabei

wurde bei jedem zweiten Medienwechsel AraC (1 uM) zugesetzt.

3.1.3 Vorbereitung der Deckglischen

Runde Deckgldschen mit einem Durchmesser von 10 mm wurden in 70 %igem Ethanol
sterilisiert, unter sterilen Bedingungen abgeflammt und in 24-well-Platten iiberfiihrt. In
jede Vertiefung wurden 300 pL Poly-Ornithinlosung (10 pg/mL) gefiillt und die
Deckgliaschen iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Darauf folgend wurden die
Deckglidschen 3 Mal mit sterilem Millipore Wasser gewaschen und bei Zimmertemperatur

in der Sterilbank getrocknet.

3.1.4 Vorbereitung des MEA-Chips

MEA-Chips  wurden  mehrfach  verwendet. Daher war ein  griindliches
Reinigungsprogramm notwendig. Zundchst wurde der MEA-Chip iiber Nacht bei
Zimmertemperatur mit 500 pL Trypsin (2,5 %) behandelt, um Zellen und Zelldebris zu
entfernen. Im Anschluss wurde der MEA-Chip 3 Mal mit 1 mL Millipore Wasser fiir 15
min auf dem Schiitteltisch gewaschen. Nachfolgend wurde der MEA-Chip fiir 5 Stunden
bei 130 °C sterilisiert und nach dem Abkiihlen mit Poly-Ornithinlésung (100 pg/mL) im
Brutschrank iiber Nacht inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit sterilem Millipore

Wasser wurde er in der Sterilbank bei Zimmertemperatur getrocknet.

3.1.5 Priaparation dissoziierter Kulturen des neonatalen Kortex der Maus
Die Hemisphdren neugeborener Mause (PO-P1) wurden, wie in 3.1.2 beschrieben, isoliert
und getrennt. Die Hirnhaut, Thalamus, Hippocampus und Basalganglien wurden mit Hilfe
zweier Pinzetten unter dem Binokular entfernt. Der ventrale, caudale und rostrale Teil des
Kortex wurde mittels eines Mikroskalpells abgeschnitten. Der parietale Kortex wurde mit

einer gebogenen Pinzette aufgenommen und in ein Falconrdhrchen (15 mL) mit 0,25 %
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Trypsin versetztem eisgekiihltem MPBS (-/-) iiberfiihrt. Das Falconrohrchen wurde im
Brutschrank fiir 12 min inkubiert. Die Trypsinierung wurde gestoppt, indem die
Suspension auf Eis mit 1 mL BME/10 % FCS versetzt wurde. Das Falconréhrchen wurde
5 min bei 800 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit
2 mL BME/10 % FCS versetzt. Auf Eis wurden die Zellen durch 30-maliges Aufziehen
mit einer abgeschnittenen und feuerpolierten blauen Pipettenspitze mechanisch isoliert. Im
folgenden Schritt wurde diese Prozedur mit einer feuerpolierten Pasteurpipette wiederholt.
Mittels einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Zelldichte bestimmt und durch
Préplattieren der Zellen in einer Petrischale eine neuronenangereicherte Suspension
gewonnen.

Nach 1 Stunde wurde der Uberstand der Petrischale aufgenommen und in ein
Falconréhrchen (15 mL) iiberfiihrt. Dieses wurde 10 min bei Zimmertemperatur und 900
rpm zentrifugiert, wahrend die Petrischale mit den adherierten glialen Zellen verworfen
wurde. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in NB/B27
Medium resuspendiert, so dass die Dichte der Suspension 2000000 Zellen pro mL betrug.
In den 24-well-Platten mit den Poly-Ornithin beschichteten Deckgldschen wurden pro
Vertiefung 300 nL. NB/B27 vorgelegt und die Neurone in einer Dichte von ca. 640 Zellen
pro mm’ ausgesit. Fiir den MEA-Chip wurden 867 pL NB/B27 vorgelegt und
Zellsuspension zupipettiert, um die gleiche Zelldichte, wie auf den Deckgldschen zu
erhalten. Das Medium wurde nach 24 Stunden gewechselt. Nach 7 div erfolgte ein weiterer
Medienwechsel, bei dem die Halfte des konditionierten Mediums gegen neues NB/B27

ausgetauscht wurde.

3.1.6 Kalziumphosphat-Transfektion kortikaler Neurone

Die Kalziumphosphat-Transfektion dient dem Transfer von Plasmid-DNS in eukaryotische
Zellen fiir die transiente Expression der auf dem Plasmid codierten Gene. Das Prinzip
dieser Transfektionsmethode beruht auf der Bildung von Kalziumphosphatprizipitaten, in
denen die DNS eingeschlossen wird und von den Zellen aufgenommen werden kann (Chen
und Okayama, 1988). Dissoziierte kortikale Kulturen wurden an 7 div mit dem pCaspase3-
sensor Vektor (sieche 3.2.1) mit Hilfe der Kalziumphosphat-Transfektion transfiziert
(Haubensak et al., 1998; Kohrmann et al., 1999). Unter sterilen Bedingungen wurden pro
Deckglédschen zunichst 0,6 pg des isolierten Plasmids in einem Eppendorfgefdll vorgelegt
und mit 5,9 uL aqua ad iniactabilia verdiinnt. Unter sorgfaltigem Schiitteln wurden 0,7 puL

einer 2,5 M CaCl, Losung und folgend 7,4 uL. 2x BBS hinzupipettiert. Darauf folgte eine
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S-miniitige Inkubation der DNS-Losung bei Zimmertemperatur. Im Anschluss wurden 160
nL konditioniertes Medium der zu transfizierenden Kultur tropfenweise unter sorgfiltigem
Schiitteln zu der DNS-Lo6sung hinzugegeben. Das restliche Medium wurde abgenommen
und in ein zweites Eppendorfgefdl} iiberfiihrt. Die DNS-Losung wurde auf die dissoziierten
Kulturen getrdufelt. Nach einer 2-stiindigen Inkubationszeit im Brutschrank wurde das
Deckglidschen mehrmals mit 37 °C warmem HBS(3/0) gewaschen und in dem
abgenommenen vorgewidrmten Medium, das 1:1 mit neuem NB/B27 versetzt wurde,
weiterkultiviert. Die Untersuchung der transfizierten Zellen erfolgte 12 bis 20 Stunden

nach der Transfektion.

3.1.7 Lipofektamin vermittelte Transfektion kortikaler Neurone

Die Lipofektamin-vermittelte Transfektion eignet sich flir schwer zu transfizierende Zellen.
Das Prinzip basiert auf der Komplexbildung der DNS mit den verwendeten kationischen
Lipiden, die durch Endozytose in die Zelle aufgenommen werden (Kaech et al., 1996).
Dissoziierte kortikale Kulturen wurden an 12 und 13 div unter sterilen Bedingungen mit
der Lipofektion nach den Angaben des Herstellers transfiziert. Zundchst wurde das
konditionierte Medium abgenommen und in ein Eppendorfgefdll {iberfithrt. 400 pL
NB/B27 Medium ohne Penicillin-Streptomycin (PEST) wurden zu der Kultur
hinzupipettiert. In einem weiteren Eppendorfgefdl wurden pro Deckgldschen 0,8 pg
pCaspase3-sensor Vektor vorgelegt und unter sorgfiltigem Schiitteln auf 50 uL mit NB-
Medium ohne Zusitze aufgefiillt. In ein zweites Eppendorfgefil wurden 2 pL
Lipofektamin pipettiert und ebenfalls unter sorgféltigem Schiitteln mit NB-Medium ohne
Zusitze auf 50 puL aufgefiillt. Beide Ansitze wurden 5 min bei Zimmertemperatur
inkubiert. Danach wurden die Plasmid- und Lipofektaminlosung unter Schiitteln vereinigt
und 20 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden 100 pL des
Transfektionsgemischs zu dem Deckgldschen hinzupipettiert und der Transfektionsansatz
im Brutschrank 3 bis 4 Stunden inkubiert. Danach wurde die DNS-Lésung durch das zu
Anfang abgenommene konditionierte Medium ersetzt und mit 100 pL frischem NB/B27
versetzt. Nach 12 bis 20 Stunden werden die transfizierten Neurone der dissoziierten

Kultur untersucht.
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3.2 Molekularbiologie

3.2.1 Der Caspase3-sensor

Der Caspase3-sensor ist ein Substrat der aktivierten Caspase-3. Das Plasmid (pCaspase3-
sensor Vektor) (Abb. 6A) kodiert fiir die griin-gelbe Variante (enhanced yellow fluorescent
protein, EYFP) des Aequorea victoria green fluorescent protein (GFP). Drei Kopien des
nuclear localisation signals (NLS) von Simian Virus 40 /arge T-Antigen befinden sich am
3’ Ende des EYFP-Gens. Eine 36 Nukleotid groe Sequenz am 5’ Ende codiert fiir das
Aspartat-Glutamat-Valin-Aspartat-Motif  (DEVD-Motif) der Poly (ADP-ribose)
Polymerase (PARP), das ein Substrat der Caspase-3 darstellt (Lazebnik et al., 1994;
Talanian et al., 1997). An dessen 5’ Ende ist das nuclear export signal (NES) der MAP
Kinase Kinase (MAPKK) fusioniert. Im exprimierten Fusionsprotein (Caspase3-sensor)
dominiert das NES iiber das NLS, so dass der Caspase3-sensor im Zytosol verbleibt. Wenn
Caspase-3 aktiviert wird, schneidet sie das DEVD-Motif (Lazebnik et al., 1994;
Thornberry et al., 1997; Vaughan et al., 2002; Fang et al., 2006), wodurch das EYFP
enthaltende Fragment (tCaspase3-sensor) unter dem Einfluss des nicht mehr inhibierten
NLS in den Zellkern transloziert (Abb. 6B). Der Vektor enthdlt auBerdem Sequenzen fiir

die Vervielfiltigung in E. coli und fiir Neomyzin- bzw. Kanamyzinresistenz (Abb. 6B).
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Abb. 6. Aufbau und Prinzip des Caspase3-sensors: A Schematisch dargestellt sind die Vektorkarte und
das codierte Fusionsprotein des Caspase3-sensors. Der Vektor codiert fiir ein Fusionsprotein, bestehend aus
dominantem NES, einer Schnittstelle fiir a-Caspase-3, EYFP und einem C-terminalen NLS. Die codierenden
Sequenzen stehen unter der Kontrolle eines CMV-Promoters. B Solange Caspase-3 inaktiv ist, verbleibt das
Fusionsprotein im Cytosol. Durch Apoptosestimuli und die folgende Aktivierung von Caspase-3 wird das
Protein geschnitten und transloziert unter dem Einfluss des NLS in den Nukleus. (modifiziert nach

www.bdbiosciences.com)

3.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

Um kompetente Escherichia coli (E. coli) Bakterien mit dem pCaspase3-sensor Vektor zu
transformieren, wurden 5 pg DNS (siehe 3.2.4) zu 150 pL einer Suspension kompetenter
Bakterien gegeben. Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien
einem Hitzeschock (90 s bei 42 °C) in einem Thermoschiittler unterzogen. Im Anschluss
wurden sie nochmals 2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 500 pL vorgewérmtes
LB-Medium ohne Antibiotikum zugesetzt und die Bakteriensuspension 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. Darauf folgend wurden die Bakterien zunéchst zentrifugiert (2 min bei 10000
rpm) und nach Verwerfen des Uberstandes mit Ausnahme von etwa 100 pL in
verschiedenen Verdiinnungen (1:1, 1:10 und 1:100) auf LB-Agarplatten mit Kanamyzin
(75 ng/mL) ausplattiert und tiber Nacht kultiviert.
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3.2.3 Kultivierung transformierter Bakterien und Anlegen von Glyce-

rindauerkulturen

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurden Klone transformierter E. coli Bakterien von den
Agarplatten gepickt und Starterkulturen angelegt. Dazu wurden die Zahnstocher in
Kulturrohrchen gegeben, mit 5 mL LB-Medium mit Kanamyzin (50 pg/mL) versetzt und
8 h bei 37°C auf einem Schiittler kultiviert. Zum Anlegen von Glycerindauerkulturen
wurde 1 mL der Starterkultur abgenommen, die Bakterien sedimentiert, mit 0,5 mL LB-
Medium ohne Antibiotikum resuspendiert und mit 0,5 mL Glycerin gemischt. Diese
Dauerkulturen wurden bei -80 °C gelagert. Die restliche Starterkultur wurde in 200 mL
LB-Medium mit Kanamyzin (50 pg/mL) gegeben. Diese Suspension wurde liber Nacht bei
37 °C auf dem Schiitteltisch bei einer Schiittelfrequenz von ca. 300 rpm kultiviert.

3.2.4 Isolierung der Plasmid-DNS

Die Isolierung der Plasmid-DNS erfolgte mit dem Endotoxin-freien Plasmidisolierungskit
von Qiagen. Zunidchst wurde die Ubernachtkultur 15 min bei 4 °C und 4000 rpm
zentrifugiert.  Nach Dekantieren des Uberstands wurde das Pellet in 10 mL
Resuspendierungspuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 10 mL Lysepuffer erfolgte die 5-
miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Durch Zufiigen von 4 mL gekiihltem
Prizipitationspuffer und 10-miniitige Inkubation bei Zimmertemperatur wurden
genomische DNS, Proteine und Zelldebris ausgefallt. Das Lysat wurde durch den QiaFilter
vom Prézipitat getrennt. Nach Zugabe von 2,5 mL ER Puffers folgte eine 30-miniitige
Inkubation auf Eis. In der Zwischenzeit erfolgte die Aquilibrierung der Sdule mit 10 mL
Aquilibrierungspuffer. Die Siule wurde mit dem Lysat beladen und nach dem Durchlauf 2
Mal mit Waschpuffer gewaschen. Nach Uberfilhren der Siule auf ein neues
Zentrifugenrohrchen erfolgte die Elution der Plasmid-DNS mit Elutionspuffer. Durch
Zugabe von 10,5 mL Isopropanol und anschlieBender 60-miniitiger Zentrifugation bei
4000 rpm und 4 °C wird die Plasmid-DNS prézipitiert. Das Pellet wurde mit 5 mL
70%igem Ethanol gewaschen und 30 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Sediment fiir 5-10 min an der Luft getrocknet.

Die Plasmid-DNS wurde in 400 uLL EB-Puffer aufgenommen und analysiert.

33



Methoden

3.2.5 spektrophotometrische und elektrophoretische Analyse der
Plasmid-DNS

Die Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNS erfolgte mit Hilfe der UV-
Spektrophotometrie. Hierzu wurden die Extinktionen einer 1:100 Verdiinnung der Probe

mit EB-Puffer bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Die Konzentration der Plasmid-DNS

ergab sich aus der Gleichung C[u—“ﬂ =Es6onm -V -F , wobei V der Verdiinnungsfaktor
m

und F ein Faktor fiir DNS von 50 pg/mL ist. Die Reinheit der isolierten Plasmid-DNS
ergab sich aus dem Quotienten Eye0/E2g0. Mit Hilfe eines 1%igen Agarosegels wurde die
Integritit der DNS elektrophoretisch iiberpriift. Hierzu wurden 10 pL einer 1 pg/mL DNS-
Losung mit 2 pL. 6 x Probenpuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und etwa 30 min bei
ca. 100 V aufgetrennt. Als DNS-Leiter diente der mass ruler high range von Fermentas.
Im Anschluss wurde das Gel 45 min in einer SybrGold-Losung inkubiert und die
angefarbten Banden durch UV-Licht sichtbar gemacht.

3.3 Pharmakologie

3.3.1 Pharmakologische Manipulation organotypischer Schnittkultu-ren

Organotypische Schnittkulturen des neonatalen Kortex der Maus wurden nach einer
Kulturzeit von 4 bis 5 div unterschiedlichen Antagonisten ausgesetzt. Bei allen Versuchen
wurde das Kulturmedium durch NB-Medium ohne B27 ersetzt. Kontrollkulturen wurden
mit dem gleichen Volumen des Losungsmittels des entsprechenden Antagonisten
behandelt. Nach 6, 12 und 24 Stunden wurden die Kulturen 30 min mit 4 %
Paraformaldehyd (PFA) fixiert und nachfolgend mittels immunzytochemischer Verfahren
untersucht. Im Folgenden sind die verwendeten Antagonisten, ihre Wirkung, die finale
Konzentration sowie das verwendete Losungsmittel aufgelistet. Alle Antagonisten wurden

als Stammldsung bei -20 °C gelagert.

Antagonist Wirkung ¢ [uM]  Losungsmittel

CNQX Inhibition = von  AMPA/Kainat- 10 DMSO
Rezeptoren (AMPA/Kainat-R)

() CPP Inhibition von NMDA-Rezeptoren 20 H,O
(NMDA-R)
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GABAzin Inhibition von GABA-Rezeptoren 100 DMSO
(GABAA-R)

GYKI 52466 Inhibition von AMPA Rezeptoren 80 DMSO
(AMPA-R)

Ifenprodil Inhibition der NR2B Untereinheit 3 H,O
des NMDA-R

k252a Inhibition der Tyrosinkinase- 0,2 DMSO
aktivitdt von Trk-Rezeptoren

Mefloquin Inhibition von Connexin 36 25 DMSO

Nifedipin Inhibition spannungsabhingiger L- 10 DMSO
Typ Ca** Kanile (L-VDCC)

NVP-AMMO77 Inhibition der NR2A Untereinheit 0,4 H,O
des NMDA-R

Staurosporin Kinaseinhibitor 0,1 DMSO

TTX Inhibition spannungsabhingiger Na" 1 Zitratpuffer
Kanile (VDSC)

Z-VAD-FMK Caspaseinhibitor 50 DMSO

3.3.2 Pharmakologische Manipulation dissoziierter kortikaler Kultu-ren

Dissoziierte kortikale Kulturen der neonatalen Maus wurden nach 7 bzw. 12 bis 13 div mit
dem pCaspase3-sensor transfiziert und 12 bis 20 Stunden spiter mit Hilfe der
Konfokalmikroskopie untersucht. Dabei wurden die Kulturen mit kiinstlicher
Zerebrospinalfliissigkeit (ACSF) umspiilt. In einigen Experimenten wurde das ACSF mit
Staurosporin (Endkonzentration: 100 nM), einem Kinaseinhibitor und bekanntem
Apoptosestimulus (Koh et al., 1995; Krohn et al., 1998; Budd et al., 2000) versetzt.
Zusétzlich wurden in weiteren Experimenten 50 uM Z-VAD-FMK, ein Breitband-
Caspaseinhibitor, zugesetzt bzw. die Kaliumkonzentration des ACSF variiert (1,5; 3; 5,3
und 8 mM). Nachfolgend wurden die Deckgldschen mit den Kulturen 15 min in 4 % PFA

fixiert und weiteren histologischen Untersuchungen unterzogen.
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3.4 Farbungen

3.4.1 Immunzytochemische Fiarbungen organotypischer neokorti-kaler

Schnittkulturen

Die Farbung der organotypischen Schnittkulturen erfolgte, nachdem diese vorsichtig von
der Millicell-CM Membran abgehoben und in 24 well Platten iiberfiihrt wurden. Nach der
30-miniitigen Fixierung mit 4 % PFA wurden die organotypischen neokortikalen
Schnittkulturen in phosphate buffered saline (PBS) gewaschen und zunidchst mit einer
0,1 %igen Losung Triton X-100 in PBS fiir 30 min bei Zimmertemperatur auf dem
Schiitteltisch permeabilisiert. Darauf folgte die 1-stiindige Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 5 % BSA in PBS ebenfalls unter Schiitteln bei Zimmertemperatur. Der
Erstantikérper wurde in einer Verdiinnung von 1 zu 400 in 0,1 % Triton X-100 und 5 %
BSA in PBS appliziert. Verwendet wurden ein spezifischer Antikdrper gegen die aktive
Form der Caspase-3 (Aspl75) (Marin-Teva et al., 2004) und zur Charakterisierung der
Kultur ein polyklonaler Antikorper gegen glial fibrillary acidic protein (GFAP). Die
Inkubation erfolgte liber Nacht bei 4 °C.

Am folgenden Morgen wurden die Schnitte drei Mal je 15 min mit PBS gewaschen und
danach der Zweitantikorper, ein polyklonaler biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:400 in 0,1 % Triton X-100 und 5 % BSA in PBS
zugesetzt. Die 2-stiindige Inkubation erfolgte bei Zimmertemperatur auf dem Schiitteltisch.
Danach wurden die Schnitte erneut drei Mal 15 min mit PBS gewaschen und schlieBlich
mit 1 zu 800 in 0,1 % Triton X-100 und 5 % BSA in PBS verdiinntem Alexa488-
gekoppeltem Streptavidin fiir 30 min bei Zimmertemperatur auf dem Schiitteltisch
inkubiert. Nachdem die Schnitte weitere drei Male mit PBS gewaschen wurden, wurden sie
mit dem weiten Ende einer Pasteurpipette aufgenommen und mit Hilfe des
Einbettmediums, Fluoromount-G, auf einen Objekttriger aufgebracht. Im Falle der
Doppelfarbung von Caspase-3 und GFAP wurden die Schnitte nach der Farbung fiir a-
Caspase-3 erneut 15 min in 4 % PFA fixiert und danach der zweiten Farbung fiir GFAP
unterzogen. Als zweiter Fluorophor dient dabei Cy3-gekoppeltes Streptavidin in gleicher

Verdiinnung wie oben beschrieben.
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3.4.2 Immunzytochemische Firbungen dissoziierter kortikaler Kul-turen

Dissoziierte kortikale Kulturen wurden zunéchst nach der 15-miniitigen Fixierung mit 4 %
PFA mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Permeabilisierung mit 0,1 % Triton
X-100 in PBS fiir 2 min. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch 2-stiindige
Inkubation mit 5 % BSA in PBS blockiert. Im Anschluss wurde der Erstantikorper,
Aspl75, GFAP oder ein gegen das microtubule associated protein-2 (MAP-2) gerichteter
Mausantikorper, in einer Verdiinnung von 1 zu 400 in 0,1 % Triton X-100 und 5 % BSA in
PBS appliziert. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Nach 3-maligem Waschen mit
PBS wurde der Zweitantikorper, biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen- oder Alexa568-
gekoppelter-anti-Maus-Antikorper zugegeben und 2 Stunden bei Zimmertemperatur auf
dem Schiitteltisch inkubiert. Nach weiterem 3-maligem Waschen mit PBS wurden die
dissoziierten Kulturen 30 min mit Alexa488-gekoppeltem Streptavidin (1 zu 800 in 0,1 %
Triton X-100 und 5 % BSA in PBS) inkubiert. Im Anschluss wurden die Kulturen weitere
3 Mal mit PBS gewaschen, kurz in Wasser eingetaucht und mittels Fluoromount-G auf

Objekttragern immobilisiert.

3.4.3 Biozytinfirbung einzelner Neurone

Einzelne Neurone von dissoziierten Kulturen des Neokortex der neugeborenen Maus
wurden an 14 div mit Hilfe einer Mikropipette mit Biozytin gefiillt und im Anschluss mit
4 % PFA fixiert. Nach 2-miniitiger Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-100 in PBS
erfolgte die 2-stiindige Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mittels 5 % BSA in
PBS. Danach wurden die Neurone 30 min mit Alexa488-gekoppeltem Streptavidin (1 zu
800 in 0,1 % Triton X-100 und 5 % BSA in PBS) inkubiert. Nach 3-maligem Waschen

wurden die Deckgldschen mittels Fluoromount-G auf einen Objekttriger aufgebracht.

3.4.4 TUNEL-Firbung

Das Prinzip der TUNEL-Firbung beruht auf der Detektion der DNS-Fragmentierung
wihrend der Apoptose. Die terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) fiigt an 3” blunt
ends der DNS-Fragmente bzw. an Strangbriiche Desoxynukleotide an. Im Fall des TUNEL
wird markiertes Desoxyuridin eingebaut. Erstmalig wurde diese Methode von Gavrieli
1992 etabliert (Gavrieli et al., 1992). Die Prozedur wurde gemdfl den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Zunédchst wurden die fixierten dissoziierten Kulturen 2 Mal mit
PBS gewaschen und im Anschluss 2 min auf Eis mit dem Permeabilisierungspuffer

inkubiert. Danach wurde sofort 2 Mal mit PBS gewaschen. Im Folgenden wurde die
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Reaktionslosung zugegeben (90 % TMR-markiertes Desoxyuridin-Losung und 10 %
Enzymlosung) und die Kulturen 1 h bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Kulturen wurden
erneut 3 Mal in PBS gewaschen, dann kurz in Wasser getaucht und schlie8lich mit Hilfe

des Einbettmediums Fluoromount-G auf Objekttriger aufgebracht.

3.5 Mikroskopie

3.5.1 Epifluoreszenzmikroskopie und Quantifizierung der a-Caspa-se-3

positiven Zellen

Die Quantifizierung der Zellen in organotypischen und dissoziierten neokortikalen
Kulturen, die immunzytochemisch positiv fiir die aktivierte Form der Caspase-3
(a-Caspase-3) waren, erfolgte an einem aufrechten Mikroskop (Olympus BX51 WI) mit
einer Quecksilberlampe. Grine und Rote Fluoreszenz werden durch eine
Quecksilberlampe bei 488 nm (Anregungsfilter: HQ 470/40) und 568 nm (Anregungsfilter:
565/30) angeregt. Die immunzytochemisch gefirbten Priparate wurden in 60-facher
Vergroflerung (60-fach/0,9 N.A. Wasserimmersionsobjektiv, Olympus) betrachtet. Dies
korrespondierte mit einem Gesichtsfeld von 125 pm?®. In organotypischen Schnittkulturen
wurden 18 dieser Felder hinsichtlich a-Caspase-3 positiver Zellen untersucht und
ausgezahlt (Abb. 7). Die Lage der Felder war dabei so gewihlt, dass in allen untersuchten
Schnittkulturen die gleichen 18 Felder, die alle Schichten des Neokortex mit einschlossen,
ausgezihlt wurden. Mit Hilfe des Mikromanipulators SM-5 wurde fiir jedes Feld der Fokus
so manipuliert, dass alle gefirbten Zellen eines Feldes fiir die gesamte Tiefe der

Schnittkultur gezihlt werden konnten.
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Abb. 7. Quantitative Analyse a-Caspase-3 positiver Zellen in organotypischen Schnittkulturen: Gezeigt
ist die Durchlichtaufnahme einer 5 div alten organotypischen Schnittkultur. Die 18 Kreise markieren die
Gesichtsfelder, in denen bei 60-facher Vergroferung mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie die Anzahl der

aktive-Caspase-3 positiven Zellen bestimmt werden.

Zellen in dissoziierten neokortikalen Kulturen, die mit dem pCaspase3-sensor Vektor
transfiziert waren, wurden auf dem gesamten Deckgldschen ausgezihlt. Dabei wurde die
Unterscheidung zwischen a-Caspase-3 positiven und negativen Zellen anhand der
Lokalisation des Caspase3-sensors getroffen. Im Vergleich dazu wurden dissoziierte
Kulturen, die immunzytochemisch mit Aspl175 gefirbt wurden, in Gesichtsfeldern bei 60-
facher VergroBerung ausgezdhlt und der Prozentsatz der a-Caspase-3 positiven,
apoptotischen Zellen ergab sich relativ zur Gesamtzahl der untersuchten Zellen, die im

Durchlichtbild desselben Feldes ausgezédhlt wurden.

3.5.2 Statistische Auswertung der pharmakologischen Manipulation

organotypischer kortikaler Schnittkulturen

Da keine offensichtlichen Unterschiede hinsichtlich der Zahl apoptotischer Zellen
zwischen den untersuchten Feldern einer organotypischen Schnittkultur ersichtlich waren,
wurden alle Daten einer Schnittkultur zusammengefasst und der statistischen Analyse mit
dem SPSS Programm unterzogen. Student t-test und ANOVA mit nachfolgendem
Newman-Keuls post hoc Test wurden fiir Datensitze, die einer Normalverteilung
entsprachen, angewendet. Ansonsten wurde der Mann-Whitney bzw. Kruskal-Wallis Test
mit anschlieBendem Dunn post hoc Test fiir die statistische Auswertung genutzt. Die

Darstellung der Daten erfolgte jeweils als arithmetisches Mittel der untersuchten Felder +
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SEM. In den meisten Histogrammen wurde die Kontrolle = 100 % gesetzt und alle

weiteren Konditionen als Prozentsatz derselben angegeben.

3.5.3 Konfokalmikroskopie und Echtzeitanalyse des Caspase-3 ab-
hangigen Zelltodes

Aufnahmen von immunzytochemisch gefarbten organotypischen und dissoziierten
neokortikalen Kulturen wurden mit Hilfe eines Nipkow Spinning Disk konfokalen Systems
(QLC100, Visitech) an einem aufrechten Mikroskop (Olympus BX51 WI) mittels einer
digitalen CCD Kamera (CoolSnap HQ) erhalten. Ein elektronischer Shutter (UniBlitz,
Electronics) wurde iliber das Bilderfassungsprogramm Metamorph gesteuert. Rote und
griine Fluoreszenz wurden durch einen Krypton/Argon Laser bei einer Wellenlinge von
568 nm (Emissionsfilter HQ620/60) bzw. 488 nm (Emissionsfilter HQ525/50) angeregt.
Wasserimmersionsobjektive (20- und 60-fach, Olympus) sowie ein 4-fach Luftobjektiv
(Olympus) wurden fiir die Aufnahmen genutzt.

Dissoziierte Kulturen, die mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfiziert worden waren,
wurden in Echtzeit {iber einen Zeitraum von bis zu 12 Stunden mit Hilfe des konfokalen
Systems analysiert. Dazu wurden die Deckgléschen in einer Analysenkammer (Luigs und
Neumann) immobilisiert und durch ein Perfusionssystem mit ACSF umspiilt
(Durchflussrate: 1,5 mL/min). Die Ionenzusammensetzung des ACSF war der des NB/B27
nachempfunden (Brewer et al., 1993). Die Temperatur der Kammer wurde mittels eines
Temperaturreglers (Luigs und Neumann) bei 37 °C gehalten. Die Positionen transfizierter
Neurone wurden mittels eines computergesteuerten Mikromanipulators (SM-5) und des
Programms cell locator gespeichert und wiederholt angesteuert. Mit Hilfe der CCD
Kamera und des Metamorph Programms wurden Stapel- (stacks) und Einzelbilder der
Neurone zu verschiedenen Zeiten des Experiments aufgenommen. Die Zeitintervalle
zwischen 2 Aufnahmen variierten dabei je nach Fragestellung zwischen 15 Minuten bei der
Charakterisierung der Translokation des tCaspase3-sensors und einer Stunde bei 12
Stundenanalysen der Kulturen. Nach Abschluss des Experiments wurden die Deckglédschen

in 4 % PFA fixiert.
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3.5.4 Quantifizierung der Translokation des tCaspase3-sensors

Stapelbilder wurden zunédchst mit Hilfe der stack arithmetics Funktion des Metamorph
Programms durch eine Linearaddition der Fluoreszenzintensititen auf ein Einzelbild
reduziert. Um die Translokation des tCaspase3-sensors zu analysieren, wurden fiir jeden
Zeitpunkt die durchschnittlichen Fluoreszenzintensitidten des Nukleus und des gesamten

Somas ermittelt. Von beiden Werten wurde die Hintergrundfluoreszenz abgezogen. Der

gebildete Quotient: R :M wurde normiert, da R; fiir verschiedene Neurone sehr
| Soma

stark variierte. Dazu wurde R; durch das arithmetische Mittel der Quotienten unter

Kontrollbedingungen, Ry beim Zeitpunkt t = -100 bis 0 min, dividiert. Daraus ergab sich

die Gleichung Bt _ ]’VUk’eUS (0)/ ZSoma(f) fiir alle in den Graphen angegebenen Punkte. Aus
Ro  INukieus (0)/1Soma(0)

diesen lie sich der Startpunkt der Translokation (T) mit Hilfe der Gleichung
Rr =R +4-SD bestimmen; d.h. der Zeitpunkt, an welchem der normierte Quotient
0

dem arithmetischen Mittel aller Kontrollquotienten + 4 Mal der Standardabweichung
entsprach, wurde als T angesehen. Weiterhin konnte aus den Graphen ein Plateauwert fiir
den Quotienten ermittelt werden. Dabei wurde die Dauer der Translokation (Dr) als die
Differenz der Zeiten bei 90 und 10 % des Plateauwertes definiert. Aus diesem Wert ergab
sich nachfolgend die Translokationsgeschwindigkeit (vr) als Quotient aus der Differenz
der Ratio bei 90 und 10 % und der Translokationsdauer

(Rt /Ro)oo = (Rt /Ro)io

Dr

DT = t90 —tlound Vr =

Durch nicht-lineare Regressionsanalyse mit Hilfe des SPSS Programms ergab sich, dass

der Zeitverlauf der Translokation des tCaspase3-sensors durch eine Boltzmannverteilung,

Rt _,, (b-a)

c—t

0 v
1+e

der allgemeinen Gleichung: beschrieben wurde, wobei a der

normalisierte Startwert, b der Plateauwert, ¢ eine spezifische Konstante fiir das jeweils
untersuchte Neuron und d die Anstiegssteilheit der Kurve war. Fiir alle analysierten
Neurone wurden auch nach Anpassung der Daten an diese Gleichung Startzeit,
Translokationsdauer und Translokationsgeschwindigkeit berechnet. Bei allen weiteren
Histogrammen zur Untersuchung der dissoziierten kortikalen Kulturen wurden Student t-

Test bzw. ANOV A mit nachfolgendem Newman-Keuls post hoc Test oder Kruskal-Wallis
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Test mit anschlieBendem Dunn post hoc Test fiir die statistische Analyse der Daten

verwendet. Alle Histogramme wurden als arithmetisches Mittel =+ SEM dargestellt.

3.6 Elektrophysiologie: Feldpotentialmessungen mit dem MEA-Chip

Mit Hilfe des MEA-Chips wurden die Aktivititsmuster von dissoziierten neokortikalen
Kulturen an verschiedenen Kulturtagen durch Feldpotentialmessungen analysiert. Die
Kulturen wuchsen auf MEA-Chips mit einer Grundflidche von 254 mm?, 60 extrazelluliren
Titaniumnitrit-Elektroden mit einem Abstand von 200 pm zur nichsten Elektrode, einem
Elektrodendurchmesser von 30 um und einer integrierten Referenzelektrode. Die Analyse
erfolgte mittels eines MEA 1060-INV-BC Systems, das auf ein inverses Mikroskop
(Optika microscopes) montiert war. Zur Datenerhebung diente das MEA Rack Programm.
Die spontanen Anderungen der Feldpotentiale in dissoziierten kortikalen Kulturen (4 div-
15 div) wurden jeden Tag jeweils 15 min lang mit einer Abtastrate von 25 kHz gemessen.
Nur Signale, die den Schwellenwert, gesetzt bei der 6-fachen Standardabweichung von der
Grundlinie, tiberschritten, wurden als spike registriert. Die weitere Auswertung der spikes

erfolgte durch das Matlab Version 6.5 Programm.

3.7 Bild- und Textverarbeitung

Die mit dem Metamorph Programm aufgenommenen Bilder wurden mittels des
Bildbearbeitungsprogramm Photoshop 7.0 bearbeitet und mit Hilfe von CorelDraw
beschriftet. Zur Textverarbeitung und Tabellenkalkulation wurde MS Office 2003

verwendet. Die Referenzverwaltung erfolgte mit Referenz Manager.
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4. Ergebnisse

4.1 Caspase-3 abhingige Apoptose in neokortikalen orga-

notypischen Schnittkulturen

Um die Rolle elektrischer Aktivitit und die Bedeutung verschiedener ligandengesteuerter
und spannungsabhéngiger lonenkanile fiir die Apoptose wahrend der frithen Entwicklung
des Neokortex zu untersuchen, wurden organotypische Schnittkulturen des
somatosensorischen Kortex der neugeborenen Maus angefertigt (Abb. 8). Biozytin gefiillte
Pyramidenzellen in den organotypischen Schnittkulturen zeigten die typische Morphologie
dieses Neuronentyps mit ausgepragten dendritischen Verzweigungen und Axonen, die sich
iiber mehrere kortikale Schichten bis zu 850 um Linge erstreckten (Abb. S8A,
Detailansicht).

Um Caspase-3-abhingige Apoptose zu untersuchen, wurden die organotypischen Kulturen
im Anschluss an die pharmakologische Manipulation fixiert und mit Hilfe eines
Antikorpers gegen a-Caspase-3 gefarbt (Abb. 8B). Da die Aktivierung der Caspase-3 ein
frithes Ereignis wihrend des Apoptoseprozesses darstellt (Marin-Teva et al., 2004), zeigten
viele immunzytochemisch gefiarbte Neurone eine normal erscheinende Morphologie (Abb.
8B, Detailansicht). In einem vorangegangenen Experiment an akuten Schnitten des frithen
postnatalen Kortex konnte beobachtet werden, dass Neurone in einem fortgeschrittenen
Stadium der Apoptose eine Kolokalisation der TUNEL- und immunzytochemischen
a-Caspase-3 Féarbung sowie eine Fragmentierung des Nukleus zeigten (Abb. 8E). Mit Hilfe
einer Doppelfarbung gegen a-Caspase-3 und den Astrozytenmarker GFAP konnte
ausgeschlossen werden, dass bei der Quantifizierung der apoptotischen Neurone unter
apoptoseinduzierenden Bedingungen eine Verfilschung der Ergebnisse durch apoptotische
gliale Zellen eintrat (Abb. 8F-I).

Zunichst wurde die Zahl der Neuronen mit a-Caspase-3 zu verschiedenen Zeitpunkten der
normalen in vitro Entwicklung bestimmt. Wéahrend der ersten 2 Tage nach der Praparation
der Schnittkulturen zeigten diese eine sehr hohe a-Caspase-3 Immunreaktivitit in allen
Schichten der Kultur. Diese verringerte sich nach 4 div und blieb nachfolgend konstant.
Alle nachfolgenden Experimente wurden an 4 bis 6 div ausgefiihrt, einer Zeit, in der die
Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen auf ein basales Niveau abgefallen war (Abb. 8C).

Weiterhin ist von kortikalen Schnittkulturen dieses Alters bekannt, dass sie spontane
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Aktivitét zeigen, welche der Situation im frithen postnatalen Nagerneokortex in vivo dhnelt
(Khazipov und Luhmann, 2006).

Organotypische Schnittkulturen wurden 6, 12 und 24 Stunden in der Abwesenheit von B27
in Neurobasalmedium (NB) kultiviert, fixiert und im Anschluss immunzytochemisch
hinsichtlich der Anzahl Caspase-3 positiver Zellen untersucht. Durch dieses Experiment
sollte die Abhdngigkeit der Schnittkulturen von der externen Bereitstellung trophischer
Faktoren tiberpriift werden. Die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen blieb unter B27-Entzug
tiber die beobachteten 24 Stunden weitgehend konstant und war nicht signifikant
verschieden von der in NB/B27 kultivierten Kontrolle (Abb. 8D). Zusitzlich wurde
festgestellt, dass die Applikation von TTX in der Gegenwart von B27 keinen Effekt auf
das Uberleben kortikaler Neurone in organotypischen Kulturen hatte. Dies deutet darauf
hin, dass B27 fiir den Verlust der iiberlebensfordernden Wirkung spontaner Aktivitét
kompensieren kann. Folglich wurden alle pharmakologischen Manipulationen in NB-

Medium ohne B27 durchgefiihrt.
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Abb. 8. Kortikale Organisation und zellulire Morphologie in organotypischen neokortikalen
Schnittkulturen und Abhiingigkeit von externen trophischen Faktoren: A Gezeigt ist das Ubersichtsbild
einer 5 div alten Kultur und der globalen Morphologie. Eingefiigt ist das Bild einer Biozytin gefiillten
Pyramidenzelle mit verzweigtem Axon, das sich iiber alle Schichten der Schnittkultur erstreckt. Weitere
Beispiele Biozytin gefiillter Neurone sind in der Detailansicht in stirkerer Vergroferung zu sehen. B In allen
Schichten der Schnittkultur findet man apoptotische Zellen, die durch die a-Caspase-3 Antikorperfarbung
sichtbar gemacht werden konnen. In stirkerer VergroBerung (Detailansicht) erkennt man die erhaltene
neuronale Morphologie einiger Zellen. C Gezeigt ist die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen pro Gesichtsfeld
in organotypischen Kulturen an ausgewihlten div. Deutlich ist eine signifikante Abnahme a-Caspase-3
positiver Zellen nach 5 div zu erkennen (Kruskal-Wallis Test p < 0,0001; Dunn post hoc Test p > 0,05
zwischen den div wie angegeben; ns p > 0,05; *** p < 0,001 n > 3 fiir alle Zeiten). D Der Entzug von B27 fiir
eine Dauer von bis zu 24 Stunden erhdht nicht die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen zwischen den einzelnen
Inkubationszeiten (Kruskal-Wallis Test p > 0,05; Dunn post hoc Test p > 0,05 zwischen den Zeitpunkten; n >
5 fiir alle Zeiten) und im Vergleich zur Kontrolle (Mann-Whitney Test p > 0,05; n > 5 fiir alle Zeiten). E In
einer spaten Phase der Apoptose zeigen Zellen in Schnitten des postnatalen Kortex Caspase-3 Aktivitit und
DNS-Fragmentierung, die durch die TUNEL-Farbung nachgewiesen werden kann. Auch eine
Fragmentierung des Zellkerns ist zu erkennen (Pfeilspitzen). F-I Unter apoptoseauslosenden Bedingungen
(CPP/CNQX fiir F; TTX fiir G-I) sind a-Caspase-3 immunreaktive Zellen mit neuronaler Morphologie zu
erkennen (G). Man findet jedoch keine Kolokalisation mit dem Astrozytenmarker GFAP (F, I).
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4.1.1 Die aktivititsabhiingige Kontrolle der neuronalen Apoptose

Die Blockade spontaner Netzwerkaktivitit durch Inhibition von VDSCs fiihrt in
verschiedenen Neuronenpopulationen zu Apoptose (Thompson und Holt, 1989; Planells-
Cases et al., 2000; Fishbein und Segal, 2006). Durch pharmakologische Manipulation
wurde die Netzwerkaktivitdt der organotypischen Schnittkulturen veréndert. Damit sollte
untersucht werden, in wie weit das Uberleben kortikaler Neurone in Kultur abhiingig von
der elektrischen Aktivitit ist.

Organotypische Schnittkulturen wurden an 4-6 div mit TTX, einem Inhibitor von VDSCs,
behandelt und nach 6, 12 und 24 Stunden fixiert und immunzytochemisch hinsichtlich der
Aktivierung von Caspase-3 untersucht (Abb. 9A, B). Zu allen untersuchten Zeiten war die
Anzahl a-Caspase-3 positiver Zellen signifikant hoher als die der Kontrollen, die ohne
Antagonisten kultiviert wurden (Abb. 9C). Im Durchschnitt betrug die Zahl der a-Caspase-
3 positiven Neurone 246,7 + 8,9 (6 h), 228,6 £ 11,2 (12 h) und 261,6 = 9,8 (24 h) % der
Kontrollwerte. Durch Doppelfirbung mit einem Antikorper gegen GFAP konnte
ausgeschlossen werden, dass gliale Zellen mit in die Quantifizierung der Apoptose
eingingen. Es konnte keine Kolokalisation von immunzytochemisch hinsichtlich a-

Caspase-3 und GFAP gefarbten Zellen festgestellt werden (Abb. 8F-I).
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Abb. 9. Einfluss der Netzwerkaktivitit auf das neuronale Uberleben: A, B Gezeigt sind
Fluoreszenzaufnahmen von Schnittkulturen, die unter Kontrollbedingungen oder in der Gegenwart von 1 uM
TTX kultiviert wurden. Deutlich zu sehen ist die homogene Verteilung a-Caspase-3 positiven Zellen in allen
Schichten der Kultur und die deutliche Zunahme der a-Caspase-3 Immunreaktivitit unter Bedingungen der
Suppression spontaner Netzwerkaktivitit. C Das abgebildete Histogramm zeigt den Prozentsatz
apoptotischer Neurone im Vergleich zur Kontrolle. Nach 6, 12 und 24 Stunden in der Gegenwart von TTX
ergibt sich eine signifikante Erhéhung der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen (Mann Whitney Test p <
0,0001; n = 12 Schnittkulturen fiir alle Zeiten).
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Somit hatte die Inhibition von VDSCs durch TTX und die damit verbundene Supression
spontaner Netzwerkaktivitit in organotypischen Schnittkulturen einen signifikanten

negativen Effekt auf das Uberleben kortikaler Neurone.

4.1.2 Die Bedeutung ionotroper Glutamatrezeptoren fiir das Uberleben

kortikaler Neurone

Die Inhibition ionotroper Glutamatrezeptoren in organotypischen kortikalen
Schnittkulturen hat eine Suppression der spontanen Netzwerkaktivitit zur Folge (Heck et
al., 2007). Um den Einfluss ionotroper Glutamatrezeptoren auf das Uberleben kortikaler
Neurone zu untersuchen, wurden 4 bis 6 div alte Schnittkulturen des somatosensorischen
Kortex der neugeborenen Maus mit Antagonisten von AMPA/Kainat- und NMDA-Rs
inkubiert. Nach 6, 12 und 24 Stunden wurden die so behandelten Schnittkulturen fixiert
und immunzytochemisch auf die Aktivierung der Caspase-3 untersucht.

Sowohl der AMPA/Kainat-R Antagonist CNQX als auch der spezifische AMPA-R
Inhibitor GYKI 52466 fiihrten zu einem signifikanten Anstieg der Zahl a-Caspase-3
positiver Zellen im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle (Abb. 10A, B). Dies konnte fiir
alle drei untersuchten Zeitraume (6, 12 und 24 h) nachgewiesen werden. Durch
immunzytochemische Doppelfarbungen mit dem Astrozytenmarker GFAP konnte gezeigt
werden, dass die a-Caspase-3 positiven Zellen keine Astrozyten waren (Abb. 81). Auch der
NMDA-R Antagonist CPP 16ste an allen untersuchten Zeitpunkten einen signifikanten
Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen in den Schnittkulturen aus (Abb. 10C-F).
Durch Aufnahmen bei stirkerer VergroBBerung konnte gezeigt werden, dass a-Caspase-3
positive Zellen unter diesen Bedingungen neuronale Morphologie aufwiesen und dass a-
Caspase-3 vornehmlich im Soma der Neurone zu finden war (Abb. 10E). Zudem zeigten
einige der a-Caspase-3 positiven Zellen eine gut erhaltene neuronale Morphologie (Abb.
10E, Pfeil), wihrend andere durch typische Anzeichen fortgeschrittener Apoptose

charakterisiert waren.
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Abb. 10. Einfluss von ionotropen Glutamatrezeptoren auf das neuronale Uberleben: A Die Inhibition
von AMPA/Kainat-Rs fiir 6, 12 und 24 Stunden durch 10 pM CNQX fiihrt fiir alle untersuchten Zeitrdume
zu einem signifikanten Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen in den kortikalen Schnittkulturen
(Mann-Whitney Test p < 0.0001; n = 9 Schnittkulturen fiir alle Zeiten). B Derselbe Effekt wurde bei der
Applikation von 80 uM GYKI 52466, einem spezifischen AMPA-R Antagonisten, beobachtet (Mann-
Whitney Test p < 0.001; n = 6 Schnittkulturen fiir alle Zeiten). C-E Im Vergleich zu den Kontrollschnitten
(C) zeigen organotypische kortikale Kulturen, die in Gegenwart des NMDA-R Antagonisten CPP (20 pM)
kultiviert wurden (D), einen starken Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen. Diese sind homogen iiber
alle Schichten der Schnittkultur verteilt. Bei stirkerer VergroBerung (E) ist deutlich die neuronale
Morphologie der a-Caspase-3 positiven Zellen zu erkennen. Einige der Neurone zeigen eine gut erhaltene
Morphologie (Pfeile) wihrend andere typische morphologische Verdnderungen der Apoptose, wie
verkleinerte Somata und die Degeneration von Dendriten, erkennen lassen (Pfeilspitze). F Die
Quantifizierung a-Caspase-3 positiver Zellen zeigt fiir alle untersuchten Zeiten eine signifikante Erhdhung
der Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone in den Schnittkulturen, die mit CPP behandelt wurden (Mann-

Whitney Test p < 0.0001; n =9 Schnittkulturen fiir alle Zeiten).

Im Weiteren sollte der Einfluss unterschiedlicher NMDA-R Untereinheiten auf das
Uberleben von kortikalen Neuronen untersucht werden. Dazu wurden spezifisch die
NR2A-Untereinheit mit 400 nM NVP-AMMO77 (Berberich et al., 2005) bzw. die NR2B-
Untereinheit mit 3 uM Ifenprodil (Williams, 1993) inhibiert. NVP-AMMO077 Applikation
fiir 6, 12 und 24 Stunden induzierte einen signifikanten Anstieg in der Zahl a-Caspase-3
positiver Zellen verglichen mit der Kontrolle (Abb. 11A). Der Prozentsatz a-Caspase-3
positiver Zellen in den NVP-AMMO07 behandelten Kulturen war im Vergleich zu den
Kontrollen nach 6-stiindiger Inkubation mit dem Antagonisten am stirksten erhoht (219,1
+ 6,5 %) und nahm nach 12 h (171,8 £ 6,3 %) und 24 h (144,5 + 6,3 %) signifikant ab.

Die Behandlung der organotypischen Schnittkulturen mit Ifenprodil ergab nach 6-stiindiger

Inkubation keinen signifikanten Unterschied in der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen
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verglichen mit den Kontrollen. Erst bei Einwirkzeiten von 12 und 24 Stunden war die

Anzahl der a-Caspase-3 positiven Zellen signifikant erhoht (Abb. 11B).
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Abb. 11. Bedeutung der Untereinheitenzusammensetzung von NMDA-R fiir die aktivititsabhingige
Apoptose: A Organotypische Schnittkulturen wurden mit 400 nM des NR2A-Antagonisten NVP-AMMO077
inkubiert und immunzytochemisch hinsichtlich der Aktivierung von Caspase-3 untersucht. Deutlich ist ein
zeitabhingiger Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen zu sehen. Dieser war zu allen Zeitpunkten
signifikant hoéher als in den Kontrollen (Mann-Whitney Test p < 0.001; n = 12 Schnittkulturen fiir alle
Zeiten). Mit zunehmender Inkubationszeit nahm die Anzahl a-Caspase-3 positiver Zellen signifikant ab
(Kruskal-Wallis Test p < 0.0001; Dunn post hoc Test p < 0.001 zwischen den Zeitpunkten; n = 12
Schnittkulturen fiir alle Zeiten). B Inkubation der organotypischen Schnittkulturen mit dem NR2B-
Antagonisten Ifenprodil (3 pM) fiihrt nach 12 und 24 Stunden zu einer signifikanten Erhéhung der Zahl a-
Caspase-3 positiver Zellen gegeniiber den Kontrollen (Mann-Whitney Test p <0.001; n > 9 Schnittkulturen
fiir alle Zeiten). Bei kurzer Inkubationszeit (6 h) ist die Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone signifikant
niedriger als bei 12 und 24 Stunden (Kruskal-Wallis test, p < 0.0001; Dunn post hoc Test p < 0.001 zwischen
6 und 12 bzw. 6 und 24 h).

Zusammenfassend konnte anhand der Untersuchungen gezeigt werden, dass iGluRs einen
Einfluss auf das Uberleben unreifer kortikaler Neurone ausiiben und dass dabei
verschiedene Untereinheiten der NMDA-Rs eine Rolle spielen. Wihrend schon nach
kurzzeitiger Blockade von NR2A-Untereinheiten die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen in
den Schnittkulturen signifikant erhdht war, bedurfte es einer langfristigen Blockade von

NR2B-Untereinheiten, um eine Aktivierung von Caspase-3 zu induzieren.
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4.1.3 Die Aktivierung von L-Typ Kalziumionenkaniilen als sekundirer

Weg der Uberlebenssicherung

Zusammengenommen zeigten die bisherigen Ergebnisse, dass der Kalziumeinfluss durch
iGluRs und insbesondere durch NMDA-Rs ein wichtiger Regulator des
aktivititsabhiingigen Uberlebens in neokortikalen Schnittkulturen ist. Zur weiteren
Untersuchung der aktivitidtsabhéngigen Kontrolle der Apoptose wurden kortikale
Schnittkulturen der neugeborenen Maus an 4-6 div durch die Erhéhung der extrazelluldren
Kaliumkonzentration ([K']ex) auf 25 mM depolarisiert. Nur wenige a-Caspase-3 positive
Zellen konnten unter diesen Bedingungen im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen
werden (Abb. 12A, B). Die Quantifizierung der a-Caspase-3 positiven Zellen zeigte, dass
unter dem depolarisierenden Einfluss einer erhohten [K ).y, die Zahl a-Caspase-3 positiver
Zellen im Vergleich zu den Kontrollen signifikant verringert war (Abb. 12C).

In einem weiteren Experiment sollte gekldrt werden, ob die Depolarisation durch die
Erhéhung der extrazelluliren Kaliumkonzentration auch das neuronale Uberleben unter der
Blockade von NMDA-Rs positiv beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden kortikale
Schnittkulturen mit CPP und 25 mM [K+]ex inkubiert, nach 6 Stunden fixiert und die
Aktivierung von Caspase-3 immunzytochemisch nachgewiesen. CPP induzierte einen
signifikanten Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen. In Kulturen, die CPP und
einer hohen [K'].x ausgesetzt waren, war die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen auf das
Kontrollniveau reduziert. Um zu testen, ob dieser durch hoch [K+]eX vermittelte
iberlebensfordernde Effekt in der organotypischen Kultur auf die Aktivitdt von L-VDCCs
zurlickzufilhren war, wurde der spezifische L-VDCC Antagonist Ifenprodil (10 uM)
zusammen mit CPP und hoch [K']e appliziert. Unter diesen Bedingungen wurde ein
deutlicher Anstieg der Anzahl a-Caspase-3 positiver Zellen beobachtet. Demgegeniiber
hatte die Applikation von Nifedipin in Abwesenheit von CPP und hoch [K']ex keinen
Effekt auf die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen (Abb. 12D). Daraus folgt, dass die
iiberlebensfordernde Auswirkung der Depolarisation der Neuronenmembran bei
unterdriickter NMDA-R Aktivierung durch L-VDCCs vermittelt wird.

Als nichstes wurde geklart, inwieweit die Freisetzung von trophischen Faktoren, die fiir
die Differenzierung und das neuronale Uberleben im ZNS von Bedeutung sind (BDNF,
NT-3 und NT-4/5) (Minichiello und Klein, 1996; Lessmann et al., 2003), auch das
Uberleben von neokortikalen Neuronen unter NMDA-R Blockade und hoch [K+]ex
beeinflussen. Dazu wurden die kortikalen Schnittkulturen mit 200 nM k252a, einem

Inhibitor der Tyrosinkinaseaktivitdt der TrkB- und TrkC-Rezeptoren, inkubiert und fiir 6 h
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in CPP und hoch [K']ec enthaltendem Medium kultiviert. Es konnte erneut beobachtet
werden, dass die Erhdhung von [K']ex die Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone wihrend der
Inhibierung der NMDA-R Aktivierung signifikant senkte. Durch die Inkubation mit k252a
konnte dieser Effekt verhindert werden (Abb. 12E). Die Signalwirkung von BDNF, NT-3
und NT-4/5 ist also maBgeblich an der iiberlebensférdernden Wirkung der durch erhdhte

extrazelluldre Kaliumkonzentration ausgeldsten Depolarisation beteiligt.
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Abb. 12. Bedeutung von L-VDCC fiir das Neurotrophin abhingige neuronale Uberleben wiihrend der
Blockade von NMDA-R: A, B Schnittkulturen des somatosensorischen Kortex der neugeborenen Maus
wurden unter Kontrollbedingungen (A) und in Gegenwart von 25 mM [K']., (B) kultiviert und
immunzytochemisch auf die Aktivierung der Caspase-3 untersucht. Deutlich ist die reduzierte Anzahl
a-Caspase-3 positiver Zellen in der kortikalen Kultur unter hoch [K'] (B) zu erkennen. C Die
Quantifizierung der a-Caspase-3 positiven Zellen in Kontroll- und hoch [K'].,-Kulturbedingungen zeigt die
signifikante Abnahme der Anzahl a-Caspase-3 positiver Zellen unter dem Einfluss hoher [K'], (Mann
Whitney Test p<0,0001; n = 4). D Die Auszdhlung a-Caspase-3 positiver Zellen nach 6-stiindiger
Behandlung mit 10 uM CPP =zeigt einen signifikanten Anstieg verglichen mit den Kontrollen. Eine
gleichzeitige Inkubation der Schnittkulturen mit 25 mM [K']., verhinderte den durch CPP induzierten
Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen. Dieser Effekt war Nifedipin sensitiv (10 uM), wogegen die
Inkubation mit Nifedipin allein keine Auswirkungen auf das neuronale Uberleben hatte (Kruskal-Wallis Test
p < 0,0001; Dunn post hoc Test zwischen den Konditionen wie angegeben; n = 4 Schnittkulturen fiir alle
Bedingungen). E Der iiberlebensfordernde Effekt von hoch [K']., auf Neurone unter NMDA-R Blockade
konnte durch den Tyrosinkinasehemmer k252a (200 nM), der TrkB- und TrkC-Rezeptoren inhibiert,
verhindert werden. Die Zahl der a-Caspase-3 positiven Neuronen stieg unter Zugabe dieses Antagonisten
signifikant an (ANOVA p<0,0001; Newman-Keuls post hoc Test zwischen den Konditionen wie
angegeben; n > 3 Schnittkulturen fiir alle Bedingungen; ** = p <0.01, *** = p < 0.001; ns = p > 0.05).
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4.1.4 Die Bedeutung von GABA, Rezeptoren und Gap Junctions fiir das

aktivititsabhingige neuronale Uberleben

Die Bedeutung GABAerger Signalleitung fiir die Generierung spontaner Netzwerkaktivitét
im unreifen Kortex wurde mehrfach beschrieben (Ben Ari, 2001; Voigt et al., 2001; Opitz
et al., 2002). Um zu untersuchen, ob GABA-Rs einen Einfluss auf das aktivitdtsabhdngige
Uberleben kortikaler Neurone haben, wurden organotypische Schnittkulturen 6, 12 und 24
Stunden mit GABAzin, einem GABAA-R Antagonisten kultiviert und nach der Fixierung
immunzytochemisch auf die Aktivierung von Caspase-3 hin untersucht. An allen
betrachteten Zeitpunkten war die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen signifikant hoher als in
den Kontrollkulturen (Abb. 13A).

Da in einer frihen Entwicklungsphase die Synchronisierung spontaner neuronaler
Netzwerkaktivitdt von GJ vermittelt wird (Kandler und Katz, 1998; Flint et al., 1999;
Dupont et al., 2006), sollte in einem weiteren Experiment geklart werden, wie sich die
Blockade von neuronalen GJ mittels des Connexin 36 spezifischen Inhibitors Mefloquin
auf das kortikale Uberleben auswirkt. Die immunzytochemische Uberpriifung der a-
Caspase-3 positiven Zellen in Kulturen, deren GJs durch Mefloquin inhibiert waren, ergab
eine signifikante Erhohung der Anzahl a-Caspase-3 positiver Zellen nach 24 Stunden der

Mefloquineinwirkung (Abb. 13B).
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Abb. 13. Bedeutung von GABA ,-Rs und neuronalen GJs auf die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen in
neokortikalen Kulturen: A Die Inhibition von GABAA-R mit 100 pM GABAzine fiihrt zu einem
signifikanten Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone in organotypischen neokortikalen
Schnittkulturen nach 6, 12 und 24 h (Mann-Whitney Test **=p< 0.01, *** = p < 0.001; n = 12
Schnittkulturen fiir alle Zeiten). B Die Inkubation organotypischer Schnittkulturen des neonatalen Neokortex
mit 25 uM Mefloquin, einem Antagonisten neuronaler GJ fiihrt nach 24 h zu einem signifikanten Anstieg der
Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone. Nach 6 und 12 h ist keine signifikante Erhohung der Anzahl a-Caspase-
3 positiver Zellen zu beobachten (Mann-Whitney Test ns = p > 0.05, *** = p < 0.001; n > 12 Schnittkulturen

fiir alle Zeiten).
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4.2 Echtzeitanalyse der Caspase-3 abhangigen Apoptose in

neokortikalen Neuronen

Um Aussagen iiber kinetische Parameter des Apoptoseprozesses treffen zu kénnen, wurde
ein Assay entwickelt, mit welchem die Aktivierung der Caspase-3 in Neuronen mit Hilfe
eines EYFP-enthaltenden Caspase3-Aktivititssensors beobachtet werden konnte. In nicht-
neuronalen Zelllinien konnte dieses durch ein Plasmid codierte Protein bereits erfolgreich
als Nachweis fiir die Caspase-3 abhéngige Apoptose angewandt werden (Vos et al., 2003;
Almeida et al., 2005; Elam et al., 2005).

Sieben Tage alte dissoziierte Kulturen des neonatalen Méusekortex wurden durch die
Kalziumphosphatprézipitation mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfiziert. Nach einem
weiteren Tag in Kultur wurden die transfizierten Neurone untersucht. EYFP-positive
Zellen konnten bereits 9 Stunden nach der Transfektion beobachtet werden. Alle
transfizierten Neurone zeigten eine dhnliche Lokalisation der Fluoreszenz im Soma und
den proximalen Fortsétzen, so dass die somatodendritische Morphologie der Zellen gut zu
beobachten war (Abb. 14). Der Nukleus zeigte keine oder eine nur schwache Fluoreszenz.
Im Weiteren wurde die Lokalisation des Caspase3-sensors unter apoptosestimulierenden
Bedingungen analysiert. Dazu wurden die transfizierten dissoziierten Kulturen in eine
Analysenkammer tiiberfiihrt, immobilisiert und mit oxygeniertem ACSF umspiilt. Diese
enthielt unter Kontrollbedingungen 0,1 % DMSO. Bis zu 7 h dnderte sich unter diesen
Bedingungen die Lokalisation des Caspase3-sensors nicht (Abb. 14A und 15A).

Um die Aktivierung der Caspase-3 in den transfizierten Neuronen zu forcieren und damit
die Effizienz des Caspase3-sensors als Nachweis fiir die Apoptose zu testen, wurde dem
ACSF Staurosporin in einer Konzentration von 100 nM zugesetzt. Staurosporin ist ein
potenter Kinaseinhibitor und bekannter Ausloser der Caspase-3 abhingigen Apoptose
(Koh et al.,, 1995; Krohn et al., 1998; Budd et al., 2000). Nach der Zugabe von
Staurosporin wurden von ausgewihlten Neuronen Bilder im Abstand von 15 min
aufgenommen und die durch die Caspase-3 Aktivierung induzierte Translokation des
EYFP-Signals in den Nukleus beobachtet (Abb. 14B, C). Diese wurde hédufig eingeleitet
durch die Bildung eines stark fluoreszierenden perinukledren Rings (Abb. 14C, Pfeilspitze),
der eine plotzliche Erhohung der Fluoreszenz im Nukleus folgte (Abb. 14B Pfeile). Im
Folgenden intensivierte sich die Fluoreszenz des Nukleus, bis nach ca. 30 min die
Translokation des tCaspase3-sensors fast vollstindig erfolgt war und nur ein schwaches
EYFP-Signal im Soma detektierbar war. Danach verblieb das Fluoreszenzsignal stabil im

Nukleus.
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Abb. 14. Staurosporin induzierte Translokation des tCaspase3-sensors: A Unter Kontrollbedingungen
verbleibt das EYFP-Signal im Soma und den proximalen Dendriten des Neurons. B Gezeigt sind
reprasentative Aufnahmen von individuellen Neuronen, die vor (0 min) und zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der Applikation von 100 nM Staurosporin, einem Breitband-Kinaseinhibitor, aufgenommen wurden.
Bei einem der Neurone (Pfeil) kann die Translokation des tCaspase3-sensors in den Nukleus zwischen 15
und 30 min nach der Zugabe von Staurosporin beobachtet werden, wahrend ein anderes Neuron (ungefiillte
Pfeilspitze) die Translokation der Fluoreszenz zwischen 75 und 105 min nach der Applikation von
Staurosporin zeigt. Die Detailansichten in (B) geben die Neurone in stirkerer VergroBerung wieder. Der
Nukleus ist durch einen unterbrochenen Kreis hervorgehoben. C Ein Neuron ist zu 3 Zeitpunkten nach der
Zugabe von Staurosporin gezeigt. Wahrend bei 60 min die EYFP-Fluoreszenz auf das Soma und die
proximalen Dendriten beschrankt ist, wird 75 min nach der Staurosporinapplikation die Bildung eines stark
fluoreszierenden perinukledren Ringes beobachtet (gefiillte Pfeilspitze und Detailansicht). Weitere 15 min

spéter ist die Translokation des tCaspase3-sensors abgeschlossen.
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Damit bietet die Untersuchung der Lokalisation des Caspase3-sensors eine einfach
anzuwendende Methode, um den Zeitpunkt der Caspase-3 Aktivierung in kortikalen

Neuronen zeitnah zu bestimmen.

4.2.1 Die Quantifizierung der Translokation des tCaspase3-sensors

Das Verhiéltnis der EYFP-Fluoreszenz des Nukleus und des gesamten Somas wurde fiir
jeden Zeitpunkt und jedes untersuchte Neuron mit Hilfe des Metamorph Programms
berechnet. Unter Kontrollbedingungen (ACSF mit 0,1 % DMSO) betrug der nicht
normierte Quotient im Mittel 0,68 = 0,04 (n = 13). Wéhrend der Translokation des
tCaspase3-sensors in den Nukleus erhdhte sich der nicht-normierte Quotient auf 1,56 +
0,05 (n=13).

Da die Fluoreszenzintensitit innerhalb der transfizierten Neuronenpopulation stark
variierte, wurde das Verhdltnis R; durch Division durch den Quotienten unter
Kontrollbedingungen Ry normiert, um fiir jedes untersuchte Neuron einen Startwert von 1
zu erhalten. In Abb. 15 sind die normierten Werte fiir die beobachteten Neurone und
betrachteten Zeiten aufgetragen. Fiir die Beobachtung der Zellen unter
Kontrollbedingungen ergab sich fir bis zu 7 h ein konstantes Verhdltnis der
Fluoreszenzintensitidten von etwa 1 (Abb. 15A). Wiahrend der Translokation stieg dieser

Wert sprunghaft auf Werte bis zu 3,4 an (Abb. 15B).
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Abb. 15. Quantitative Analyse der tCaspase3-sensor Translokation: Der Quotient der durchschnittlichen
Fluoreszenzintensitdten des Nukleus und des gesamten Somas ist gegen die Zeit aufgetragen. Dieser wird
mittels der Division durch den Durchschnitt des Quotienten unter Kontrollbedingungen normiert. A Die
Beobachtung von transfizierten Neuronen unter Kontrollbedingungen ergab, dass das Verhiltnis der
Fluoreszenzintensitdten von Nukleus und Soma iiber bis zu 7 h konstant bleibt (n = 4). B Neurone, die den
Caspase3-sensor exprimieren, werden fiir die Zeit -100 bis 0 min unter Kontrollbedingungen beobachtet.
Beim Zeitpunkt t = 0 min wird dem ACSF 100 nM Staurosporin zugesetzt (grauer Balken). Die Applikation
dieses Kinasehemmers induziert die Caspase-3 vermittelte proteolytische Spaltung des Caspase3-sensors und
damit die Translokation des EYFP-Signals in den Nukleus. Dieser Prozess wird deutlich durch einen
sprunghaften Anstieg des Quotienten R/Ry. Die Translokation ist beendet, wenn die Kurve einen Plateauwert
erreicht hat. Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitdt von verschiedenen Neuronen gegeniiber

Apoptosestimulatoren wie Staurosporin zeigt T einen hohen Grad an Variabilitét.

Aus dem in 15B dargestellten Graphen wurden T, Dt und vr ermittelt. Zusétzlich ergaben
sich die rechnerischen Werte dieser Parameter aus der Ermittlung der einzelnen Variablen
der Boltzmannverteilung (Abb. 16A) fiir die Anstiegskinetik des Fluoreszenzsignals in
jedem untersuchten Neuron. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 gegeniiber gestellt. Generell
gab es bei der Ermittlung von T und Dt keine signifikanten Unterschiede zwischen
berechneten und aus dem Graphen abgeleiteten Werten. Sie betrugen fiir T = 61,2 = 9,9
min (n =13; Minimum/Maximum: 20,0 - 127,0 min) fiir den Graphen und T = 48,4 + 11,8
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min (n = 10; Min/Max: 7,8-121,6 min) fiir die berechneten Werte. Fiir die
Translokationsdauer ergaben sich aus dem Graphen Dt = 31,7 £ 6,9 min (n = 5; Min/Max:
18,0 - 56,2 min), aus der Boltzmannverteilung Dt = 46,6 + 8,0 min (n = 10; Min/Max: 17,8
- 86,8 min). Lediglich die mit der Boltzmannverteilung berechnete vy= 0,029 + 0,003
min” (n = 10; Min/Max: 0,011 - 0,042 min"") war signifikant kleiner als die aus dem
Graphen ermittelte vr = 0,064 + 0,013 min’’ (n=5; Min/Max: 0,039 - 0,100 min'l). Daraus
folgend ergibt sich mit der Boltzmannverteilung eine einfache Moglichkeit, kinetische

Parameter fiir die Translokation des tCaspase3-sensors in Nidherung rechnerisch zu

bestimmen.
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Abb. 16. Bestimmung der Translokationsparameter: A Gezeigt ist die nicht-lineare Regressionsanalyse
(oben links) fiir die Werte eines Neurons aus (Abb 15B). Im Graph angegeben sind das Bestimmtheitsmal3
(R2) sowie die mit Hilfe der Variablen der Boltzmannverteilung berechneten Werte fiir T, Dy und vr.
B-D Aufgetragen sind die Mittelwerte fir den Beginn des Translokationsprozesses (B), die
Translokationsdauer (C) und -geschwindigkeit (D), die aus den Graphen (Abb 15B) oder durch nicht-lineare
Regressionsanalyse bestimmt wurden. Fiir T und Dy finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den abgelesenen und berechneten Werten (Student t-Test p > 0,05; n > 10 fiir T; n > 5 fiir Dy). Nur fiir die v
ergab sich ein signifikant kleinerer Wert durch die Berechnung im Vergleich zu dem aus dem Graphen

abgeleiteten (Mann Whitney-Test p < 0,05; n>5).
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4.2.2 Die Bedeutung der Caspase-3 Aktivierung fiir die Translokation des

tCaspase3-sensors

Um zu untersuchen, ob die Translokation des tCaspase3-sensors spezifisch fiir die
Aktivierung von Caspase-3 ist, wurden transfizierte Neurone fiir 30 min mit 100 nM
Staurosporin behandelt, fixiert und immunzytochemisch mit einem gegen a-Caspase-3
gerichteten Antikorper gefarbt. Im Folgenden wurde das Verteilungsmuster des Caspase3-
sensors mit der Antikérperfairbung gegen a-Caspase-3 verglichen. In Zellen, die eine
somatische Lokalisation des EYFP-Signals zeigten, konnte immunzytochemisch keine
Aktivierung der Caspase-3 nachgewiesen werden (Abb. 17A). Zellen, bei denen eine
Translokation des tCaspase3-sensors in den Nukleus stattfand, waren auch
immunzytochemisch positiv gegeniiber a-Caspase-3 (Abb. 17B, C). Auch Beispiele fiir
Zellen mit fragmentiertem Nukleus konnten aufgrund der nukledren EYFP-Fluoreszenz

des tCaspase3-sensors beobachtet werden (Abb. 17C, Pfeilspitze).
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Caspase3-sensor

a-Caspase-3 Uberlagerung

Abb. 17. a-Caspase-3 spezifische Translokation des tCaspase3-sensors: Transfizierte Neurone wurden fiir

30 min 100 nM Staurosporin ausgesetzt, fixiert und immunzytochemisch hinsichtlich der Aktivierung von
Caspase-3 untersucht. In den linken Bildern sind die Fluoreszenzaufnahmen unter Anregung von EYFP
(Caspase3-sensor) zu sehen. In der Mitte gezeigt sind die Fluoreszenzbilder des immunzytochemischen
Nachweises der a-Caspase-3 fiir den gleichen Ausschnitt und rechts die Uberlagerungsbilder der beiden
Féarbungen. Die Detailansichten zeigen die Somata der Zellen in stirkerer VergroBerung. A a-Caspase-3
Immunreaktivitdt kann in Neuronen mit somatischer Lokalisation des Caspase3-sensors nicht beobachtet
werden. B In Neuronen, die eine Translokation des tCaspase3-sensors zeigen, kann die Aktivierung von
Caspase-3 auch immunzytochemisch nachgewiesen werden. C In einigen Zellen mit nukledrer EYFP-
Fluoreszenz und immunzytochemisch detektierter a-Caspase-3 kann eine Fragmentierung des Zellkerns

(Pfeilspitze) beobachtet werden.

Um die Abhéngigkeit der Translokation des tCaspase3-sensors von der proteolytischen
Aktivitdt der a-Caspase-3 weiter zu untersuchen, wurden transfizierte Neurone in
Gegenwart oder Abwesenheit des Breitband-Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK (50 uM)
(Bossy-Wetzel et al., 2004) mit 100 nM Staurosporin behandelt. Neurone, die Z-VAD-
FMK ausgesetzt waren, zeigten eine stabile somatische Lokalisation des Caspase3-sensors
(Abb. 18A). Demgegeniiber war in Neuronen, die mit 100 nM Staurosporin behandelt
wurden, eine Translokation des EYFP-Signals zu beobachten (Abb. 18B). Diese
Translokation in Gegenwart von Staurosporin konnte durch die Pridinkubation mit 50 uM
Z-VAD-FMK verhindert werden (Abb. 18C). Die vollstindige Unterdriickung der durch

Staurosporin induzierten Translokation des tCaspase3-sensors durch die Applikation von
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Z-VAD-FMK konnte anhand von 35 Zellen nachgewiesen werden (Abb. 18D).
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die Translokation des tCaspase3-
sensors spezifisch fiir die Aktivierung von Caspase-3 ist und von der proteolytischen

Aktivitit der Caspasen abhéngt.
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Abb. 18. Abhiingigkeit der Translokation des tCaspase3-sensors von der Caspaseaktivitit: Transfizierte
Neurone wurden entweder mit dem Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK (50 uM) oder 100 nM Staurosporin (Sts)
oder mit einer Kombination der beiden Inhibitoren behandelt. A Applikation von Z-VAD-FMK verandert die
somatische Lokalisation des Caspase3-sensors nicht. B Staurosporin induziert die Translokation des EYFP-
Signals in den Nukleus. C Dieser Effekt kann inhibiert werden, wenn die Kulturen zusétzlich zu Staurosporin
mit Z-VAD-FMK prédinkubiert werden. Die Fluoreszenz des Caspase3-sensors bleibt unter diesen
Bedingungen stabil im Soma lokalisiert. D Der Graph zeigt die Neurone mit nukledrer Lokalisation des
EYFP-Signals als Prozentsatz der Gesamtzahl transfizierter Neurone unter den beschriebenen Bedingungen.
In Gegenwart des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK kann keine Staurosporin-induzierte EYFP-Translokation
beobachtet werden (ANOVA p < 0,0001, Newman-Keuls post hoc Test, ns =p > 0.05; *** =p <0.001; n >
35 Neurone fiir jede Bedingung).
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4.2.3 Der Echtzeitnachweis der Caspase-3 Aktivierung als Marker fiir die
friihe Phase der Apoptose

Um die Translokation des tCaspase3-sensors mit anderen Methoden der Apoptosedetektion
vergleichen zu konnen, wurden transfizierte Kulturen mit Staurosporin behandelt und nach
der Fixierung mit dem TUNEL-Assay hinsichtlich der wahrend der Apoptose auftretenden
DNS-Fragmentierung untersucht (Abb. 19). Neurone, in denen eine auf das Soma
beschrinkte EYFP-Fluoreszenz zu beobachten war, wurden durch das TUNEL-Assay nicht
angefarbt (Abb. 19A, B). Viele Neurone, die eine Translokation des tCaspase3-sensors
zeigten, aber noch keine morphologischen Verdnderungen, waren ebenfalls TUNEL-
negativ (Abb. 19C). Nur Neurone mit nukledrer EYFP-Fluoreszenz, die ihre neuronale
Morphologie verloren hatten, wurden auch durch das TUNEL-Assay gefarbt (Abb. 19D).
Dabei ist in diesem Beispiel auch eine deutliche Gro3enabnahme der Zelle in D gegeniiber
den in A, B und C gezeigten Neuronen zu beobachten. Neben den transfizierten Neuronen
wurden auch einige Zellkerne von Zellen, die den Caspase3-sensor nicht exprimierten,
durch das TUNEL-Assay gefarbt (Abb. 19, Pfeile). Bei diesen Zellen konnte somit
ebenfalls eine DNS-Fragmentierung nachgewiesen werden. Zusammengenommen bedeutet
dies, dass die DNS-Fragmentierung im zeitlichen Verlauf der Apoptose nach der

Aktivierung der Caspase-3 erfolgt.
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Kontrolle

Staurosporin

Abb. 19. Zeitliche Abfolge von Caspase-3 Aktivierung und apoptotischer DNS-Fragmentierung: In den
linken Bildern sind Fluoreszenzaufnahmen von mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfizierten Neuronen zu
sehen. Die mittleren Abbildungen zeigen die dazugehdrigen TUNEL-Farbungen desselben Gesichtsfeldes. In
den rechten Bildern sind beide Aufnahmen {berlagert. A Transfizierte Neurone zeigen unter
Kontrollbedingungen keine Translokation des EYFP-Signals. B Nach der Zugabe von Staurosporin kann in
Neuronen, die eine somatische Lokalisation des Caspase3-sensors zeigen, keine DNS-Fragmentierung mit
der TUNEL-Methode nachgewiesen werden. C Neurone, die eine Translokation des tCaspase3-sensors
zeigen, bei denen aber die neuronale Morphologie noch erhalten ist, sind TUNEL-negativ. D In Neuronen,
die eine Translokation des EYFP-Signals zeigen und ihre neuronale Morphologie verloren haben, kann eine
DNS-Fragmentierung durch das TUNEL-Assay nachgewiesen werden. Die Pfeile in (B) und (C) zeigen

Zellkerne von nicht transfizierten TUNEL-positiven Zellen.
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4.2.4 Der Einfluss der Transfektion auf die Empfindlichkeit kortikaler

Neurone gegeniiber Staurosporin

Um zu untersuchen, ob das verwendete Transfektionsprotokoll einen Einfluss auf das
Uberleben der Neurone hatte oder deren Empfindlichkeit gegeniiber apoptotischen Stimuli
verdnderte, wurde die Aktivierung von Caspase-3 in transfizierten und nicht-transfizierten
Neuronen einer Kultur bzw. zwischen transfizierten und nicht-transfizierten Kulturen
verglichen (Abb. 20).

Transfizierte und nicht-transfizierte Kulturen wurden in Kontrollbedingungen oder 100 nM
Staurosporin fiir 1 h kultiviert. Nach der Fixierung wurden die nicht-transfizierten Kulturen
mittels der Immunzytochemie auf die Aktivierung von Caspase-3 hin untersucht. Bei den
transfizierten Kulturen wurde die Zahl der Zellen, die eine Translokation des EYFP-
Signals zeigten, ermittelt. Unter Kontrollbedingungen war die Zahl der Zellen mit
a-Caspase-3 bei den transfizierten Kulturen gegeniiber den nicht transfizierten Kulturen
leicht, aber nicht signifikant erhoht (Abb. 20A). Bei Zugabe von Staurosporin zeigten
sowohl transfizierte als auch nicht-transfizierte Kulturen eine signifikante Erhohung der
Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen gegeniiber ihren jeweiligen Kontrollen. Diese Erhdhung
war zwischen transfizierten und nicht-transfizierten Kulturen nicht signifikant verschieden
(Abb. 20B).

In einem weiteren Experiment wurden transfizierte und nicht-transfizierte Zellen einer
Kultur miteinander verglichen. Alle Zellen einer Kultur wurden fiir eine Stunde
Kontrollbedingungen oder 100 nM Staurosporin ausgesetzt. Nach der Fixierung erfolgte
der immunzytochemische Nachweis der Caspase-3 Aktivierung. Zellen mit a-Caspase-3
wurden als Prozent der Gesamtzellzahl ausgezéhlt. Nicht-transfizierte Zellen (EYFP-
negativ) wurden anhand der a-Caspase-3 immunzytochemischen Férbung als a-Caspase-3
positiv oder a-Caspase-3 negativ klassifiziert. Transfizierte Neurone (EYFP-positiv)
wurden direkt anhand der Translokation des tCaspase3-sensors als a-Caspase-3 positiv
oder a-Caspase-3 negativ eingeordnet. Die Gesamtzahl EYFP-positiver Zellen wurde
gleich 100 % gesetzt. Zusitzlich wurde auch bei den EYFP-positiven Zellen die Anzahl
immunzytochemisch a-Caspase-3 geféarbter Zellen ermittelt.

Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten transfizierte und nicht-transfizierte Zellen einer
Kultur einen 2-fachen Anstieg des Prozentsatzes von Zellen mit a-Caspase-3 (Abb. 20C).
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Transfektion mit dem pCaspase3-sensor
Vektor keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit der kortikalen Neurone gegeniiber

Staurosporin hatte.
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Abb. 20. Unverinderte Empfindlichkeit transfizierter Neurone gegeniiber Staurosporin: A Nicht-
transfizierte Kulturen wurden mittels immunzytochemischer Farbung auf die Aktivierung von Caspase-3 hin
untersucht. Bei transfizierten Kulturen wurde die Translokation des EYFP-Signals zur Identifizierung von
Neuronen mit a-Caspase-3 genutzt. Transfizierte Kulturen und nicht-transfizierte Kulturen zeigen unter
Kontrollbedingungen vergleichbare Prozentzahlen a-Caspase-3 positiver Neurone (Student t-Test p > 0,05; n
> 4 Kulturen fiir jede Bedingung). B Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollkulturen induziert Staurosporin
einen signifikanten Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen in transfizierten und nicht-transfizierten
Kulturen (Student t-Test * = p < 0,05; ** =p <0,01; n > 4 Kulturen fiir jede Bedingung). Dieser ist zwischen
transfizierten und nicht-transfizierten Kulturen nicht signifikant verschieden (Student t-Test p > 0,05). C
Diese Ergebnisse wurden anhand von nicht-transfizierten und transfizierten Zellen einer Kultur verifiziert.
Staurosporin fiihrt zu einem signifikanten Anstieg in der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen. Dies konnte
durch die Translokation des EYFP-Signals in transfizierten und immunzytochemisch in transfizierten und
nicht-transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen unter
Kontrollbedingungen ist zwischen transfizierten und nicht-transfizierten Zellen ebenso wenig verschieden
wie der Prozentsatz a-Caspase-3 positiver transfizierter und nicht-transfizierter Zellen nach Zugabe von
Staurosporin (ANOVA p < 0,001; Newman-Keuls post hoc Test *** =p < 0,001; p > 0,05 fiir die Kontrollen

und p > 0,05 fiir die mit Staurosporin behandelten Zellen; n = 40 Neurone aus mindestens 2 Kulturen je

Bedingung).
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4.3 Beeinflussung der Caspase-3 abhingigen Apoptose in

kortikalen Neuronen durch Modulation der Netzwerkaktivitat

Um zu kldren, wie verschiedene Aktivititsmuster das Uberleben von Neuronen regulieren,
wurde in der vorliegenden Arbeit die spontane Netzwerkaktivitét kortikaler Kulturen durch
unterschiedliche [K']ox moduliert und das Uberleben der kortikalen Neuronen untersucht.
Dissoziierte Kulturen des neonatalen Kortex von Mausen (PO-P1) wurden nach 13 bis 14
div mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfiziert und in ACSF mit verschiedenen [KJex
inkubiert. Damit lieB sich untersuchen, wie sich die Depolarisation der Zellmembran unter
dem Entzug trophischer Faktoren auf das neuronale Uberleben auswirkte.

Mit Hilfe von MEA-Chips wurden die dissoziierten Kulturen auf die Entwicklung
spontaner Netzwerkaktivitdt hin untersucht. Dazu wurden Feldpotentialmessungen der

Kulturen an verschiedenen div durchgefiihrt.

4.3.1 Die immunzytochemische und elektrophysiologische Charakteri-
sierung von dissoziierten neokortikalen Kulturen der neugeborenen

Maus

Dissoziierte Kulturen des neonatalen Kortex der Maus wurden 2 Wochen kultiviert. Um
die Kultur hinsichtlich der Zellmorphologie zu charakterisieren, wurden individuelle
Neurone mit Biozytin gefiillt und durch fluoreszenzmarkiertes Streptavidin nachgewiesen
(Abb. 21). Ein Biozytin gefiilltes Neuron der 14 div alten Kultur zeigte eine komplexe
tripolare Morphologie mit langen weit verzweigten Neuriten (Abb. 21A).

Mit Hilfe immunzytochemischer Férbungen sollte die Kultur hinsichtlich des
Vorhandenseins von Neuronen und glialen Zellen untersucht werden. Nach der Fixierung
der 13 bis 14 div alten Kulturen wurden diese immunzytochemisch hinsichtlich des
astrozytenspezifischen Proteins GFAP und des neuronalen MAP-2 Proteins untersucht. Die
Doppelfirbung mit Antikdrpern gegen GFAP und MAP-2 lie} erkennen, dass die Kultur
sowohl Neurone als auch Astrozyten enthielt. Die Morphologie der Astrozyten dhnelte der
von glialen Zellen, die in organotypischen Schnittkulturen immunzytochemisch untersucht
worden waren (Abb. 21B-E, vgl. Abb. 8F-I). In der stirkeren VergroBerung zeigt sich die
rdumliche Néhe von Neuronen und glialen Fortsétzen (Abb. 21C-E). Dies konnte ebenfalls
in den organotypischen Schnittkulturn beobachtet werden. Daraus ergibt sich, dass die
dissoziierten Kulturen hinsichtlich der Morphologie von Neuronen und glialen Zellen den

organotypischen Schnittkulturen dhneln.
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Abb. 21. Histologische Charakterisierung dissoziierter kortikaler Kulturen: A Ein Neuron einer 14 div

alten kortikalen dissoziierten Kultur wurde mit Biozytin gefiillt und durch Streptavidin-Alexa488 sichtbar
gemacht. Deutlich ist die tripolare Morphologie des Neurons mit langen weit verzweigten Neuriten zu sehen.
B Gezeigt ist das Uberlagerungsbild der MAP-2 (rot) und GFAP-Firbung (griin) des gleichen Gesichtsfeldes
einer 14 div alten dissoziierten Kultur bei 20-facher Vergroferung. Viele Neurone und gliale Zellen bilden
ein dichtes Netzwerk. C In der stirkeren VergroBerung der MAP-2 Antikdrperfarbung sind 2 Neurone und
zahlreiche Neuriten zu erkennen. D Das zu (C) gehdrige Bild der GFAP-Antikorperfarbung zeigt gliale
Fortsiitze und die faserige Anordnung des GFAP. E Im Uberlagerungsbild von (C) und (D) zeigt sich die

rdumliche Nihe neuronaler Neuriten und glialer Fortsitze.

Um die Entwicklung spontaner Netzwerkaktivitit in dissoziierten kortikalen Kulturen zu
charakterisieren, wurden kortikale Neurone auf Poly-Ornithin beschichteten MEA-Chips
kultiviert. Abbildung 20A zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme einer Kultur
dissoziierter Neurone auf einem MEA-Chip an 14 div. Bei stirkerer VergroBerung lasst
sich erkennen, dass viele Neurone auf und in der Nahe der Elektroden zu finden waren
(Abb. 22A, Detailansicht).

Die elektrische Aktivitit der Kultur wurde jeden Tag durch Feldpotentialmessungen an den
60 Elektroden des MEA-Chips aufgezeichnet und analysiert. An 4-5 div lieB sich durch das
MEA-System erste spontane Aktivitdt in den Kulturen nachweisen. Diese Aktivitdt war auf
einzelne Elektroden (3 = 1 Elektroden, n = 9) beschrénkt (Abb. 22B). In den folgenden div
konnte diese Feldpotentialaktivitit an zunehmend mehr Elektroden beobachtet werden
(Abb. 22C), wobei sich Muster spontaner Aktivitit zeigten, die tiber Bereiche des MEA-
Chips hinweg korreliert waren (Abb. 22D). Nach 13-14 div zeigten durchschnittlich 33 + 4
Elektroden (n = 9) elektrische Aktivitidt. Die Frequenz der Entladungen stieg wahrend der
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ersten Woche in vitro. Sie betrug ca. 6 spikes/s an 5 div und stieg auf 10 spikes/s an 8 div
an. Zu diesem Zeitpunkt wechselte die elektrische Aktivitdt von einem regelméBigen
Entladungsmuster zu unregelméfBigen Entladungen, bei denen sich Phasen hoher Frequenz
mit solchen niedriger Frequenz abwechselten (Abb. 22F).

Ab dem Ende der zweiten Woche in vitro war die elektrische Aktivitit liber viele
Elektroden hinweg korreliert (Abb. 22E). An 14 div zeigte sich ein komplexes Muster der
spontanen Netzwerkaktivitdt mit liber viele Elektroden korrelierten bursts. Wéhrend
solcher bursts zeigte die Kultur eine hochfrequente Aktivitdt zahlreicher Neurone mit bis
zu 250 spikes/s. Nach einem 15 s langen burst zeigte die Kultur fiir ca. 20 s kaum Aktivitit
(< 1 spike/s) (Abb. 22F). Da sich die beobachtete spontane Netzwerkaktivitit an den
folgenden div nicht weiter veridnderte, wurden alle folgenden Experimente an 13 bis 14 div

alten Kulturen durchgefiihrt.
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Abb. 22. Entwicklung der spontanen Netzwerkaktivitit in dissoziierten neokortikalen Kulturen: A
Gezeigt ist die lichtmikroskopische Aufnahme einer 14 div alten Kultur. Zahlreiche Neurone befinden sich in
unmittelbarer Ndhe zu den Elektroden. B In einer 5 div alten Kultur zeigen sich spontane
Feldpotentialinderungen nur an wenigen Elektroden. C An einer groBeren Zahl von Elektroden konnen bei
der 8 div alten Kultur Feldpotentialinderungen gemessen werden. D Nach 9 div kann an einigen Elektroden
korrelierte Aktivitit gemessen werden. E Eine 14 div alte Kultur zeigt iiber viele Elektroden hinweg
korrelierte Muster spontaner Aktivitdt. F In Abhéngigkeit von der Kulturzeit nimmt die Anzahl der spikes pro

s im gesamten Netzwerk zu. Nach 14 div wechseln Netzwerkbursts mit Phasen niedriger Netzwerkaktivitit.

68



Ergebnisse

4.3.2 Der Einfluss der extrazelluliren Kaliumkonzentration auf das

Uberleben kortikaler Neurone in der Abwesenheit trophischer Faktoren
Um zu untersuchen, ob die Depolarisation der Zellmembran durch Anderung der
extrazelluliren Ionenzusammensetzung einen Einfluss auf das Uberleben von kortikalen
Neuronen unter apoptosestimulierenden Bedingungen hat, wurden 13 bis 14 div alte
dissoziierte kortikale Kulturen mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfiziert und nach 24
h untersucht. Dazu wurden sie in eine Analysenkammer {iberfiihrt, immobilisiert und bei
37 °C mit ACSF verschiedener [K ] (1,5 mM, 3,0 mM, 5,3 mM und 8,0 mM) umspiilt.
Innerhalb eines Experiments blieb [K']ex konstant. Fluoreszenzbilder ausgewihlter
Neurone wurden in Abstinden von 1 h aufgenommen. Der gesamte Zeitraum eines
Experiments betrug 12 h.

Es zeigte sich, dass das Uberleben von Neuronen, die in Abwesenheit trophischer Faktoren
12 h lang beobachtet wurden, maBgeblich von [K']ex abhiingig war. In Abb. 23 dargestellt
sind Aufnahmen von repridsentativen Neuronen fiir jede der untersuchten
Kaliumkonzentrationen. Es zeigte sich, dass Neurone in [K']ex = 1,5 mM oder = 3,0 mM
deutlich schneller eine Caspase-3 Aktivierung aufwiesen als solche, die [IC]eX =53 mM
oder = 8,0 mM ausgesetzt waren. In [K'Jex = 1,5 mM kam es bereits nach 5 Stunden zu
einer durch die Aktivierung von Caspase-3 ausgeldsten Translokation des tCaspase3-
sensors (Abb. 23A). Zur Verdeutlichung der Zunahme der nukledren EYFP-Fluoreszenz ist
das Soma in einer Detailaufnahme gezeigt (Abb. 23A Detailansicht). In [K ], = 3,0 mM
wurde die Translokation des EYFP-Signals ebenfalls bereits nach 5 Stunden beobachtet
(Abb. 23B), wohingegen in héheren [K']., die Aktivierung der Caspase-3 erst nach 8 h
([K Jex = 5,3 mM) bzw. 7 h ([K ' ]ex = 8,0 mM) induziert wurde (Abb. 23C, D).
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Abb. 23. Einfluss der [K']. auf die Aktivierung der Caspase-3 in kortikalen Neuronen unter dem
Entzug trophischer Faktoren: A Ein mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfiziertes Neuron zeigt in
ACSF mit [K']x = 1,5 mM bereits nach 5 h eine Translokation des EYFP-Signals in den Nukleus. Dies ist
besonders deutlich anhand der Detailansichten zu erkennen. Der unterbrochene Kreis deutet die Lage des
Zellkernes an. B Eine &hnlich frithe Aktivierung von Caspase-3 wird in einem Neuron beobachtet, das einer
[K']ex = 3,0 mM ausgesetzt ist. C Lediglich in erhéhten [K']., = 5,3 mM, was der [K']., des Kulturmediums
(NB/B27) entspricht, erfolgt die Aktivierung von Caspase-3 erst nach 8§ h. D Durch eine weitere Erhdhung
der [K']. auf 8 mM lisst sich die Translokation des tCaspase3-sensors nicht weiter verzogern. Sie erfolgt

nach 7 h.

Die Quantifizierung der Translokation des tCaspase3-sensors erfolgte durch die visuelle
Analyse der fiir jedes Neuron aufgenommenen Bilder. Es zeigte sich, dass bei [K'Jex =
1,5 mM und = 3,0 mM, 50 % aller a-Caspase-3 positiven Neurone innerhalb der ersten 3
bis 5 h eine Aktivierung der Caspase-3 zeigten (tso+, = 180 min fiir [K'Jex = 1,5 mM und
tso o, = 285 min fiir [K']ex = 3,0 mM), wihrend dieser Wert fiir [K'Jex = 5,3 mM bei 480
min und fiir [K']ex = 8,0 mM bei 486 min lag. Dies zeigte sich auch anhand der Verteilung
der Zeitpunkte der EYFP-Translokation, die fiir alle Neurone in den unterschiedlichen

[K']ex aufgetragen ist (Abb. 24A). Beim Vergleich der arithmetischen Mittelwerte fiir jede
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der vier Untersuchungsreihen ergab sich, dass Neurone in [K']ex = 1,5 mM und = 3,0 mM
signifikant frither eine Aktivierung der Caspase-3 zeigten (T =310,7 + 33,4 min fiir [K]ex
=1,5mMund T =346,7 + 24,8 min fiir [K ]e, = 3,0 mM), als solche, die [K Jex = 5,3 mM
(T: 498.8 + 34,2 min) oder [K'Jex = 8,0 mM (Tz 498,6 + 31,8 min) ausgesetzt waren
(Abb. 24B). Der Unterschied zwischen [K']ex = 1,5 mM und = 3 mM bzw. zwischen [K ]ex
= 5,3 mM und = 8,0 mM war dabei nicht signifikant.

Um zu untersuchen, ob die beobachteten individuellen Neurone repridsentativ fiir die
jeweilige Kultur waren, wurde die Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone nach 12-stiindiger
Inkubation mit den verschiedenen [K']. bestimmt. Dazu wurde fiir jede [K']ex die
Prozentzahl der iiber 12 h beobachteten Neurone (Abb. 24C; ausgesuchte Neurone), die
eine EYFP-Translokation zeigten, ermittelt. Diese wurde verglichen mit dem prozentualen
Anteil der transfizierten Neurone der gesamten Kultur, die eine Translokation des
tCaspase3-sensors zeigten (Abb. 24C; gesamte Kultur). Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Prozentsatz der ausgesuchten Neurone, die die Translokation
des tCaspase3-sensors zeigten und der Prozentzahl aller Zellen einer Kultur, bei denen die
Translokation des EYFP-Signals beobachtet wurde (Abb. 24C). Daraus ergibt sich, dass
die ausgesuchten transfizierten Neurone reprisentativ fiir alle transfizierten Neurone einer
Kultur waren.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass das Uberleben kortikaler Neurone
unter dem Entzug von trophischen Faktoren durch die Verinderung von [K']., beeinflusst
werden kann. Bei den untersuchten [K+]ex vermittelten hohere [K+]ex ein langeres
Uberleben unter dem Entzug trophischer Faktoren wihrend, niedrige [K '] eine friihere

Aktivierung der Caspase-3 bewirkten.
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Abb. 24. Quantifizierung der EYFP-Translokation in unterschiedlichen [K'].: A Gezeigt ist das
Verteilungsmuster der Zeitpunkte der EYFP-Translokation fiir alle in den unterschiedlichen [K']
beobachteten Neurone. Deutlich zu sehen ist, dass bei [K']ec = 1,5 mM und 3,0 mM die Mehrheit der
beobachteten Zellen eine Aktivierung der Caspase-3 zu frilhen Zeitpunkten des Experiments zeigen.
Demgegeniiber zeigen Zellen in [K']., = 5,3 mM und 8,0 mM eine Translokation des tCaspase3-sensors vor
allem gegen Ende der 12-stiindigen Beobachtungszeit (n = 4 Kulturen fiir jede [K'].,). Zusitzlich angegeben
sind die Gesamtzahl der beobachteten Neurone und die Zahl der nach 12 h lebenden Neurone fiir jede [K Jey.
B Dargestellt ist der Durchschnitt der Zeitpunkte der EYFP-Translokation. Es zeigt sich, dass die
Aktivierung der Caspase-3 in [K'],c = 1,5 mM und = 3,0 mM signifikant friiher erfolgt als in [K']., = 5.3
mM und 8,0 mM. (Kruskall-Wallis Test p < 0,0001, Dunn post hoc Test ns =p > 0,05, ¥ =p < 0,05, ¥* =p <
0,01, *** = p < 0,001; n > 54 Neurone fiir jede [K'].y). C Gezeigt ist der Vergleich der prozentualen Anteile
der Neurone, die nach 12-stiindigem Experiment eine Aktivierung der Caspase-3 aufweisen. Die
ausgesuchten Zellen weisen keinen signifikant verschiedenen Anteil a-Caspase-3 positiver Zellen im
Vergleich zu den dazugehdrigen Deckglischen auf. Auch zwischen den einzelnen [K'], ist der Anteil der
Neurone mit a-Caspase-3 nicht signifikant verschieden, weder bei den ausgesuchten Neuronen noch
hinsichtlich des gesamten Deckgléschens (Kruskal-Wallis Test p > 0,05, Dunn post hoc Test alles ns = p >
0,05; n = 4 Kulturen fiir jede [K].,).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die Rolle von elektrischer Aktivitit,
Neurotransmitterrezeptoren und spannungsabhingigen Kalziumionenkanélen auf das
neuronale Uberleben untersucht. Dazu wurden organotypische Schnittkulturen des
neonatalen Kortex immunzytochemisch auf die Aktivierung der Caspase-3 untersucht.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Studie erstmals eine Methode in Neuronen etabliert,
die die Aktivierung der Caspase-3 iiber die nukledre Translokation eines fluoreszenten
Caspase-3 Substrates in Echtzeit ermoglicht. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass
neokortikale Neurone in der frithen Entwicklung aktivitdtsabhdngige, Caspase-3
vermittelte Apoptose durchlaufen. Die Aktivierung von iGluRs, GABAA-Rs und VDCCs
sowie von GJs fordern das neuronale Uberleben neonataler kortikaler Neurone. Weiterhin
zeigt sich, dass der Caspase3-sensor eine einfache, spezifische und verldssliche Methode
darstellt, um Caspase-3 abhingige Apoptose in individuellen Neuronen zu beobachten. Die
Ergebnisse dieser Studie legen ebenfalls nahe, dass das Uberleben neonataler kortikaler
Neurone durch Verdnderung der extrazelluldren Kaliumkonzentration beeinflusst werden

kann.

5.1 Aktivititsabhiingigkeit des neuronalen Uberlebens wiihrend

der frithen postnatalen Entwicklung des Neokortex

Apoptose spielt eine gro3e Rolle in der normalen Entwicklung des zerebralen Kortex von
Tieren und Menschen (Ferrer et al., 1992; Spreafico et al., 1995; Thomaidou et al., 1997;
Rakic und Zecevic, 2000; Verney et al., 2000; Chan et al., 2002). Die Bedeutung der
Caspase-3 bei diesem Physiologischen Zelltod konnte besonders anhand von knock out
Modellen demonstriert werden (Kuida et al., 1996; Kuan et al., 2000b), die starke
Fehlentwicklungen des Gehirns zeigten und perinatal starben. Durch den frithen Tod dieser
knock out Miause sind Untersuchungen des Caspase-3 abhéngigen Zelltodes in der
postnatalen Entwicklung allerdings nicht moglich.

Es gibt jedoch Studien, die eine zweite Phase des Caspase-3 abhéngigen PCD in der frithen
postnatalen Entwicklung wihrend der Zeit der Modulation des entstehenden Netzwerkes
aufzeigen konnten (Heumann et al., 1978; Heumann und Leuba, 1983; Ferrer et al., 1992;
Spreafico et al., 1995; Voyvodic, 1996; Verney et al., 2000; Davies, 2003). Dies wird
weiterhin gestiitzt durch die Beobachtung, dass eine erhohte Expression der Caspase-3

(Shimohama et al., 2001) und des proapoptotischen BAX (Vekrellis et al., 1997) wéhrend
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der frithen postnatalen Entwicklung des Nagerneokortex beobachtet wird, welche fiir
Caspase-3 nach der zweiten postnatalen Woche und fiir BAX im adulten Tier auf ein
basales Level abféllt. Wahrend der ersten postnatalen Woche kann weiterhin eine hohe
Konzentration von a-Caspase-3 im Neokortex detektiert werden (Mooney und Miller,
2000). Eine wichtige Rolle fiir das neuronale Uberleben spielt in dieser frithen
Entwicklungsphase besonders die elektrische Aktivitit (Mennerick und Zorumski, 2000).
In der vorliegenden Arbeit wurden organotypische Schnittkulturen des somatosensorischen
Kortex von neugeborenen Maiusen genutzt, um die Mechanismen, die das neuronale
Uberleben wihrend der frijhen postnatalen kortikalen Entwicklung beeinflussen, detailliert
zu untersuchen. Dazu wurde die Aktivierung der Caspase-3 als frithes Schliisselereignis
der neuronalen Apoptose untersucht (Wang, 2000; Lakhani et al., 2006).

Die Verteilung a-Caspase-3 positiver Zellen in den Kontrollschnittkulturen &hnelte dabei
weitgehend der in vivo Situation (Heck et al., 2007). Wurden Aktionspotentiale und
evozierte Freisetzung von Transmittern durch TTX, einen Blocker spannungsabhéngiger
Natriumionenkanile, inhibiert, stieg die Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen in allen
Schichten der organotypischen Schnittkultur signifikant an.

Dieses Ergebnis stimmt mit einer Studie iiberein, die zeigen konnte, dass Méause, deren
spannungsabhidngige Natriumionenkanéle einer genetischen Deletion unterlagen, ein
massives Absterben neuronaler Zellen zeigten (Planells-Cases et al., 2000). Auch in
dissoziierten kortikalen Kulturen von neugeborenen Ratten konnte ein vermehrtes
Absterben von Neuronen unter dem Einfluss von TTX ohne Beeintrachtigung des glialen
Uberlebens nachgewiesen werden (Fishbein und Segal, 2006). Diesem Effekt ging ein
Riickzug dendritischer Verzweigungen und spines voraus. Dabei war die Apoptose in den
dissoziierten kortikalen Kulturen nicht auf bestimmte Arten von Neuronen begrenzt,
sondern betraf alle Subpopulationen gleichermafen (Fishbein und Segal, 2006).

Interessant sind in diesem Zusammenhang auch Studien, in denen beobachtet wurde, dass
der unreife Kortex oszillatorische Netzwerkaktivitit zeigt (Kilb und Luhmann, 2003;
Hanganu et al., 2006; Dupont et al., 2006; Khazipov und Luhmann, 2006). Auch in
organotypischen kortikalen Schnittkulturen ist eine solche spontane Netzwerkaktivitét
gefunden worden. Diese kann durch die Zugabe von TTX inhibiert werden (Heck et al.,
2007). Es konnte ebenfalls in Studien gezeigt werden, dass Ratten, die in einem
abwechslungsreichen Umfeld gehalten werden, nicht nur eine generell erhdhte
Gehirnaktivitdt aufweisen, sondern auch eine verminderte Apoptose und ein besseres

neuronales Uberleben (Young et al., 1999; Petreanu und Alvarez-Buylla, 2002).
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Im Weiteren deuten die Daten in der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die Aktivitit von
GJs essentiell fiir das langfristige neuronale Uberleben ist, da die Blockade des Connexin
36, eines wichtigen Bestandteils neuronaler GJs, nach 24 Stunden zu Caspase-3 abhéngiger
Apoptose fiihrte. GJs sind im unreifen Kortex neugeborener Nager mafigeblich an der
Generierung synchronisierter Aktivitit beteiligt (Kandler und Katz, 1998; Dupont et al.,
2006). Eine weitere Funktion von GlJs ist der direkte Austausch von iiberlebensfordernden
oder proapoptotischen Molekiilen (Krysko et al., 2005).

Die Bedeutung von GABAs-Rs im Hinblick auf das neuronale Uberleben in
organotypischen  Schnittkulturen = konnte  ebenfalls  gekldrt werden. Diese
ligandengesteuerten Chloridionenkanédle sind neben den i1GluRs malgeblich an der
Generierung der synchronisierten Netzwerkaktivitit im unreifen Kortex nach der
Synaptogenese beteiligt (Owens et al., 1996; Kandler und Katz, 1998; Flint et al., 1999).
Eine Blockade von GABA-R fiihrt in organotypischen Schnittkulturen zu einem Anstieg
der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen. In Untersuchungen wurde zudem mittels
elektrophysiologischer Methoden festgestellt, dass sich das Muster der spontanen
Netzwerkaktivitit in organotypischen Schnittkulturen durch die Blockade von GABAA-R
nachhaltig verdndert (Heck et al., 2007). Weiterhin ist in verschiedenen Studien im
unreifen Kortex eine exzitatorische Wirkung von GABA nachgewiesen worden (Luhmann
und Prince, 1991; Owens et al., 1996; Achilles et al., 2007), so dass eine synergistische
Wirkung von iGluRs und GABA,-Rs auf das Uberleben unreifer neokortikaler Neurone
moglich erscheint.

Die Signaltransduktion infolge der Aktivierung von iGluRs spielt eine entscheidende Rolle
fiir das Uberleben kortikaler Neurone in Schnittkulturen des neonatalen Kortex. Nach der
Inhibierung von AMPA/Kainat- oder NMDA-Rs kommt es in den organotypischen
Schnittkulturen zu einem 2- bis 2,5-fachen Anstieg der Zahl a-Caspase-3 positiver Zellen.
Bisherige Studien zeigten, dass AMPA-R Aktivitit eine Stimulation von L-VDCCs und
eine erleichterte Aktivierung von NMDA-Rs bedingt (Nowak et al., 1984; Herron et al.,
1986, Marshall et al., 2003). Durch Blockade von AMPA/Kainat-Rs oder AMPA-Rs
konnte bereits gezeigt werden, dass das Uberleben von Kdrnerzellen des Zerebellums
(Marshall et al., 2003) und GABAerger Neurone des unreifen Neokortex (de Lima et al.,
2004) von der Aktivitit dieser Rezeptoren abhéngt.

Desweiteren konnte eine essentielle Rolle besonders der NMDA-Rs wihrend des
aktivititsabhiingigen Uberlebens in der frilhen kortikalen Entwicklung in neuronalen

Kulturen (Hwang et al., 1999; Yoon et al., 2003) und in vivo (Ikonomidou et al., 1999;
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Tome et al., 2006) demonstriert werden. Bei Méusen ohne funktionelle NMDA-Rs konnte
ebenfalls eine 2-fache Erhdhung der Zahl apoptotischer Zellen festgestellt werden. Dieser
Zelltod war Caspase-3 und BAX-abhdngig (Adams et al., 2004; Rivero Vaccari et al.,
2006). Diese Erkenntnisse sind besonders im Hinblick auf das fotale Alkoholsyndrom
bedeutsam, das durch intrauterinen Kontakt mit Ethanol, der als NMDA-R Antagonist und
GABAA-R Agonist wirkt, ausgelost wird (Streissguth und O'Malley, 2000). Charakterisiert
ist dieser pathologische Zustand durch kognitive Verhaltensstdrungen infolge einer
Reduzierung der Gehirnmasse aufgrund der massiven Erhohung des programmierten
Zelltodes wihrend der Embryonalentwicklung (Young und Olney, 2006).

Selektive Blockade von NR2A oder NR2B Untereinheiten von NMDA-R fiihrte zu dem
erwarteten Ansteigen der Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone in kortikalen Schnittkulturen,
allerdings mit unterschiedlichem zeitlichen Muster. Anscheinend spielen diese NMDA-R
Untereinheiten verschiedene Rollen wihrend des aktivititsabhiingigen Uberlebens. Die
Blockade von NR2A enthaltenden NMDA-Rs fiihrte zu einem schnellen Anstieg der Zahl
a-Caspase-3 positiver Zellen nach 6 h und einem folgenden Abfallen der Anzahl
a-Caspase-3 positiver Neurone nach 12 h und 24 h. Im Gegenzug konnte nach der
Inhibition von NR2B enthaltenden NMDA-Rs eine verzogerte Erhohung der Zahl
a-Caspase-3 positiver Zellen beobachtet werden.

Es ist bekannt, dass NMDA-Rs sowohl kurzzeitige als auch langfristige Einfliisse auf das
neuronale Uberleben ausiiben kénnen (Papadia et al., 2005; Soriano et al., 2006). Dabei
spielen unterschiedliche Signalwege eine Rolle. Die Signaltransduktion iiber die NR2B
Untereinheit erfolgt spezifisch iiber ERK (Krapivinsky et al., 2003) und fiihrt zu einer
Phosphorylierung von CREB, welches die Expression iiberlebensfordernder Proteine
induziert.(Hardingham und Bading, 2003; Papadia et al., 2005). Demgegeniiber wird die
kurzfristige neuroprotektive Wirkung von NMDA-Rs iiber den PI3K/Akt-Weg vermittelt
und verlduft wunabhingig von der CREB-Phosphorylierung und nukledren
Kalziumtransienten (Papadia et al., 2005). Aufgrund dieser Ergebnisse ist es
wahrscheinlich, dass langfristige neuroprotektive Effekte von NMDA-Rs iiber NR2B
realisiert werden, wihrend NR2A Untereinheiten eine kurzfristige Neuroprotektion
vermittelt.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen weiterhin, dass trotz der Blockade von NMDA-Rs,
kortikale Neurone durch alternative iiberlebensfordernde Signalwege gerettet werden
konnen. Eine Erhohung der extrazelluliren Kaliumkonzentration hatte ein besseres

Uberleben von kortikalen Neuronen unter Kontrollbedingungen zur Folge. Durch die
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Erhohung der extrazelluldren Kaliumkonzentration bei gleichzeitiger Applikation von CPP
wurden deutlich weniger a-Caspase-3 positive Zellen beobachtet als in CPP allein.
Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in verschiedenen Kulturen unterschiedlicher Neurone
gezeigt werden (Koh et al., 1995; Kew et al., 1996; Hwang et al., 1999).

Dieser iiberlebensfordernde Effekt einer erhdhten [K'Jex konnte durch Nifedipin, einen
Antagonisten von L-VDCCs, unterdriickt werden. Daraus folgt, dass der Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration infolge der durch die Erhéhung der extrazelluldren
Kaliumkonzentration ausgelosten Membrandepolarisation iiber L-VDCCs erfolgt. Diese
stellen einen alternativen liberlebensfordernden Signalweg zu NMDA-Rs dar (Ghosh et al.,
1994; Tao et al., 1998). Der Kalziumeinstrom iiber L-VDCCs oder NMDA-Rs fiihrt iiber
verschiedene Signalwege zur Phosphorylierung von CREB und damit zur Expression
iberlebensfordernder Proteine sowie zur Inhibition der Synthese proapoptotischer Proteine
(Ghosh et al., 1994; Tao et al., 1998; Hardingham et al., 2001; Marshall et al., 2003). Eine
erhohte Phosphorylierung von CREB konnte unter diesen Bedingungen in kortikalen
organotypischen Schnittkulturen demonstriert werden (Heck et al., 2007).

Der iiberlebensfordernde Effekt der erhdhten [K'] war weiterhin abhiingig von den
Signalwegen tiber den TrkB- bzw. TrkC-Rezeptor, was eindrucksvoll durch den Anstieg
der Anzahl a-Caspase-3 positiver Neurone nach Inhibition der Tyrosinkinaseaktivitét
dieser BDNF-, NT-3 und NT-4/5 spezifischen Rezeptoren gezeigt werden konnte. Nach
Erhéhung der [K']ec wurde in organotypischen Schnittkulturen des neonatalen
Maiuseneokortex eine transiente Erhohung der Netzwerkaktivitdt beobachtet (Heck et al.,
2007). Der Einfluss von neuronaler Aktivitit auf die Freisetzung von BDNF konnte in
vielen Studien gezeigt werden (Balkowiec und Katz, 2000; Hartmann et al., 2001;
Lessmann et al., 2003; Brigadski et al., 2005; Kolarow et al., 2007).

Daraus ergibt sich, dass sich in einem physiologischen Netzwerk die Signalwege {liber den
NMDA-R und L-VDCC erginzen und der Einstrom von Kalziumionen eine essentielle

Komponente des neuronalen Uberlebens darstellt (Abb. 25) (Hara und Snyder, 2007).
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R )

Abb. 25 Aktivititsabhiingiges Uberleben in kortikalen Kulturen: Schematisch dargestellt sind
vereinfacht die Somata zweier iiber GJ gekoppelter kortikaler Neurone sowie Synapsen weiterer Neurone des
Netzwerkes. Die wichtigsten Signalwege des aktivititsabhingigen Uberlebens sind ebenso gezeigt. Die
Pfeile stehen jeweils fiir die Aktivierung entsprechender Proteine bzw. fiir die Ausschiittung von BDNF und
den GJ vermittelten Transport. Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, tragen zahlreiche Ionenkanéle
dazu bei, das Uberleben kortikaler Neurone zu sichern. Spannungsabhiingige Natriumionenkanile (VDSC)
sind essentiell fiir die Generierung von Netzwerkaktivitit. Fiir die Synchronisation dieser Aktivitit spielen
GABA4-Rs, iGluRs und GJs eine wichtige Rolle. L-VDCCs und iGluRs aktivieren iiber den Einstrom von
Kalziumionen verschiedene Signalwege, die unter anderem zur CREB-vermittelten Synthese von
tiberlebensfordernden Proteinen fithren. Eines dieser Proteine ist BDNF, das aktivitdtsabhéngig freigesetzt
wird und iiber Trk-Rezeptoren (Trk-R) Signalwege des neuronalen Uberlebens autokrin und prisynaptisch

aktiviert (modifiziert nach Kandler und Katz, 1998).

78



Diskussion

5.2 Echtzeitanalyse der Caspase-3 abhingigen Apoptose in

neonatalen kortikalen Neuronen

Caspasen sind heterotetramere Proteasen, die konstitutiv als Procaspasen exprimiert
werden (Riedl und Shi, 2004). Unter Apoptose stimulierenden Bedingungen dimerisieren
Initiatorcaspasen und aktivieren sich dadurch autokatalytisch (Fuentes-Prior und Salvesen,
2004; Green, 2005). Im Folgenden schneiden sie die Effektorcaspasen proteolytisch,
wodurch diese aktiviert werden (Shi, 2004) und durch Hydrolyse verschiedener Proteine
die typischen morphologischen Veridnderungen der Apoptose induzieren.

Verschiedene Detektionsmethoden sind verfiigbar, um diese Verdnderungen kenntlich zu
machen. Allerdings eignen sie sich kaum fiir Untersuchungen der Kinetik der Apoptose, da
sie nur in fixiertem Gewebe anwendbar sind, zum Teil unspezifisch auch andere Arten des
Zelltodes detektieren (Dikranian et al., 2001; Ikonomidou et al., 2001) oder nur fiir eine
spéte Phase der Apoptose anwendbar sind (Collins et al., 1997). Einige Nachweismethoden
des apoptotischen Zelltodes in lebenden Zellen nutzen die Detektion der aktivierten
Caspase-3, eines  Schliisselenzyms  apoptotischer  Signalwege. Bei  diesen
Nachweismethoden werden meist fluorochrome Substrate oder Inhibitoren der Caspase-3
eingesetzt (Tyas et al., 2000; Amstad et al., 2001). Die Aktivierung der Caspase-3 wird
durch Anderungen der Fluoreszenzintensitit oder im Falle des fluorescence resonance
energy transfers (FRET) der relativen Fluoreszenzintensititen zweier Fluorophore
bestimmt (Kawai et al., 2004; Elphick et al., 2006). Allerdings bendtigt man fiir diese
Nachweismethode feine Messsysteme und einen hohen technischen Aufwand.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe dissoziierter Kulturen des neonatalen Kortex
eine Methode etabliert, die eine einfache Nachweismethode der Caspase-3 Aktivierung in
Echtzeitexperimenten ermdglicht. Dissoziierte Kulturen des neonatalen Kortex der Maus
wurden mittels der Kalziumphosphatprizipitation mit dem pCaspase3-sensor Vektor
transfiziert. Dieses Plasmid wurde bereits erfolgreich zum Nachweis der Apoptose in
nicht-neuronalen Zelllinien genutzt (Vos et al., 2003; Almeida et al., 2005; Elam et al.,
2005). Die Translokation dieses Proteins infolge der Caspase-3 Aktivierung wurde mit
Hilfe eines Konfokalmikroskops in individuellen Neuronen observiert und nachfolgend
quantifiziert. Um die Translokation des tCaspase3-sensors zu verfolgen, ist Konfokalitét
hilfreich, aber nicht notwendig. Epifluoreszenzmikroskopie ist ausreichend, um die
Diffusion des Proteins in den Zellkern zu beobachten. Die quantitative Analyse der
Translokation wurde genutzt, um die Methode genauer zu charakterisieren. Sie ist jedoch

nicht zwingend erforderlich, um die Aktivierung der Caspase-3 zu detektieren.
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Um die Spezifitit der Methode zu beurteilen, wurden verschiedene Experimente
durchgefiihrt. Als Apoptosestimuli diente in allen Experimenten Staurosporin, ein
Kinaseinhibitor, der die Apoptose iiber den mitochondrialen Weg initiiert (Koh et al.,
1995; Krohn et al., 1998; Budd et al., 2000). Durch einen Breitband-Caspaseinhibitor (Z-
VAD-FMK) konnte nachgewiesen werden, dass die Translokation des tCaspase3-sensors
von der Aktivitdt der Caspasen abhing. Nach Inkubation mit dem Caspaseinhibitor zeigten
signifikant weniger Neurone eine Translokation des Fluoreszenzsignals in Gegenwart von
Staurosporin als ohne diesen Antagonisten.

Das DEVD-Motif des Caspase3-sensors wird selektiv von Caspase-3 gespalten (Lazebnik
et al.,, 1994; Thornberry et al., 1997; Vaughan et al., 2002; Fang et al., 2006). Allerdings
wird es auch von Caspase-7 erkannt (Thornberry et al., 1997). Dabei besitzt in der Maus,
im Gegensatz zum Menschen, Caspase-7 in vitro dieselbe Substratspezifitit und
Effektivitit wie Caspase-3 (Houde et al., 2004). Caspase-7 ist jedoch nur in einigen
Mauslinien im ZNS ebenso stark exprimiert wie Caspase-3 (Lakhani et al., 2006). In
anderen Mauslinien und in der Ratte ist Caspase-7 hingegen nicht oder nur in geringen
Mengen im Gehirn detektierbar (Juan et al., 1997; Shimohama et al., 2001; Houde et al.,
2004). Diese genetischen Unterschiede verschiedener Inzuchtlinien erkldren auch, warum
in einigen knock out Studien ein Defizit an Caspase-3 Aktivitidt zu perinataler Letalitét
fiihrte (Kuida et al., 1996; Pompeiano et al., 2000), wéihrend in anderen ein nur milder oder
von der Kontrollgruppe nicht zu unterscheidender Phénotyp beobachtet wurde (Houde et
al., 2004; Lakhani et al., 2006).

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass die Translokation
des tCaspase3-sensors zu 100 % mit dem immunzytochemischen Nachweis der aktivierten
Caspase-3 korrelierte. Daraus folgt, dass in dissoziierten Kulturen des neonatalen Kortex
die Translokation des tCaspase3-sensors ein spezifischer Nachweis flir die Aktivierung der
Caspase-3 ist.

Der Vorteil, Apoptose anhand der Aktivierung der Caspase-3 nachzuweisen, liegt in der
Tatsache, dass Zellen in einer frithen Phase des apoptotischen Prozesses beobachtet werden
konnen, noch bevor starke morphologische Verdnderungen ausgeprégt sind (Davoli et al.,
2002; Lakhani et al., 2006). So konnten in den dieser Arbeit zugrunde liegenden
Experimenten Zellen beobachtet werden, die eine Translokation des Fluoreszenzsignals
zeigten, morphologisch von den a-Caspase-3 negativen Zellen nicht zu unterscheiden
waren und noch keine Fragmentierung der DNS zeigten. Diese DNS-Fragmentierung

wurde mit Hilfe der TUNEL-Férbung iiberpriift, die einen spiten Zeitpunkt der Apoptose
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markiert. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Kolokalisation der Translokation des
tCaspase3-sensors mit der TUNEL-Férbung nur in Zellen nachgewiesen werden, die ihre
neuronale Morphologie bereits weitgehend verloren hatten. Daraus folgt, dass der
Caspase3-sensor eine zeitnahe Detektion der Aktivierung der Caspase-3 erlaubt, noch
bevor sich die zelluldire Morphologie und die nukledre Struktur verdndern.

Eine Frage, die sich fiir die Anwendbarkeit dieser Methode ergibt, ist die Lange der
Zeitspanne zwischen Initiierung des Apoptoseprogramms und der Beobachtung der
tCaspase3-sensor Translokation. Zwei Prozesse tragen zu diesem Zeitintervall bei. Der
erste ist die Zeitspanne zwischen der Initiierung der Apoptose und der Aktivierung der
Caspase-3. Zweitens spielt die Zeit, die fiir die Spaltung und den nukledren Transport des
Caspase3-sensors bendtigt wird, eine grofle Rolle. Dabei ist es wichtig, genau zu definieren,
welches Ereignis als Startpunkt der Apoptose zu verstehen ist. Zahlreiche Arbeiten
bezeichnen die wihrend der frithen Phase der Apoptose auftretenden Verianderungen der
Mitochondrien als den ,, point of no return* der Caspase-3 abhédngigen Apoptose (Kroemer
und Reed, 2000; Cregan et al., 2004; Broker et al., 2005; Green, 2005).

Aus bestehenden Arbeiten geht hervor, dass das Zeitintervall zwischen den ersten
mitochondrialen Verdnderungen und der Aktivierung von Caspasen ca. zehn Minuten
betrdgt (Green, 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Fusionsproteine, die an das
NLS des Simian virus large T-antigen  gekoppelt sind, effektiv in den Zellkern
transportiert werden (Lanford et al., 1986; Lanford et al., 1990; Yoneda et al., 1992). In der
vorliegenden Arbeit konnten kurze Translokationszeiten von ca. 30 bzw. 45 Minuten fiir
das EYFP Signal beobachtet werden, was dafiir spricht, dass der tCaspase3-sensor schnell
und effektiv in den Zellkern transportiert wird.

Um Aussagen iiber die Kinetik der Caspase-3 abhingigen Apoptose mit dem Caspase3-
sensor treffen zu konnen, ist es weiterhin von Bedeutung, auszuschlieBen, dass das
Transfektionsprotokoll mit der Uberlebensfihigkeit der Neurone interferiert. Dazu wurde
die Zahl der Neurone mit a-Caspase-3 unter Kontroll- und apoptoseinduzierenden
Kulturbedingungen in transfizierten und nicht transfizierten Kulturen bestimmt. In beiden
Kulturkonditionen zeigte sich unter dem Einfluss von Staurosporin ein deutlicher Anstieg
der Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone. Dieser war in transfizierten Neuronen nicht
verschieden von nicht transfizierten Neuronen. Auch unter Kontrollbedingungen war die
Zahl a-Caspase-3 positiver Neurone in der Population der transfizierten Neurone nicht

signifikant verschieden von der der nicht transfizierten Neurone. Zusammengenommen
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folgt aus diesen Ergebnissen, dass das Transfektionsprotokoll die Uberlebensfihigkeit oder
Empfindlichkeit der kortikalen Neurone gegeniiber apoptotischen Stimuli nicht verénderte.
In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass die Transfektion mit dem
pCaspase3-sensor Vektor ein zuverldssiges, spezifisches und einfach anzuwendendes

Mittel ist, um kinetische Parameter der Caspase-3 abhingigen Apoptose zu untersuchen.
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5.3 Der Einfluss der extrazelluliren Kaliumkonzentration auf
das Uberleben neokortikaler Neurone unter dem Entzug

trophischer Faktoren

Die Bedeutung neurotropher Faktoren fiir das Uberleben vieler Neuronenpopulationen ist
seit Langem bekannt (Levi-Montalcicni und Hamburger, 1953; Oppenheim, 1991;
Oppenheim, 1996; Frade und Barde, 1999; Depaepe et al., 2005; Putz et al., 2005).
Prominentestes Beispiel dafiir sind sympathische Neurone, die ohne die stindige
Versorgung mit nerve growth factor (NGF) sterben (Sadoul et al., 1996; Deshmukh und
Johnson, Jr., 1997; Crowder und Freeman, 1998). In der postnatalen Entwicklung éndert
sich die iiberlebenssichernde  Rolle der  Neurotrophine  fiir  zahlreiche
Neuronenpopulationen zu einer Beeinflussung von Differenzierung und neuronaler
Funktion (Huang und Reichardt, 2001; Murer et al., 2001; Lessmann et al., 2003).

Dies und die Tatsache, dass unterschiedliche Neurone trotz des Entzugs trophischer
Faktoren iiberleben, wenn [K ]. erhoht wird (Gallo et al., 1987; Koike et al., 1989; Kew et
al., 1996), fiihrten neben der Neurotrophinhypothese zu der Formulierung der ,,Kalzium set
point” Hypothese (Koike et al., 1989; Bonfoco et al., 1995; Koh et al., 1995; Hwang et al.,
1999). Diese besagt, dass die intrazellulire Kalziumkonzentration entscheidend fiir den
Grad der Neurotrophinabhédngigkeit eines Neurons ist. Demnach sind niedrige
intrazelluldre Kalziumkonzentrationen fiir die Abhéngigkeit von trophischen Faktoren
verantwortlich, wihrend sehr hohe Kalziumkonzentrationen exzitotoxisch wirken. Im
intermedidren Bereich vermitteln die Kalziumkonzentrationen hingegen eine
Unabhéngigkeit von Neurotrophinen (Koike et al., 1989). Tatsdchlich konnte an
sympathischen Neuronen in Kultur gezeigt werden, dass die intrazelluldre
Kalziumkonzentration mit zunehmender Kulturzeit ansteigt und mit der Unabhéingigkeit
von NGF korreliert ist (Koike und Tanaka, 1991).

Erhohte [K+]eX fihren durch die chronische Depolarisation der Membran zu einem
L-VDCC vermittelten Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration (Phillipson und
Sandler, 1975; Nishi und Berg, 1981; Nowycky et al., 1985). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass das Uberleben von kortikalen Neuronen in Abwesenheit
neurotropher Faktoren mafBigeblich von der extrazelluldren Kaliumkonzentration abhingt.
NB/B27 beinhaltet 5,3 mM Kalium (Brewer et al., 1993). Diese Konzentration wurde
daher auch als Standardkonzentration gewihlt. In 5,3 mM und einer hoheren [K .y, 8 mM,

iiberlebten viele der untersuchten Neurone bis zu 12 Stunden ohne trophische Faktoren.
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Die Caspase-3 Aktivierung in nicht liberlebenden Neuronen erfolgte auflerdem zu einem
signifikant spiteren Zeitpunkt als in den niedrigeren [K'Jex, 3 mM und 1,5 mM.

Apoptose aufgrund niedriger [K'Jex im Zusammenhang mit dem Entzug trophischer
Faktoren wurde bisher vor allem an Kdrnerzellen des Zerebellums untersucht (Gallo et al.,
1987, Isaev et al., 2000; D'Mello et al., 2000; Yamagishi et al., 2005; Bazan-Peregrino et
al., 2007). Von diesen Neuronen ist bekannt, dass sie sehr hohe [K'].x zum Uberleben in
vitro bendtigen. Werden sie niedrigen [K']ex ausgesetzt, werden iiberlebenssichernde
Signalwege iiber die PI3K inhibiert (Harris et al., 2002). Des Weiteren werden Signalwege
aktiviert, die tiber JNK zum apoptotischen Zelltod der Neurone fithren (Estus et al., 1994;
Watson et al., 1998; Yamagishi et al., 2005). Dieser scheint iiber Caspase-3 abhéngige und
unabhéngige Mechanismen zu verlaufen (Miller et al., 1997; D'Mello et al., 2000; Harris et
al., 2002). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte ein Caspase-3 abhéngiger Zelltod von
kortikalen Neuronen in niedrigen [K'Jex und in Abwesenheit von trophischen Faktoren
beobachtet werden, wihrend hohere [K+]ex eine neuroprotektive Wirkung unter dem

Entzug trophischer Faktoren vermittelten.
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6. Ausblick

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist [K']., ein entscheidender Faktor
fiir das Uberleben kortikaler Neurone in der Phase der Neurotrophinabhingigkeit.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass kortikale Netzwerke mit steigender [K Jex
leichter erregbar, aber weniger synchronisiert sind (Canepari et al., 1997). Weiterhin ist
bekannt, dass eine starke Erhdéhung der [K'lex in hippocampalen Schnitten zu
epileptiformer Aktivitét fithrt, die durch GABA4-Rs reguliert wird (Khazipov et al., 2004;
Isaev et al., 2007).

Daher ist es interessant, die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen dissoziierten
kortikalen Netzwerke mittels eines MEA-Systems auf die Korrelation spontaner Aktivitét
innerhalb des Netzwerkes bzw. die Verdnderung der Aktivitdtsmuster in unterschiedlichen
[K']ex zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit konnte bereits demonstriert werden, dass
die dissoziierte neokortikale Kultur nach 1 Woche in vitro zunehmend korrelierte Aktivitit
zeigte. Am Ende der zweiten Woche in vitro hatten sich bestimmte Muster von iiber viele
Elektroden hinweg korrelierter Aktivitit entwickelt. Diese zunehmende Synchronisierung
der elektrischen Netzwerkaktivitit in neokortikalen Kulturen wurde bereits beschrieben
(Voigt et al., 1997; Opitz et al., 2002; Wagenaar et al., 2005; Sun unveroffentlichte
Beobachtungen).

Erste Experimente mit 2 Wochen alten neokortikalen Kulturen in unterschiedlichen [K Jex
deuten darauf hin, dass die Aktivitit des neuronalen Netzwerks in ACSF mit einer [K e
von 1,5 mM und 3 mM wesentlich geringer ist als in dem Kulturmedium NB/B27.
Dagegen entspricht sie in 5,3 mM [K']x der in NB/B27 gemessenen spontanen Aktivitit.
Dies steht in Ubereinstimmung mit oben genannten Studien, die ebenfalls eine Zunahme
der elektrischen Aktivitit von Neuronen in Abhingigkeit von der [K'Jex nachweisen
konnten.

Weiterhin kann durch kalziumsensitive Farbstoffe, wie Calcium Green, tiberpriift werden,
ob diese Aktivititsmuster mit transienten Erhéhungen der intrazelluldren
Kalziumkonzentration korrelieren. Diese konnen dann mit moglichen anti- oder
proapoptotischen Effekten in Verbindung gesetzt werden. Dies konnte z. B. durch die
Untersuchung des Gehaltes an phosphoryliertem CREB in den mit unterschiedlichen [K ' Jex
inkubierten kortikalen Kulturen erfolgen. In weiteren Experimenten konnte versucht
werden, Nervenzellen in niedrigen [K']e, elektrisch zu stimulieren und gleichzeitig die
Aktivierung der Caspase-3 zu untersuchen und so Aktivitdtsmuster zu bestimmen, die fiir

das Uberleben kortikaler Neurone entscheidend sind.
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7. Zusammenfassung

Der programmierte Zelltod spielt eine entscheidende Rolle wéhrend der normalen
Entwicklung des zentralen Nervensystems. Elektrische Aktivitidt und die Versorgung mit
trophischen Faktoren sind ausschlaggebend fiir das Uberleben eines Neurons. Besonders
der Netzwerkaktivitit, die die Freisetzung von Neurotrophinen bewirkt, scheint eine
Schliisselfunktion in der aktivitdtsabhdngigen Kontrolle der Apoptose zuzukommen.

Um zu untersuchen, welche zelluldren Prozesse die aktivitdtsabhingige Apoptose in
organotypischen Schnittkulturen des neonatalen zerebralen Kortex verhindern konnen,
wurde in der vorliegenden Arbeit immunzytochemisch das Auftreten von a-Caspase-3,
einem Schliisselenzym der Apoptose, nach pharmakologischer Beeinflussung von
Ionenkanélen und membranstindigen Rezeptoren analysiert.

Die vollstindige Unterdriickung neuronaler Aktivitit fithrte zu einem signifikanten Anstieg
der Anzahl a-Caspase-3 positiver Zellen. Ein dhnlicher Anstieg der Zahl a-Caspase-3
positiver Neurone konnte durch Applikation von CNQX, einem Antagonisten von
ionotropen nicht-NMDA Glutamatrezeptoren, oder CPP, einem NMDA-R Blocker,
induziert werden. Damit konnte die Bedeutung der iGluRs fiir das Uberleben unreifer
kortikaler Neurone gezeigt werden.

Ifenprodil und NVP-AAMO077, Inhibitoren der NMDA-Rezeptoruntereinheiten, NR2B und
NR2A, zeigten die Bedeutung dieser Untereinheiten fiir eine lang- (NR2B) bzw.
kurzfristige (NR2A) Uberlebenssicherung. Eine chronische Depolarisierung der Neurone
durch die Erhohung der [K+]ex fiihrte zum Uberleben von Zellen, die anderenfalls unter
dem Einfluss einer NMDA-Rezeptorblockade eine Aktivierung der Caspase-3 zeigten.
Dieser Effekt wurde durch Inhibition von L-VDCCs oder TrkB- und TrkC-Rs aufgehoben.
Zusammengenommen deuten die vorliegenden Daten darauf hin, dass das Zusammenspiel
von iGluRs und L-VDCCs nétig ist, um das Uberleben unreifer kortikaler Neurone zu
sichern und dass die Signaliibertragung iiber L-VDCCs und TrkB- und TrkC-Rs den
Verlust des Signalweges tiber NMDA-Rs kompensieren kann.

Im Weiteren wurde eine Methode etabliert, mit deren Hilfe eine Echtzeitanalyse der
Caspase-3 abhéingigen Apoptose in kortikalen Neuronen ermoglicht wurde. Dazu wurden
dissoziierte kortikale Kulturen mit dem pCaspase3-sensor Vektor transfiziert. Das durch
dieses Plasmid codierte fluoreszente Protein wird durch Caspase-3 gespalten, und der
tCaspase3-sensor transloziert daraufhin in den Nukleus. Im Gegensatz zu anderen
fluoreszenten Molekiilen, die zur Detektion der Caspase-3 Aktivierung genutzt werden,

erlaubt der Caspase3-sensor die Echtzeitanalyse der Apoptose ohne groflen
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experimentellen Aufwand und ohne sensitive Messgerite. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass der Caspase3-sensor spezifisch fiir die Aktivierung der
Caspase-3 ist und die Uberlebensfihigkeit der transfizierten Neurone durch das
Transfektionsprotokoll nicht beeinflusst wird. Weiterhin erfolgte die Translokation des
tCaspase3-sensors zeitnah zu der Aktivierung der Caspase-3, was diesen Vektor zu einem
wertvollen Marker fiir einen friihen Zeitpunkt des apoptotischen Prozesses macht. Somit
eignet sich dieser Vektor fiir Fragestellungen, bei denen die Kinetik der Caspase-3
abhingigen Apoptose untersucht werden soll.

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Vektor genutzt, um den Einfluss der [K']x auf
den Zeitpunkt der Aktivierung von Caspase-3 unter dem Entzug trophischer Faktoren zu
studieren. So zeigen kortikale Neurone in hohen [K+]ex und der Abwesenheit trophischer
Faktoren eine signifikant spitere Aktivierung der Caspase-3 als in niedrigen [K']ex.
Dadurch konnte erstmals gezeigt werden, dass das Uberleben unreifer kortikaler Neurone
und der Zeitpunkt der Caspase-3 Aktivierung unter dem Entzug trophischer Faktoren

mafgeblich von der [K+]ex abhingt.
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