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1 Einleitung

1.1 Korb- und Sternzellen in der Molekularschicht des
Kleinhirns

Das Zerebellum besteht aus der Kérnerschicht mit sehr dicht gepackten
kleinen Kornerzellen, der Purkinje-Zellschicht und der Molekularschicht, ein
dichtes Geflecht von Dendriten der Purkinje und Golgizellen sowie der Par-
allelfasern. 2D-Purkinje-Dendriten liegen in der Molekularschicht.

In der funktionellen Einheit des Zerebellums gibt es zwei Hauptschalt-
kreise: zum einem bilden Kletterfasern, die aus der unteren Olive stammen,
monosynaptische und starke Kontakte mit Purkinjezellen aus, zum anderen
stehen Moosfasern, deren Axone aus pontinen Neuronen stammen, {iber exzi-
tatorische Synapsen mit Kornerzellen in Kontakt; Parallelfasern, die zu Kérn-
erzellen gehoren, haben exzitatorische Kontakte mit Purkinjezellen. Purkin-
Jezellen bilden die einzigen Ausgangselemente der Kleinhirnrinde und proji-
zieren via inhibitorische gabaerge Synapsen zu den Vestibulariskernen.

Sternzellen, Korbzellen und Golgizellen sind lokale gabaerge Interneurone;
Stern- und Korbzellen, die in der Molekularschicht liegen, werden spédter noch
ausfiihrlich behandelt.

Sternzellen liegen in den oberen Zwei-Dritteln der Molekularschicht. Je
héher in der Molekularschicht, desto kleiner sind die Sternzellen. Ihr Durch-
messer betrégt 5-9 um. Die Axone, die 450pum Liinge erreichen kénnen, liegen
parallel zu den Oberflichen der Purkinje-Dendriten; es gibt sechszehnmal
mehr Sternzellen als Purkinjezellen.

Korbzellen liegen in der Umgebung der Purkinje-Zellschicht. Thre Dendri-
ten liegen in der Molekularschicht bis zu einer Distanz von 300um des Ker-
nes. Ihre Axone liegen parallel zu der Oberflische der Purkinje-Dendriten
senkrecht zu den Parallelfasern. Sie koénnen bis zu einer Distanz von 20
Purkinjezelle-Kernen ziehen und haben synaptische Kontakte mit 150 Pur-
kinjezellen; die Spezifizitit der Axone der Korbzelle sind die Kollateralen,
die den Kern der Purkinjezellen komplett umbhiillen. Es gibt sechsmal mehr
Korbzellen als Purkinjezellen und jede Purkinjezelle empfingt synaptische
Kontakte von 20-30 verschiedenen Korbzellen.

Stern- und Basketzellen empfangen excitatorische Signale von Parallel-
fasern und Kletterfasern und gabaerge Synapsen von Axonkollateralen der
Purkinjezellen und von anderen Korb- und Sternzellen. Sie innervieren Pur-
kinjezellen und andere Stern- und Korbzellen.

Bei einer solchen Komplexitit (wie in anderen Teilen des Gehirns) stellt
sich die Frage, was fiir eine Rolle solche Interneurone spielen; dass wir nicht
genau die Funktion des Wurms kennen, macht die Antwort komplizierter. Ei-



ne der moglichen Rollen der Interneurone ist es, Verbindungen zwischen sehr
lokalisierten Eingéngen zu machen, was die Moglichkeit einschliesst, fehlende
oder iiberzéhlige Aktionspotentiale in einem Erregungsmuster auszugleichen.
In dieser Arbeit wird eine aussergewdhnliche Eigenschaft der Axone dieser
Interneurone studiert: die Anwesenheit von GABA 4-Autorezeptoren.

10um
=

Abbildung 1: Darstellung einer Korbzelle (P14)

1.2 Mdgliche physiologische Wirkung der Autorezep-
toren

Der Schwerpunkt meiner Arbeit liegt auf den prisynaptischen Autorezepto-
ren. Definitionsgeméss liegen diese in den Axonen der Zelle.

Es gibt zwei mogliche und getrennten Effekte prisynaptischer Rezeptoren
(Dudel und Kuffler 1961):

o sie wirken auf die Erregbarkeit der eigenen Zelle: ein prisynaptischer
Strom induziert eine Verinderung des Membranpotentials, so dass sich
in der Folge die Schwelle zur Auslésung eines Aktionspotentials ver-
schiebt. Ausser einer unterschiedlichen Kinetik ist eine solche Wirkung
dhnlich der Wirkung von postsynaptischen Stréme,



e sie wirken auf die Effektivitéiit eines einzigen Aktionspotentials:

— sie konnen die Ausbreitung von Aktionspotentialen blockieren (Zhang
und Jackson 1995),

— sie kbnnen die Form (d.h. die Amplitude und die Lénge) von Ak-
tionspotentialen veréindern: dieses wirkt auf die durch Depolarisa-
tion ausgelosten Calcium-Stréme in Nerven-endingungen und al-
so auf die Freisetzungswahrscheinlichkeit von Vesikeln. Fiir man-
che Systeme wurde bewiesen, dass eine Inaktivierung von be-
stimmten Kalium-Kanélen genug wire, um den Calcium-Einstrom
in der Nervenendigung zu steigern (Jackson et al 1993). Man
kann sich vorstellen, dass das von prisynaptischen Rezeptoren in-
duzierte Potential eine solche Inaktivierung (oder Aktivierung)
von Kalium- oder Calcium-Kanile induzieren kénnte und damit
die Effektivitdt von einem einzigen Aktionspotential beeinflussen
wiirde,

— sie konnen die Aktivitiit von Proteinen, die die Freisetzung von
Neurotransmitters vermitteln, verdndern. Zum Beispiel induziert
die Bindung von GABA an GABA z-Rezeptoren die Aktivierung
von G-Proteinen und die Phosphorylierung / Dephosphorylierung
von bestimmten intrazellulidren Proteinen der Axone.

1.3 Prasynaptische Inhibition und GABA A-Autorezeptoren
1.3.1 Préasynaptische Inhibition im Riickenmark

(Rudomin 1990)

Ein a-Motoneuron des Riickenmarks wird von einer I,-Spindelfaser erregt:
die I,-Fasern werden durch eine dynamische Dehnung des Muskels aktiviert.
Also fiihrt eine Dehnung eines Muskels zu einer Spannungszunahme im ago-
nistischen Muskel. Gleichzeitig nimmt die Spannung des Antagonisten des
gedehnten Muskels ab; dies erfolgt iiber eine dissynaptische Hemmung der
Motoneurone iiber ”I,-Interneurone”.

Diese Interneurone werden nicht nur von I,-Spindelfasern sondern auch
von Fasern aus iibergeordneten ZNS-Zentren erregt.

Diese Interneurone induzieren eine préa- und postsynaptische Inhibition
der Spindelfaser-Motoneuron-Synapse. Die prasynaptische Inhibition erfolgt
iiber eine gabaerge Axon-Axon Synapse zwischen dem Interneuron und ei-
ner I,-Spindelfaser; diese induziert eine Hyperpolarisierung im Motoneuron,
die Aktionspotentiale unterdriickt. Es gibt zwei verschiedenen prasynapti-



schen GABA-Rezeptoren, die in der Membran von I,-Spindelfasern aktiviert
werden:

o GABA 4-Autorezeptoren: die Bindung von GABA an diese Rezepto-
ren fiihrt zu einer Erhdhung der C1™- und einer HCOj- Konduktanz.
Dazu wurde gezeigt, dass wegen der Anwesenheit einer Chloridionen-
Pumpe die C1~ Konzentration hoher innerhalb der I,-Fasern als in der
extrazelluldren Losung ist. Da das HCOj3 -Umkehrpotential auch héher
als das Ruhemembranpotential ist, fiihrt ein Reiz im Interneuron zu
einer GABA 4-Depolarisierung in I,-Fasern. Diese Depolarisierung hat
die Eigenschaften eines postsynaptischen Potentials: d.h. sie ist schnell
und lokalisiert. Es wird vermutet, dass die Depolarisierung der Axone
zu einer Unterdriickung der Propagierung der Aktionspotentiale oder
zu einer Verminderung ihrer Amplitude fiihrt; diese induzieren jeweils
eine Unterdriickung oder eine Verminderung der Freisetzung von Hor-
monen.

o GABA p-Autorezeptoren: die Aktivierung dieser Rezeptoren verindern
die Freisetzungswahrscheinlichkeit in einem breiteren zeitlichen Ab-
stand; diese erfolgt {iber G-Proteine, die die Phosphorylierung von
intrazelluldren Proteinen katalysieren und damit die "Wirkung” von
Aktionspotentialen auf die Freisetzung von Hormone auslosen; insbe-
sondere vermittelt die Aktivierung von GABA -Rezeptoren eine lange
Offnung von spezifischen K*-Kanile’, also eine Verkleinerung der Linge
der Aktionspotentialen und eine entsprechende Verkleinerung der Frei-
setzung von Neurotransmitters.

Fir uns sind die Uberlegungen liber die Wirkung der prisynaptischen
GABA 4-Depolarisierung insofern besonders interessant, als sie benutzt wer-
den kénnen, um die physiologische Rolle von GABA a-Autorezeptore im Klein-
hirn zu bestimmen. Trotzdem sind sich die zwei Systeme nicht sehr #hnlich: in
der Tat sind GABA 4-Autorezeptoren vermutlich eher in I,-Spindelfasern des
Riickenmarks lokalisiert als in Interneuronen des Zerebellums; in der Tat sind
Autorezeptore im Riickenmark post-synaptische Rezeptoren in axo-axonale
Synapsen.

1.3.2 Présynaptische Inhibition im Hypophysenhinterlappen

(Zhang und Jackson 1993-95)

Fasern des Hypophysenhinterlappens stammen von den grossen Zellen des
Nucleus supraopticus und des Nucleus paraventricularis hypothalami. Die
Hypophysenhinterlappenhormone Oxytozin und antidiuretisches Hormon (ADH)
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werden in Nervenzellen gebildet; diese werden in Varikosititen in den Axo-
nendigungen des Hypophysenhinterlappens gespeichert; bei elektrischer Er-
regung der Zelle werden die Hormonen in das Blut ausgeschiittet; GABA
wird von anderen Fasern freigesetzt.

Zhang und Jackson haben die Wirkung von GABA auf prisynaptische
GABA 4-Rezeptoren durch die Patch-Clamp-Ableitung von Varikosititen in
den Axonterminalen studiert:

Einfluss der GABA 4-Autorezeptore auf die Erregbarkeit der Zelle
Sie haben bestimmt, dass:
e Ec¢; in dieser Varikositdten -48mV betrigt,

e die Kurve der Inaktivierung von Natrium-Kanile besonders hyperpo-
larisiert ist.

Also induziert eine lange Applikation von GABA eine Depolarisierung, die
Natrium-Kanéle inaktiviert; diese Inaktivierung und die Anwesenheit von
Varikositdten (1-20pm) in den Axonendigungen koénnen Aktionspotentiale
unterdriicken. Unter physiologischen Bedingungen kénnte sich freigesetztes
GABA iiber eine gréssere Distanz ausbreiten und eine lange Versinderung des
Membranpotentials induzieren.

Einfluss der GABA 4-Autorezeptore auf die Freisetzung von Neu-
rotransmitters

In diesem System liegt eine Erleichterung der Freisetzung von Neurotrans-
mitters, die von der Frequenz abhingt (Jackson et al 1991). Gleichzeitig gibt
es eine Verbreiterung der Aktionspotentiale, die vermutlich von der Inakti-
vierung bestimmter Kalium-Kanéle induziert wird. Diese Verbreiterung der
Aktionspotentiale kénnte die Erleichterung der Freisetzung von Neurotrans-
mitters erkldren.

In diesem ausgezeichneten System ist es moglich, Axonendingungen einer
Zelle des ZNS zu studieren. In bezug auf die priisynaptische Inhibition ist
dieses System dem der Korbzellen im Kleihirn seht #hnlich, im Unterschied
dazu finden sich hier jedoch Varikosititen in den Axonen.



1.4 GABA 4-Autorezeptoren im Kleinhirn
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Abbildung 2: Strom-Spannungs-Beziehung der Autorezeptorstréme (Pouzat und
Marty, 1999). A, Bei Haltepotentiale zwischen -110 und -60mV wurde der
Autorezeptor-Strom aufgezeichnet. B, Auftragung der Maximalamplituden aus A
gegen das Haltepotential. Das Umkehrpotential der Autorezeptor-Strome liegt bei
-13mV. In diesem Experiment betréigt das Umkehrpotential fiir Chloridionen (Ect)
OmV. Der Unterschied zwischen den beiden Umkehrpotentiale wurde in dieser Ar-
beit (Pouzat und Marty, 1999) erklirt.

In 80% der Korb- und Sternzellen in der Molekularschicht des Kleinhirns
wird nach einem Aktionspotential ein transienter Strom gemessen (Pouzat
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und Marty 1999). Dieser Strom wird von 50uM Cd2* in der extrazelluliren
Losung oder von 10mM BAPTA in der Patch-Pipette blockiert. Also héngt
der kurze Strom von dem durch Depolarisation ausgeltsten Calcium-Einstrom
ab.

Dazu wird dieser Strom von Bicucculine (10uM) oder Gabazine (10uM)
blockiert. Er héingt linear vom Potential ab und sein Umbkehrpotential ent-
spricht dem erwarteten GABA 4-Umkehrpotential (cf Abb. 2). Also wiire die-
ser Strom ein gabaerger Strom, der durch GABA 4-Rezeptoren vermittelt
wird.

Sein ”time to peak” tyg9_gg9 ist viel linger als das t10%—90% eines synap-
tischen Stroms, darum ist dieser gabaerger Strom kein autaptischer Strom.
Ausserdem ist dieser Strom sehr oft messbar, darum ist es héchst unwahr-
scheinlich, dass er von elektrischen Verbindungen zwischen Interneuronen des
Kleinhirns vermittelt wird.

Schliesslich zeigt eine Modellierung, dass die Kinetik dieses Stromes mit
einer hohen Dichte von GABA 4-Rezeptoren in den Axonen kompatibel ist.
So gibt es GABA 4-Rezeptoren in der Axone von Korb- und Sternzellen des
Kleinhirns, die von dem Molekiil GABA aktiviert werden, das von derselben
Zelle freigesetzt wird; darum heissen diese Rezeptoren GABA A-Autorezeptoren
und der entsprechende Strom heisst Autorezeptor-Strom.

1.5 Ziel der Diplomarbeit

Es gibt GABA 4-Autorezeptoren in [...den Axonen von...] Korb- und Stern-
zellen (siehe 1.4), die durch die Freisetzung von GABA von derselben Zelle
aktiviert werden. Das Ziel der Diplomarbeit ist der Versuch, die physiolo-
gische Rolle der GABA 4-Autorezeptore zu bestimmen. Ihre erste mogliche
Wirkung ist es, die Erregbarkeit der Zelle zu verindern (siehe 1.2); dar-
um werden wir zuerst Egp4, bestimmen und werden dann ihren Einfluss
tiber die Schwelle zur Auslésung eines Aktionspotentials messen. Die zweite
mogliche Wirkung ist eine Veréinderung des Effekts eines einzigen Aktions-
potentials auf die Freisetzung von Neurotransmitters; die Bestimmung dieses
Effekts scheint schwierig zu sein. Dafiir haben wir trotzdem ein weiteres Er-
gebnis erhalten: eine qualitative Messung der Verdnderung von [Ca?'];, die
von einer dauerhaften Applikation von GABA vermittelt wird.
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2 Experimentelle Methoden

2.1 Préparation und Anfertigung von Diinnschnitten

Ratten (zwolf bis dreizehn Tage alt) werden ohne Betiubung dekapitiert. Das
”Vermis” wird schnell seziert und in eine eiskalte Ringerldsung iiberfiihrt.
Nach zwei Minuten wird das Kleinhirn auf einen Schneideblock geklebt. Die
Kammer wird dann mit kalter Ringerldsung aufgefiillt, bis das Kleinhirn
vollstindig bedeckt ist. Durch diese Anordnung bleibt die Lésung wihrend
des gesamten Schneidens (c.a. 20 min) verhéltnis missig kalt (unter 5°C).
Longitudinale (Llano et al, 1991).

2.2 Verwendete Lésungen

Zur Préparation, zum Anfertigen der Diinnschnitte und als Badlésung wur-
de eine Ringerlosung folgender Zusammensetzung benutzt: 125mM NaCl,
2.5mM KCl, 2mM CaCly, 1mM MgCl,, 1.25mM NaH,POy, 26mM NaHCOs,
10mM Glucose.

Bei Begasung mit 95% O / 5% CO, stellt sich ein hydrogenkarbonatge-
pufferter pH von 7.4 ein. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur der
Badlosung (20-25°C) durchgefiihrt.

Die Pipettenlésung hat folgende Zusammensetzung:

e " Cell-attached” Experimente fiir die Messung von Egapa, (siehe 3.1):
150mM KClI, 2mM CaCl,, 10mM HEPES, pH=7.3.

e ”Cell-attached” Experimente fiir die Messung der Offnungswahrschein-
lichkeit der BK-Kanile: 159mM KCl, 10mM HEPES, 1mM EGTA,
pH=7.3,

o "Whole-cell” Experimente: man benutzt dafiir die sogenannte Lisung
P, die in 3.1.5 gegeben ist.

Wihrend dieser Diplomarbeit werden verschiedene Pharmaka mit der fol-
genden Konzentrationen benutzt:

e GABA, 20uM?,
e Muscimol, ein spezifischer Agonist von GABA 4-Rezeptoren: 20uM,

e Bicucculine, ein kompetitiver Antagonist von GABA 4-Rezeptoren: 10uM,

'man muss daran errinern, das es beide GABA 4 und GABA g Rezeptoren in Basket-
und Korn- Zellen von Kleinhirn gibt.
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e NBQX, ein kompetitiver Antagonist von AMPA Rezeptoren: 10uM,

e D-APV, ein kompetitiver Antagonist von NMDA Rezeptoren: 20uM,

LAD 62349, ein spezifischer Antagonist von GABA Rezeptoren: 0.5uM,

Cadmium, um Calciumstréme zu blockieren: 100uM.

2.3 7Cell-attached” Experimente

y

Vm=Vec-Vp

Abbildung 3: Schema des ” Cell-attached” Experimentes. V. = Potential der Zelle,
Vp = Haltepotential der Patch-Pipette, V,, = V, - V, ist das Membranpotential
unter der Patch-Pipette. Die Lésungen und die Eigenschaften der Pipetten sind
im Text beschrieben.

Fiir alle ”Cell-Attached” Experimente hat die Patch-Pipette einen Wider-
stand von c.a. 7-9 MQ. Die Applikationspipette ist eine Pipette von c.a. 2
pm (mit einem Widerstand von c.a. 2.5MQ). Die Patch-Pipette enthilt eine
Losung mit hoher Kalium-Konzentration, deren Zusammensetzung obenste-
hend angefiihrt wird; die Lésung in der Applikationspipette ist eine Ringer-
Losung, die 20uM Muscimol enthélt.

2.3.1 Stimulationsprotokoll

Das Haltepotential der Patch-Pipette ist V, = 0 mV. Wir fiihren das fol-
gende Protokoll durch: alle zwei Sekunden wird die Patch-Pipette zu einem
Potential V (V =0, -10, -20,..., -150 mV.,...) wihrend 500ms geklemmt.
Wir warten systematisch eine Minute nach der Applikation von Muscimol,
bevor wir das Protokoll durchfiihren; nach dieser Minute verindert sich die
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Amplitude von BK-Kanile nicht mehr. Wenn zum Zeitpunkt ty die Applika-
tion von Muscimol endet, erscheinen allméihlich die Aktionpotentiale wieder
(siehe Abb.12); vier Minuten nach dem Zeitpunkt ty wird mit dem Protokoll
fiir das Auswaschen begonnen. Eine Zelle wird akzeptiert, wenn es spontane
Aktionpotentiale in der Kontrolle und im Auswaschen gibt.

2.3.2 Datenaufnahme und -auswertung

Die Amplitude der BK-Kanéile wird mit dem Programm PulseFit 8.03 ge-
messen (siehe auch Abb 5). Fiir jede Zelle fiihrt man die Auftragung der
Einzelkanalamplituden der BK-Kanéle gegen das Haltepotential der Pipette
Vy durch. Durch ein Igor-Programm wird dem Ergebnis eine lineare Funktion
angepasst.

2.4 ”Whole-cell”-Experimente
2.4.1 Messung der Erregbarkeit der Interneurone

Als intrazelluldre Losung wird die Lésung P benutzt (siche 3.1.5). Wir fiihr-
ten eine Messung des Effekts der Autorezeptoren auf die Erregbarkeit der
Interneurone durch:

Das Experiment wurde in der ? Current-Clamp”-Konfiguration gemacht.
Als Messung der Erregbarkeit der Interneurone wird Lnin bestimmt, die die
nétige minimale Intensitdt ist, um ein Aktionpotential zu induzieren (siehe
Abb 11). Um I,;, zu messen, benutzt man Stimulationen, deren Dauer
2ms ist und deren Intensitét jeweils I, 1410, 1+20,..., J=I+90 betrigt. I ist
gewdhlt, so dass I, zwischen T und J hingestellt wird. Die Frequenz der Sti-
mulation ist 2Hz; das Protokoll wird fiir die erste und die zweite Stimulation
Jeweils in der Kontrolle und in der Anwesenheit von Bicucculine angefertigt.

Wegen des Auswaschens der Autorezeptor-Stréme mit einer Halbwertszeit
von 10-20 Minuten (Pouzat und Marty 1999) wird das ganze Protokoll in
Kontrolle in weniger als 6 min durchgefiihrt.

2.5 Messung der Offnungswahrscheinlichkeit der BK-
Kanile

2.5.1 Stimulationsprotokoll

Das Stimulationsprotokoll ist #hnlich wie die obenstehenden ” Cell-attached” -
Experimente. Aber wihrend des Sprunges von 500ms wird das Potential der
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Pipette zwischen -100 und -200mV gehalten, so dass die Offnungswahrschein-
lichkeit der BK-Kaniile gross wird?.

Bemerkung: wenn man die extrazellulire Lésung verdndert, verindert
man auch die Losung in der Applikationspipette, so dass die Lésung in der
Applikationspipette der extrazelluldren Losung plus 20uM Muscimol ent-
spricht. Also:

e wenn die extrazelluldre Losung die Ringerldsung ist, hat die Lésung in
der Applikationspipette die folgende Zusammensetzung: Ringerldsung
+ Muscimol 20 uM,

e wenn es Cadmium in der extrazelluldren Losung gibt, hat die Lésung in
der Applikationspipette die folgende Zusammensetzung: Ringerlosung
+ 20pM Muscimol + 100 pM Cadmium.

Abbildung 4: Protokoll der Messung von der Offnungswahrscheinlichkeit der BK-
Kanile. Auf dieser Abbildung gibt es keinen, einen oder zwei offene BK-Kanile zu
Jeder Zeit t. Es sei i der mittlere Einzelkanalstrom.Es sei l; und 1 die waagerech-
ten Linien. Diese werden jeweils zu % und % positionniert. Ein Igor-Programm
berechnet die Anzahl n; und ny der Punkte, die sich {iber den Linien Iy und Iy
befinden. Es sei n die gesamte Nummer von Punkten. Es sei N die gesamte An-
zahl der Kanile unter der Pipette. Demzufolge wird die Offnungswarscheinlichkeit
der BK-Kanile als p = nnl;f—]’\’,z berechnet. Diese wird fiir jede Zelle und fiir jedes
Potential iiber 6 x 0.5 = 3 s gemessen.

Statistische Analyse Das Protokoll der Messung der Offnungswahrschein-
lichkeit der BK-Kanile ist in Abbildung 4 beschrieben. Zu bemerken ist, dass
die Linien 1y, lo,..., 1, mit dem Auge positioniert werden. Die Berechnung der

2Entgegen der Messung von Eqgapa, “gibt es in der Patch-Pipette kein Calcium; unter
diesen Bedingungen verkleinert sich die Offnungswahrscheinlichkeit der BK.Kanile.
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Anzahl der Punkte oberhalb jeder Linie und die Anpassung des Ergebnis mit

der Funktion ]

1 +exp(—a(V - V)
werden durch ein Igor Programm erfiillt.

3 Ergebnisse

3.1 Abschétzung des Umkehrpotentiales von GABA 4-
Leitfdhigkeiten

3.1.1 Verschiedene Methoden zur Messung des GABA , Umkehr-
potentials

Um das GABA, Umkehrpotential zu messen, gibt es drei in der Litera-
tur beschriebene Methoden (In allen dieser Methoden wird die ” On-Cell”-
Konfiguration benutzt):

1. ”Gramicidin Perforated Patch” : Leitfihigkeit von Chlorid- und Bicar-
bonate- Ionen durch einen ”Gramicidin Perforated Patch” ist gleich
Null; durch eine stetige Application von Muscimol kénnen wir das
GABA 4-Umkehrpotential messen, ohne die Konzentration von Chlorid-
und Bicarbonate- Ionen zu veriandern (Owens et al, 1996),

2. die zweite Methode benutzt das Umkehrpotential von Kalium-Stromen.
In der Patch-Pipette gibt es eine hohe Konzentration von Kalium, so
dass das Umkehrpotential von Kalium zwischen der Pipette und dem
Inneren der Zelle gleich Null ist. Eine Strom-Spannungs-Beziehung die-
ser Kalium-Stréme wird erstellt. Das Potential in der Pipette V,, fiir
das die Kalium-Stréme gleich Null sind, gibt das Potential der Zel-
le V, jeweils in der Kontrolle und in der Anwesenheit von Muscimol
(Verheugen et al 1999),

3. die dritte Methode leitet sich aus der zweiten ab: diesmal werden nicht
die allgemeinen Kalium-Stréme gemessen, sondern die Amplitude der
Einzelkanalstrome der BK-Kanile (siehe Abb 3). Diese Methode wurde
benutzt bei Zhang und Jackson 1993, um die intrazellulire Chloridionen-
Konzentration der ” Peptidergic Secretory Nerve Treminals” des Hypophysen-
Hinterlappens zu bestimmen. Es wird eine hohe Konzentration von Ka-
lium in der Pipette benutzt, so dass die Strom-Spannungs-Beziehung
der BK-Kanile (geméss der GHK Gleichung) linear in der Nihe von
Vim = 0 ist. V,(0), wofiir der Einzelkanalstrom der BK-Kanile gleich
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Null ist, entspricht dem Potential der Zelle V,: aus V,(0) wird nach we-
nigen Annahmen (siehe unten) das GABA 4-Umkehrpotential errechnet
(siehe Abb. 6).

Vpipette = -100mV

Abbildung 5: Messung von der Amplitude der BK-Kanile. In dieser Zelle wurde
GABA anstatt Muscimol benutzt. In dieser Abbildung ist erkennbar, dass der
Einzelkanalstrom grosser ist, wenn es GABA in der Losung gibt.

3.1.2 BK-Kanile

BK-Kanile sind Kalium-Kanéle, die von einer Depolarisierung, einer hohen
intrazelluldren Calcium-Konzentration und einem basischen intrazelluliren
pH-Wert aktiviert werden.

BK-Kaniile gibt es in Korb- und Sternzellen des Kleinhirns. Sie werden
hier benutzt, um das GABA 4 Umkehrpotential zu messen (siehe die dritte
Methode oben und Abb.5).
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3.1.3 Bestimmung der Muscimol-induzierten Depolarisierung

10

I

Kontrolle © 5

Muscimol Ve muse =-56 mV

Auswaschen @ 0-

Vc_Kontrolle =-71 mV

I T ] | I I ] T
0 200 40 60 80 100 120 140
-Vpipette (mV)

Abbildung 6: Auftragung der Einzelkanalamplituden der BK-Kanile gegen das
Haltepotential der Pipette -V, (n = 10 Zellen). Der Schnittpunkt mit der Abzis-
se entspricht dem Potential der Zelle V,; dieses Potential betrigt -71mV in der
Kontrolle und -56mV in der Anwesenheit von Muscimol; aus der Steigung der Re-
gressionsgeraden ergeben sich die Einzelkanalleitfihigkeiten in der Kontrolle und
in Anwesenheit von Muscimol jeweils mit 190 pS und 220 pS.

Der Einzelkanalstrom ist grosser in der Anwesenheit von Muscimol als in der
Kontrolle:

AI = 3.1pA + 0.3pA

Also induziert Muscimol eine Depolarisierung von
13.5 £ 1.5mV
Das Potential der Zelle betréigt in Anwesenheit von Muscimol
—56 + 1.7mV
und in der Kontrolle (siehe Abb 6)
=71 £2mV

Dieses Experiment zeigt, dass das Umkehrpotential von GABA a-Leitfahig-
keiten wahrend einer stetigen Applikation von Muscimol héher als das Ruhe-
Membranpotential ist. Wenn wir annehmen, dass die Muscimol-induzierten
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Leitfdhigkeiten viel grosser als die anderen Leitfihigkeiten unter den Be-
dingungen des Experimentes sind und dass das GABA 4-Umkehrpotential
konstant in der Laufzeit des Experimentes bleibt, dann ergibt dieses Um-
kehrpotential -56 mV.

3.1.4 Bestimmung des Umkehrpotentials von Chloridionen

Bei der Annahme, dass in der ”Whole-Cell” Konfiguration das GABA 4-
Umkehrpotential vor allem von Chloridionen Konduktanzen abhéngig ist,
erhilt man als Cl™-Umkehrpotential:

ECl = —56mV

Ausserdem ist die Chloridionen-Konzentration [C1~], in der extrazelluliren
Losung 133.5 mM; gemiéss der Nernst-Gleichung bestimmt man die entspre-
chende intrazelluldre Chloridionen-Konzentration:

EC’l = ——1In

= [0 = [0 )eexp(22Y

AlCT) = [Cr].

Numerischer Ergebnis:

T ~ 208K

=U = 25.TmV
_ 96
15mM
_ 1.7
~ ImM
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Es folgt:

[CI7]; = (15 £ \ymM

3.1.5 Wahl der ”physiologischen” intrazelluliren Losung P

In dem Artikel von Pouzat und Marty 1999 wurden die sogenannten K-Cl und
K-Gluconat intrazellulidre Losung benutzt3; die Losung P ist eine Mischung
der zwei Losungen, so dass die Konzentration von Chloridionen [Cl7]; 15mM
ergibt; die Losung P ist in der folgenden Tabelle gegeben:

mM
K-Gluconate | 144.0
KCl1 6.0
MgCl, 4.6 | pH = 7.3
HEPES acid | 10.0 | mit ~ 150ul KOH 1M
EGTA 1.0 | Osm = 300 mOsm
C&CIQ 0.1
ATP-Na 4.0
GTP-Na 0.4

Tabelle 1: Die Losung P.

3.1.6 Bestimmung des ”Junction-Potentials” der Losung P

Das ” Junction-Potential” der Losung P wird durch eine in der Literatur
beschriebene Methode gemessen (Neher 1991). Wir haben das ”Junction-
Potential” fiir der Lésung P, die K-Cl und die K-Gluconate Lésung bestimmt.
Der klassische Wert fiir eine K-Cl Losung ist V,p = +3mV (Barry):

Losung Vp
KCl1 +3
K-Gluconat | +12
P +11

Tabelle 2: gemessenes V ;p fiir verschiedene Losungen.

Eine K-Cl Losung besitzt vor allem 150mM KCl; eine K-Gluconat Lésung, 150mM
KGluconat.
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Untenstehend wird das ” Junction-Potential” von der Losung P systema-
tisch korrigiert; dieses Problem wird nicht mehr wéahrend dieser Diplomarbeit
betrachtet werden.

3.2 Kontrollversuche

Mit dem obenstehenden Experiment wurde das Chloridionen-Umkehrpotential
durch drei Annahmen bestimmt:

1. in der Anwesenheit von Muscimol sind die nicht von Muscimol indu-
zierten Leitfihigkeiten unbedeutend; das heisst, dass die Zelle zu dem
Umkehrpotential der GABA 4 Konduktanzen Eg4p4 4 geklemmt wird,

2. EGABAA entspricht ECl,

3. Egapa, verindert sich nicht wihrend einer stetigen Applikation von
Muscimol.
3.2.1 Abschétzung von 8GABA,

Das Experiment ist in der Abbildung 7 gezeichnet und zeigt, dass

9caBa, =~ 20 % g,

(96484 4 entspricht der Muscimol-induzierten Konduktanzen der Zelle und
g1, den anderen Konduktanzen).

Ausserdem ist das Membranpotential durch die folgende Gleichung gege-
ben:

v — 9caBA, Egapa, + grE;
" 9cABA, + gL

Wenn 9capa, zwanzigmal grisser als g; ist, ist dann (Vin — Egapa,)
nicht grésser als 1mV; wir kénnen also feststellen, dass die Zelle in Anwe-
senheit von Muscimol zum GABA , Umkehrpotential geklemmt wird. Diese
Uberlegungen unterstiitzen die erste Annahme.
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Abbildung 7: Messung von 9caBa, und von FEgapa,: die intrazellulire
Losung ist die Lésung P; die Zelle wird zwischen -50mV und -60mV ge-
klemmt; i(muscimol) ist die gemessene Intensitdt in Anwesenheit von Musci-
mol; i(kontrolle) ist die entsprechende Intensitiit in Kontrolle. Mit der Glei-
chung i(muscimol) — i(kontrolle) = gcapa, *(V — Egapa,) wird bestimmt,
dass ggapa,, g, und Egapa, Jeweils (14.3 & 3) nS, (0.77 £ 0.15) nS und
(-56 & 0.6) mV ertriigen (n = 5 Zellen; jede Zelle wird mit einem verschieden
Symbol gezeichnet.).

3.2.2 El’ltSpI‘iCht EGABAA ECZ ?

Mit der Lésung P in der Pipette beweist das obenstehende Experiment (sie-
he Abb 7), das das GABA 4-Umkehrpotential genau B¢, entspricht. Die
Bikarbonat-Leitfahigkeit durch GABA 4-Rezeptoren wurde als nicht unbe-
deutend bezeichnet (Kaila und Voipio 1987, Bormann et al 1987). Untenste-
hend wird das erwartete Egapa, berechnet, das eine Funktion von Exco,
und von Egy ist:

Zuerst kénnen wir das HCOjz -Umkehrpotential abschiitzen: in Schnitten
und mit einem konstanten Druck von CO, wird im Equilibrium das HCO; -
Umkehrpotential von dem H*-Umkehrpotential bestimmt; Kaila und Voipio
1987 geben im Hypophysenhinterlappen pH; = 7.2 und pH, = 7.4; Und in
einem ”Whole-Cell” Experiment haben wir pH;=7.3 und pH,=7.4, daraus
folgt:

EHC'O3 = (sz — pHe) * 08mV
~ —6mV
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N Pyc
Dann braucht man Egap4, abzuschétzen, wenn Eyco,, Ee und %ZO& je-

weils -12mV, -56mV und 0.2 betragen (das Permeabilititverhiltnis P’;;%&
= 0.2 wurde fiir GABA4 Rezeptoren von Neuronen des Riickenmarkes ei-
ner Maus bestimmt (Bormann et al 1987)"). Bei der Benutzung der GHK
Gleichung (Hille 1992) erwarten wir, dass Ecapa, mehr als E¢; depolarisiert
ist:

EF?[CI], — [Cl7);ezp(Zeapa )

Iey = Pg 3 “ (1)
RT 1 — exp( ——M}fﬂ' )
, _ p__ BF?[HCOj), — [HCOs]exp(2e204a) o)
HCOs3 — HCO3 RT 1— ea;p(ff?c,-;fA] )
IC[ + IHCOg = 0 (3)
Dann folgt:
Inco; _ Puco, [HCOs), 10PHi-pHe _ eKP(—EMz__f 24) ) 1
I Per [Cl7]. exp(fa) — exp(f%fﬂ—ﬂ
. Prcoy [HCO3). H;—pH,
eXp Eil_ + o i-_T__lop 1 —Dile
= Ecapa, = U xIn( ) ;*U o )
1 + Frcoy H(-E).’je
Py [Cl=]e

EGABAA ~ —53mV

Also erhilt man Egapa, > Ecy; aber in Abbidung 7 hat man Ecapa, =
Ecy. Dieser Unterschied kénnte durch einen experimentellen Fehler (z.B. in
der Bestimmung des ” Junction-Potential” der Losung P) bedingt sein. Sonst
wére es moglich, dass in der ” Whole-Cel]” Konfiguration die Annahme, dass
das HCO;3 -Umkehrpotential -12mV ergibt, falsch ist.

In der Tat enthilt die Losung P kein HCOj; und das HCOj3-Umkehrpotential
wird gleichzeitig von der Diffusion von CO, durch die Membrane aus der ex-
trazelluldiren Lésung zum Inneren der Zelle und von dem Austausch von CO,
zwischen der Pipette und der Innere der Zelle bestimmt; also ist E HCO; Mmehr
hyperpolarisiert als in der ” Cell-attached” Konfiguration und E¢ 454 4 ndhert
sich in der ”Whole-Cell” Konfiguration von Eg,.

Trotzdem wollen wir vorallem den Effekt von der GABA 4-Autorezeptor-
Depolarisierung betrachten, egal ob das GABA 4-Umkehrpotential von Chlorid-
Konduktanzen oder von HCOj -Konduktanzen bestimmt wird; dafiir reicht

“In dieser Berechnung machen wir also die Annahme, dass P*I',%i auch 0.2 fiir GABA 4
Rezeptoren und Autorezeptoren in Basket- und Korb- Zellen betriigt. Es gibt keine Recht-
fertigung dafiir, aber das Werk von Borman et al ist die einzige Messung in der Literatur
von PHTifl fir GABA 4-Rezeptoren in Neuronen.
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die Losung P und wird untenstehend benutzt. Aber wir miissen uns daran
erinnern, dass die mogliche Verénderung des pH; in den Axonen, das von
HCO5 -Strome induziert wiirde, auch eine wichtige Rolle fiir die synaptische
Transmission haben kénnte und von der Losung P blockierbar sein wird.

Untenstehend berechnen wir Eci, wenn Egapa , und P%ZIO& jeweils -56
mV und 0.2 ergeben, um zu beweisen, dass Eg; auf diesem Fall immer héher
als V,, ist; diese Berechnung rechtfertigt die zweite Annahme:

_ Leapas,  Puco, [HCO3], pH;~pH, EGapa,
Ber = U xofesp(Z2gpte) - L1003 BO0Te oo _ o Beroas
~ —60.5mV

3.2.3 Uber die Konstanz von Ecapa,

Schliesslich hat die dritte Annahme (d-h. Egapa . verdndert sich nicht wihrend
einer stetigen Applikation von Muscimol) viele interessante Kritiken bekom-
men (Staley et al 1995, Kalia und Voipio 1987); darum denken wir, dass
ein weiteres Experiment notig sein wird, um diesen Wert von Egapa, zu
bestétigen (oder zu verwerfen). Diese Kritiken und das zukiinftige Experi-
ment werden im ersten Teil der Diskussion beschrieben.

3.3 Ein durch GABA ,-R induzierter Strom ist depo-
larisierend und excitatorisch

3.3.1 Das GABA ,-Autorezeptor-Potential

Die Zelle wird in der ”Current-Clamp” Konfiguration gehalten, die die beste
Konfiguration ist, um die physiologische Rolle der Autorezeptoren zu studie-
ren; die intrazelluldre Losung ist die Loésung P; mit dieser Lésung wird die
Form des Potentiales nach einer Stimulation studiert. In der Anwesenheit von
Bicucculine gibt es eine Hyperpolarisierung nach dem Aktionspotential, die
wahrscheinlich von Kalium-Strémen abhéngt. In Kontrolle gibt es eine lan-
ge Depolarisierung, deren t10%-90% 13.4ms betrigt und deren Verkleinerung
eine Halbwertszeit von t 1= 100ms hat. Die Amplitude der Autorezeptor-
Depolarisierung ist (64+/-0.4)mV; eine kleine Amplitude dieser Depolarisie-
rung kénnte den Zellen entsprechen, deren Axon bei der Priparation Schaden
genommen hat.



’20 mV
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Abbildung 8: Die Autorezeptor-Depolarisierung. A. Auftragung des Potentiales
der Zelle nach einer Stimulation in Kontrolle und in Anwesenheit von Bicuccu-
line (n = 1 Zelle). B. Differenz zwischen den Kurven des Potentials nach einer
Stimulation in Kontrolle und in Anwesenheit von Bicucculine (n = 20 Zellen).
Diese Differenz enspricht definitionsgeméss der autorezeptor-induzierten Depolari-
sierung. Der Artefakt am Anfang entspricht der Differenz zwischen der induzierten
Aktionspotentiale.

Die Autorezeptor-Depolarisierung ist exzitatorisch
Wir wollen ein Protokoll finden, das den Effekt der Autorezeptoren messen
kann.

Zur Messung der Erregbarkeit der Interneurone berechnen wir in ” Current-
Clamp” Konfiguration die minimale Intensitét I,,;,, um ein Aktionspotential
zu induzieren. Zwei Stimulationen werden gegeben, die von einem Interval
At getrennt sind (In Abb.9, At=30ms). Wir berechnen I,,;, fiir die zweite
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Stimulation in Anwesenheit von Bicucculine und in Kontrolle. Der Unter-
schied entspricht dem Effekt von Autorezeptoren. In Abbildung 10-A wird
so bewiesen, dass dieser Effekt exzitatorisch ist; dazu beweist die Abbildung
10-B, dass je grosser die Amplitude der Autorezeptor-Depolarisierung ist,
desto stirker ist der obenstehende exzitatorische Effekt. Diese Experimente
beweisen, dass das Autorezeptor-Potential exzitatorisch ist, und dass diese
grossere Erregbarkeit nicht ein Effekt von Bicucculine tiber andere Kanile
ist.

40mv

10ms

bicuculline

100 pA

Abbildung 9: Messung des Effekts der Autorezeptoren. Die Zelle wird zweimal sti-
muliert (Stimulation: 2ms, 200pA; Interval zwischen zwei Stimulationen — 30 ms;
Frequenz der Stimulationsequenz = 0.5 Hz). Zur Kontrolle werden zwei Aktionspo-
tentiale induziert, wihrend kein zweites Aktionspotential in der Anwesenheit von
Bicucculine induziert wird Bemerkung: die Intensitit von der Clamp wird immer
nev ausgerichiet, so dass das mittlere Potential der Zelle c.a. -70 mV ergibt.
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Abbildung 10: Die Autorezeptor-Depolarisierung ist exzitatorisch. A. Das Proto-
koll ist in Abbildung 9 beschrieben. Uber der Abzisse wird das Interval zwischen
den zwei Stimulationen tbertragen. Es sei Iy, In, I;p;e, und Iopicy, die minimalen
Stimulationsintensititen, um ein Aktionspotential jeweils nach der ersten und nach
der zweiten Stimulation in der Kontrolle und nach der ersten und nach der zweiten
Stimulation in der Anwesenheit von Bicucculine zu induzieren. Sy = Iy - Iy; Sopicu
= Iobicy - I1. Wir betrachten, dass (S2 - Sopicw) dem Effekt von Autorezeptoren
liber die Erregbarkeit der Interneurone entspricht (siehe Experimentelle Metho-
den 2.4.1). Jeder Punkt steht fiir eine Zelle. Die waagerechte Linie entspricht der
mittleren Ijp0, - Iy (n = 27 Zellen). Die rote Kurve ist die skalierte Autorezeptor-
Depolarisierung (siche Abb 8). Bei Abstand At=0 wurde Libicu-I1 aufgetragen. B.
Auftragung der (Sop;cq, - S2) gegen die Amplitude der Autorezeptor-Depolarisierung
(siehe Abb.A) 30 ms nach der ersten Stimulation fiir jede Zelle. Die Korrelation
ist signifikant (p < 0.01; n = 8 Zellen).
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3.3.2 Der gabaerge postsynaptische Strom

Wir wollen den Effekt des GABA a-Autorezeptor-Stroms mit dem Effekt ei-
nes postsynaptischen gabaergen Stroms vergleichen; d.h. wir wollen den Ef-
fekt eines postsynaptischen gabaergen Stroms auf die Erregbarkeit der Zelle
bestimmen.

Dafiir wird das Interneuron in ” Current-Clamp” Konfiguration gehalten,
in der die Intensitdt immer neu ausgerichtet wird, so dass das mittlere Poten-
tial der Zelle ca -70mV betrigt. Die intrazellulire Losung ist die Losung P; in
der extrazelluldren Lésung gibt es D-APV und NBQX, um die glutamatergen
exzitatorischen Potentiale zu blocken. Eine extrazellulire Stimulation wird
aufgetragen, so dass keine direkte Stimulation sondern ein gabaerges post-
synaptisches Potential induziert wird. Wir messen dann die notigen kleinsten
Intensitéten Tkontrolle yy 4 5™ um ein Aktionspotential zu induzieren, jeweils
in der Kontrolle (das heisst ohne extrazellulire Stimulation vorher) und 30ms
nach der extrazelluldren Stimulation.

Die Variation der Amplitude von postsynaptischen Potentiale ist gross, so
dass I5%™ keinen konstanten Wert ergibt. Trotzdem erscheint in dieser Zelle,
dass I™ immer viel kleiner als [konirolle gt insofern das postsynaptische
Potential nicht gleich Null ist; manchmal ist das postsynaptische Potential
allein ausreichend, um ein Aktionpotential zu induzieren (sieche Abb 11).
In dieser Zelle von einer Ratte, die 13 Tage alt war, ist also die gabaerge

postsynaptische Depolarisierung exzitatorisch.

20mV ‘

10ms

extrazellulaere
Stimulation

!

Abbildung 11: Ein gabaerges postsynaptisches Potential kann ein Aktionspoten-
tial induzieren (n = 1 Zelle).

Zum Schluss induziert eine kurze (d.h. synaptische) Freisetzung von GA-
BA eine Depolarisierung, die auf jedem Fall exzitatorisch ist.
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3.3.3 Eine dauerhafte Applikation von GABA oder Muscimol un-
terdriickt Aktionspotentiale

10
Muscimol
8 - Kontrolle Auswaschen

Frequenz (Hz)

t (min)

Abbildung 12: Der sogenannte ”Shunt der Aktionspotentiale” in der Anwesenheit
von Muscimol (n = 1 Zelle). Die Anzahl n, von spontanen Aktionpotentiale werden
in einer Zeit t (t ~ 5s) berechnet. Ein Punkt in dieser Abbildung entspricht der
Frequenz der Aktionpotentiale s

In der Anwesenheit von Muscimol gibt es iiberhaupt kein spontanes Aktions-
potential (n = 10 Zellen, ”On-Cell” Konfiguration). Dieses Ergebnis wird in
der Abb 12 fiir eine Zelle veranschaulicht. Also haben eine kurze F reisetzung
von GABA und eine dauerhafte Applikation von Muscimol verschiedene Wir-
kungen auf die Erregbarkeit der Zelle. Dieser Unterschied wird weiter in der
Diskussion betrachtet werden.

3.4 Die Offnungswahrscheinlichkeit p von BK-Kanile
verdndert sich durch eine dauerhafte Applikation
von Muscimol

3.4.1 Diese Verdnderung von p ist mit Cadmium blockierbar

Die Zelle wird in der ”Cell-attached” Konfiguration gemessen und das Expe-
riment l4uft, wie es in experimentelle Methoden beschrieben wird.

V.5, das in der Abbildung 13 definiert wird, ist charachteristisch der Off-
nungswahrscheinlichkeit eines Kanales. VI'#s¢mol jgt 50mV kleiner als Narands
fir die Zelle, die in Abb 13 gezeichnet wird; diese Verkleinerung ist blockier-
bar mit Cadmium. Dieses Experiment wurde in acht Zellen wiederholt, der
Unterschied ist signifikant (siehe Abb.14).
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Abbildung 13: Auftragung der Offnungswahrscheinlichkeit p gegen das Mem-
branpotential unter der Pipette V,, (n = 1 Zelle). Wir betrachten, dass V,
-70mV und -55mV jeweils in der Kontrolle und in der Anwesenheit von Bi-
cucculine ergibt. Jeder Punkt ist eine Messung der Offnungswahrscheinlich-
keit der BK-Kanile iiber 3s. Jede Messung gehort derselben Zelle und wur-
de nacheinander in der Kontrolle, in der Anwesenheit von Muscimol, von
Cadmium bzw. von (Muscimol + Cadmium) gemacht. Die Kurven werden

mit der Funktion TFexp(= al(V——Vo,5)) angepasst. Vg5 ist das gefolgerte Potential,

wofiir die Einzelkanaléffnungswahrscheinlichkeit % ergibt. In dieser Zelle folgt

Kontrolle Muscimol Cadmium Musc+Cd
Vis - Vo5 > Wos —Vos .




V_0.5inmV

5

cadmium

0 muscimol muscimol

-50 -

Abbildung 14: Messung von V5 unter verschiedenen Bedingungen: das Protokoll,
dass in der Abbildung 13 gegeben wurde, wurde benutzt; acht Zellen wurden in
der Kontrolle und in der Anwesenheit von Muscimol gemessen; drei Zellen wurden
auch in der Anwesenheit von Cadium und (Cadmium + Muscimol) gemessen. Der

. . YV Muscimol yMusct+Cad . i ,
Unterschied zwischen Vg":""t””e und ‘Zggdmium ist signifikant (P < 0.001, Student’s

t Test).

3.4.2 Mechanismus der Versinderung von p

Aus 3.1.2. gilt, dass die Offnungswahrscheinlichkeit p der BK-Kanile vom
Membranpotential, von der intrazelluliren Calcium-Konzentrationund von
pH; abhéngt. Wir kénnen annehmen, dass die Verdnderung von p von ei-
ner Verkleinerung von pH; induziert wird. Aber da das Umkehrpotential von
HCO3 c.a. -12mV im Equilibrium betrigt (Kaila und Voipio 1987), gibt es
einen Einstrom von HCO; durch GABA 4-Rezeptoren, d.h. eine Vergrosse-
rung von pH;; aber ein basisches pH; induziert eine Verminderung der Off-
nungswahrscheinlichkeit der BK-Kanéle (Marty und Neher 1985). Also hiingt
die Vergrésserung von p nicht von einer Verénderung von pH; ab.

Ausserdem beweist das obenstehende Experiment, dass diese Verinde-
rung wenigstens zum Teil von Cadmium 100xM in der extrazelluliren Lésung
geblockt werden. In dieser Konzentration blockiert Cadmium die Mehrheit
der Calciumstrémen, die durch Depolarisation ausgeldst sind (VDCCpg2t-
Kanile). Ein mdglicher Mechanismus ist, dass Muscimol eine Depolarisie-
rung von c.a. 14 mV induziert (siehe 3.1.3); diese Depolarisierung ist genug,
um VDCCggyz+-Kanélezu erdfinen; diese Offnung erhoht CaZ" in der ganzen
Zelle und auch unter der Pipette; es konnte genug sein, um die Oﬁ'nungs—
wahrscheinlichkeit p der BK-Kanile zu verindern.

So induziert eine dauerhafte Applikation von Muscimol eine Erhohung
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von CaZ* in der ganzen Zelle. Aber dieses Experiment gibt uns leider keine
Information iiber die Lokalisation dieser VDCCgq:2+-Kanilen. Hochst inter-
essant wire eine axonale Lokalization von diesen VDCCgq2+-Kanilen; dieses
lasst uns vermuten, dass GABA 4-Autorezeptoren bei der indirekten Wir-
kung auf Calcium-Kanile eine zweite physiologische Rolle haben kénnten
(siehe Diskussion).

4 Diskussion der Versuchsergebnisse

4.1 Diskussion der Richtigkeit der Annahme Ecapa, >
Vin

Wir haben bestimmt, dass das GABA a-Umkehrpotential nach einer stetigen
Applikation von Muscimol -36mV ergibt. Dafiir haben wir angenommen, dass
dieses Umkehrpotential sich nicht wihrend einer grossen Aktivierung von
GABA 4 Rezeptoren verdndert (siehe 3.2). Untenstehend folgt die Diskussion
iiber diese Annahme:

Im Artikel von Kaila und Voipio 1987° wird bewiesen, dass eine grosse Ak-
tivierung von GABA 4-Rezeptoren eine bezeichnende Verringerung von pH;
aufgrund von HCO; -Strémen induziert. Diese Verschiebung von pH; kénnte
die Aktivierung von manchen Proteinen beeinflussen. Zum Beispiel kénnte es
auf die C1~ /HCO3 Pumpe einwirken, so dass die intrazellulire Konzentration
von Chloridionen [C1~]; und demzufolge Egp4, sich veriindern.

Dazu gibt es eine andere Kritik, die von Staley et al 1995% formuliert
wurde. Er beweist, dass das GABA 4-Umkehrpotential sich wihrend einer
dauerhaften Aktivation von GABA 4-Rezeptoren verdndern konnte: beachte,
dass E¢, viel kleiner als V,,, sei, dass Enco, und if—,%-t jeweils -12mV und 0.2
betragen werden und demzufolge dass Eq .4 1 kleiner als V,,, sei. Eine grosse
Aktivierung von GABA, Rezeptoren wiirde einen Einstrom von Chloridio-
nen und einen Ausstrom von HCO; induzieren. Nur die Ionenpumpen (wie
die CI”/HCO; Pumpe) kénnten den Einstrom von Chloridionen ausgleichen:
also wird der Einstrom von Chloridionen durch GABA 4-Kanile nicht kom-
pensiert, deswegen ginge F¢; zu einem mehr depolarisierten Wert; was HCO4
betrifft gibe es einen anderen Mechanismus: es gibt zwischen der extrazel-
luldren Lésung und dem Innere der Zelle einen sehr schnellen Austausch von
COg; im Inneren der Zelle gibt es dann ein Gleichgewicht zwischen CO, und

®Kaila und Voipio haben in ”Cray Fish Skeletal” Muskel gearbeitet.
®Staley et al haben mit ” Hippocampal Pyramidal” Zellen gearbeitet.
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HCOg?
CO;+ H,O = HCOs;+ HT

Wegen dieses Gleichgewichtes wiire der Ausstrom von HCO3 durch den Ein-
strom von COy kompensiert und Erco, konnte konstant bleiben, oder we-
nigstens sich nicht so schnell verringeren wie sich Eg erhoht; also wiirde sich
Ecapa, erhohen. Staley et al behaupten, dass Egapa, zu einem Wert von
-55mV erhdht werden konnte, auch wenn Egapa 4 vor der Aktivierung kleiner
als V,, gewesen wire.

Auf diese beiden Kritiken kénnen unsere Kontrollversuche nicht antwor-
ten. Wir schlagen das folgende Kontrollexperiment vor: das Interneuron wird
in der ” Cell-attached” Konfiguration gehalten. In der extrazelluliren Losung
gibt es NBQX und D-APV, um die durch Glutamat aktivierten postsyn-
aptischen Stréme zu blocken. Als intrazellulire Loésung wird die Losung P
benutzt. Eine extrazellulire Stimulation wird gemacht, um ein gabaerges
postsynaptisches Potential zu induzieren. Wir vergleichen dann die Frequenz
der spontanen Aktionspotentiale nach der extrazelluliren Stimulation und
vor der extrazelluldren Stimulation (wenn t=0 der Zeitpunkt der Stimulati-
on ist, wird die mittlere Frequenz der Aktionspotentiale Jeweils in Fenster
[-100ms, Oms] und [30ms, 130ms] bestimmt?. Das Protokoll wird dann in An-
wesenheit von Bicucculine wiederholt®. Immer mit derselben Intensitiit der
extrazelluldren Stimulation gehen wir dann in der ” Whole-Cel]” Konfigurati-
on, um nachzuweisen, dass es in der Tat ein postsynaptisches Potential gab.
Wir erwarten, dass die Stimulation die Frequenz der Aktionspotentiale in
der Anwesenheit von Bicucculine nicht verdndert, aber dass in der Kontrolle
die mittlere Frequenz von Aktionspotentiale nach der Stimulation grosser als
vor der Stimulation ist (siehe 3.3.2). Ein positives Ergebnis ist genug, um alle
obenstehenden Kritike zu beantworten und um unser Ergebnis zu bestétigen;
eln negatives Ergebnis wird ohne andere Kontrolle die Behauptung Egapa,
> V,, verwerfen.

"die Halbwertszeit der Verkleinerung der gabaergen postsynaptischen Depolarisierung
ist grosser als 150ms in Current-Clamp Experimenten (Ergebnis nicht gezeigt).

8wenn ein Unterschied auch in der Anwesenheit von Bicucculine gesehen wird, ist das
Experiment nicht machbar.
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4.2 Verschiedene Effekte einer kurzen Freisetzung und
einer dauerhaften Applikation von GABA

"Shunt" Inhibition Phasiche Excitation
=15 < 10ms
musc [ [ GABA__ \_
Imusc / \ 9GaBa S
Vm“ll, ﬁHI vm _ o~
-
groessere
Erregbarkeit
— 0
— T
— E(GABA_A)
— Vm

Abbildung 15: ”Shunt” Inhibition und phasische Exzitation (fiir Diskussion, siehe
Text).

Es sel T das minimale benutzte Potential, um ein Aktionspotential zu in-
duzieren (”Treshold”). Betrachte, dass Egapa 4 kleiner als T sei. Betrachte,
es gebe keine Inaktivierung der Natrium-Kanile, wenn das Potential klei-
ner als T sei. Dann beweist ein elektrisches Model, dass die Intensitit Iy, die
gebraucht ist um T zu erreichen, grésser ist, wenn es eine dauerhafte Applika-
tion von Muscimol gibt. In der Tat fithren die GABA 4-Strome zum Ecapa,
zurlick und unterdriicken also Aktionspotentiale. Dies ist der s.0.g. "Shunt”.
Bemerkenswert ist, dass der Inhibitorische Effekt von GABA 4-R Strome mit
der Konzentration von Muscimol korreliert ist aber immer anwesend ist, egal
wie klein die stetige Konzentration von Muscimol oder von GABA ist. Dem-
zufolge wird eine lange Anwesenheit von GABA in der Umgebung, die zum
Beispiel eine starke und allgemeine Stimulation der Interneurone folgt, immer
inhibitorisch sein.

Aber es wurde bewiesen, dass ein gabaerger postsynaptischer oder presyn-
aptischer Strom sehr stark exzitatorisch ist; in diesem Fall ist die Halb-Zeit
der Abnahme der gabaergen Leitfihigkeit (einzige Millisekunden) kleiner als
die Zeitkonstante der Zelle (, die c.a. 100ms betriigt); dass heisst, dass die
induzierte Depolarisierung noch besteht, wenn die gabaergen Leitfihigkeiten
schon gleich Null sind. Es gibt keinen ”Shunt”-Effekt mehr. Aber das Poten-
tial der Zelle ist stirker depolarisiert d.h. niher an T. Unter der Annahme,
dass fiir diese kleine Veriinderung des Membranpotentials die Inaktivierung

33



von Natrium-Kanile nicht gross ist, verindert T sich nicht; daher ist die In-
tensitét, die gebraucht wird, um T zu erreichen, kleiner; also ist ein gabaerger
synaptischer Strom exzitatorisch.

Diese Uberlegungen, die in Abbildung 15 gezeichnet sind, beweisen, dass
das Wort ”Exzitation” zwei verschieden Konzepten entspricht: die tonische
Exzitation und die phasische Exzitation. In dieser Diplomarbeit wurde pha-
sische Exzitation untersucht.

4.3 Wirkung von GABA 4-Autorezeptoren
4.3.1 GABA ,-Autorezeptoren und Calcium

Wir haben bestimmt, dass es einen Calciumstrom wihrend einer dauerhaf-
ten Applikation von Muscimol gibt. Trotzdem weiss man nicht, ob dieser
Calcium-Einstrom in der somato-dendritischen Compartement oder in den
Axonen stattfindet. Da wir am physiologischen Effekt der Autorezeptoren
interessiert sind, wire es wichtig zu wissen, ob dieser Calciumstrom, der mit
einem ” Cell-Attached”-Experiment gemessen wird, vor allem aus den Axo-
nen kommt. Es wurde bewiesen, dass die meisten durch Depolarisation ak-
tivierten Calcium-Kanile in der Axone liegen wiirden (Llano et al 1997). So
kénnte die von Muscimol induzierte Erhéhung von [Ca?*); auch von axonalen
Calcium-Kanile kommen.

Ausserdem gibt es in den Axonen eine hohe Dichte von GABA a-Rezeptoren
und vermutlich auch von BK-Kanilen (Kanile, die im somato-dendritischen
Compartment, anwesend sind) und von C1(Ca) (Chloridionen-Kanéle, die von
einer Depolarisierung und von einer hoher intrazelluliren Konzentration von
Calcium aktiviert werden; einige Experimente lassen vermuten, sie wiirden
in den Axonen der Korb- und Sternzellen anwesend sein). Eine starke Ak-
tivierung von GABA 4-Autorezeptoren wiirde eine Depolarisation und einen
Einstrom von Calcium induzieren; der Eingang von Calcium wiirde Cl(Ca)
aktivieren, die die Axone weiter depolarisieren wiirde (siche Abb 16); Auf
Jedem Fall wiirden auch nach einer Weile BK-Kanile aktiviert, die die Zelle
hyperpolarisieren.

Also konnte ein solcher Mechanismus wichtig fiir die Regulierung von
Aktionspotentialen sein: Autorezeptoren werden von einem Aktionspotenti-
al aktiviert und erleichtern die Bildung eines neuen Aktionspotentials, also
erleichtern Autorezeptoren die sogenannte ”Bursts” von Aktionspotentiale,
die in Korb- und Basketzellen vorkommen. Aber eine solche Aktivierung
von "Burst” muss kontrolliert werden: der obenstehende Mechanismus von
Aktivierung von BK-Kanile nach einer starken oder langen Autorezeptor-
Depolarisierung konnte erkliren, wie die Bursts enden.
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Abbildung 16: GABA induziert eine Depolarisierung iiber Autorezeptoren. Diese
findet in den Axonen statt und breitet sich passiv bis zum somato-dendritischen
Compartment aus. In der Axone kénnte diese Depolarisierung einen Calciumstrom
induzieren, der durch spannungsabhéngige Calcium-Kanéile vermittelt wird. Diese
Erh6hung von [C'a®"]; kénnte die sogenannten Cl(Ca) (Hille 1991) ercffnen. die die
Axone wieder depolarisieren. Dieser Mechanismus wiirde [Ca?*]; in den Axonen
sehr erhShen (fiir weitere Diskussionen, siehe Text.)

4.3.2 GABA ,-Autorezeptoren und ”Paired-Pulse Depression”

Manche Experimente beweisen, dass es in Korb- und Sternzellen eine ” Pai-
red-Pulse Depression” (PPD) gibt: d.h. zwei Stimulationen werden gemacht,
die von einen Interval von 20ms getrennt sind. Der mittlere postsynaptische
Strom ist grésser nach der ersten Stimulation als nach der zweiten Stimula-
tion (Pouzat und Hestrin 1991).

Ein erster moglicher Mechanismus der PPD ist eine Verminderung der
Lénge oder der Amplitude des zweiten Aktionspotentials; diese kénnte durch
eine Inaktivierung von Natrium-Kanile oder eine grossere Aktivierung von
Kalium-Kanéle vermittelt werden. Der obenstehende Mechanismus von Off-
nung von Chlorid- und BK-Kanéle kénnte also die PPD erkliren. Um heraus-
zufinden, ob Bicucculine die Amplitude von der PPD moduliert, haben wir
extrazelluldre Stimulation in Kontrolle und in Anwesenheit von Bicucculine
gemacht: das Experiment war schwierig und hat kein Ergebnis ergeben. Dazu
scheint die prisynaptische intrazellulire Konzentration von Chloridionen die
PPD nicht zu beeinflussen (Pouzat und Hestrin 1991).

Ein zweiter moglicher Mechanismus der PPD ist die sogenannte Deple-
tion von Vesikeln: d.h. die Freisetzungswahrscheinlichkeit ist niedriger nach
der zweiten Stimulation als nach der ersten Stimulation, weil es weniger frei-
setzungsbereite Vesikeln gibt; dieser Mechanismus kénnte am Wichtigstens
fir Stern- und Korbzellen sein. Wir wiirden das folgende Experiment vor-
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schlagen: wenn der prisynaptische Calciumstrom derselbe nach der ersten
und nach der zweiten Stimulation wire, wihrend der mittlere postsynapti-
sche Strom sich verdndern wiirde, dann wiirde es bewiesen, dass die PPD am
Meistens von der Depletion der Vesikel oder von postsynaptischen Phianome-
nonen abhéngt.

4.3.3 GABA ,-Autorezeptoren und Aktivitit des neuronalen Net-
zes

Die Aktivitéit eines Netzes ist von Verbindungen zwischen Einheiten und von
Eigenschaften der Einheit (hier einer Zelle) bestimmt. Wir haben bewiesen,
dass die Funktion der GABA a-Autorezeptoren eine zeitliche Regulierung von
spontanen Aktionspotentialen ist, d.h. eine Aktivitdtsmodulierung der Zelle
selbst.

9 Zusammenfassung

In dieser Arbeit kamen wir zu folgenden Ergebnisse:

1. Das Umkehrpotential von GABA a-Leitfahigkeiten in Korb- und Stern-
zellen vom Kleinhirn betrigt -56mV, das mit Werten, die in Hypophy-
sehinterlappen (Egapa, = -48mV, Zhang und Jackson 1993) gefunden
wurden, zu vergleichen ist.

2. Die GABA 4-Autorezeptor-Depolarisierung ist in 100% der Zellen (n=27)
nachweisbar; ihre durchschnittliche Amplitude betrigt 6mV.

3. Der Effekt von GABAA—Autorezeptor—Depolarisierung Ist eine phasi-
sche Exzitation; er ist dem Effekt eines gabaergen postsynaptischen
Potentials dhnlich.

4. Eine tonische Applikation von Muscimol induziert eine Offnung von
BK-Kanile, die von Cadmium geblockt wird; also induziert Muscimol
eine Erhéhung von [Ca?*];, die wahrscheinlich durch Depolarisation
ausgelosten Calcium-Einstrome vermittelt wird.

Das letzte Experiment lasst uns hoffen, dass es eine Erhéhung von Ca2* in
den Axonen gibt, die von der Autorezeptor-Depolarisierung vermittelt wird.
Diese interessante Moglichkeit kann mit ”Ca2+ imaging” von Nervenendi-
gungen studiert werden. Das technische Problem der Interneurone ist das
schnelle Auswaschen von Autorezeptor-Stréme.
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Die Autorezeptor-Depolarisierung kénnte auch die Oﬁnung oder Inakti-
vierung von anderen Kanile induzieren (siehe Diskussion). Um solche Effekte
zu studieren, wire es schén, zu beobachten, was eine starke Aktivierung von
GABA 4-Autorezeptoren induzieren konnte, was fiir ein Potential es nach
vielen Stimulationen gibe und was fiir eine Rolle GABA a-Autorezeptoren in
der PPD spielen.

Zum Schluss bleibt die Frage, welche Wirkung die Autorezeptoren nicht
nur auf die Zelle selbst sondern auf die Aktivitit des umgebenden Netzwerks
hat. Offenbar hat die indirekte Untersuchung axonaler Stréme in einer Patch-
Clamp-Messung des Zellsomas hier schon weitergefiihrt; der logische weitere
Schritt wére das Studium von moglichen Bicucculine-abhingigen Calcium-
Strome in Nervenendigungen. Wegen des Auswaschen der Autorezeptor-Stréme
und der Geometrie des Systems miissen wir befiirchten, dass solches Expe-
riment schwierig sein wird. Eine parallele Untersuchung von mehreren ihn-
lichen GABA 4-Autorezeptor-Systemen (Kleinhirn, Hypophysehinterlappen)
wiére dafiir optimal, um endlich die Regulation des Potentiales in der Axone
zu verstehen und um etwas iiber die Funktion von prasynaptischen Rezep-
toren in ZNS zu ahnen. Diese Diplomarbeit ist ein kleiner Schritt in dieser
Richtung.
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