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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Neuronale Zellen generieren, leiten und empfangen bioelektrische Signale und Mus-
ter, durch die Informationen via Leitungsbahnen (Dendriten, Axone) kommuniziert
werden. Hierbei ist eine elektrische Einflussnahme durch elektromagnetische Exposi-
tion der leitenden Kompartimente physikalisch bedingt, die intra- und extrazellulare
Kommunikation wird veréndert oder es entsteht Signalgeneration mit der Konse-

guenz neuronaler Genese oder Degeneration.

Die vorliegende Arbeit zeigt anhand eines Transkriptom- und miRNA-Profiling die
transkriptionalen und posttranskriptionalen Gen-Regulationen neuronaler muriner
Primarzellen nach frequenz- und intensitatsabhangiger elektromagnetischer Exposi-
tion und erschliel3t in einer integrativen Analyse die transkriptionalen und posttrans-
kriptionalen Interaktionen sowie die damit verbundenen mdglichen pathologierele-

vanten Zusammenhange.

Es soll die Frage beantwortet werden, welche Gene neuronaler muriner Zellverbande
durch elektromagnetische Exposition unterschiedlicher Frequenzen und Intensitaten
auf welche Art und Weise regulierend beeinflusst werden. Weiterhin soll ein Profiling
selektierter pathologierelevanter miRNAs erfolgen. Methodisch bieten die Verwen-
dung der Signalanalyse auf MEAs zur elektrophysikalischen Aktivitatskontrolle sowie
die Transkriptionsanalyse des Genoms zur Erfassung aller Genregulationen hierfur

eine optimale Basis.

Neuronale murine Primarzellkulturen wurden nach morphologischer und elektrophy-
siologischer Kontrolle fir die Untersuchungen der Wirkung von elektromagnetischer
Befeldung mittels repetitiver Magnetstimulation verwendet. Die standardisierten Ner-
venzellkulturen des Frontalen Cortex embryonaler Mausegehirne wurden unter-
schiedlichen Stimulationsmustern exponiert und die transkriptionale Zellantwort zu-
nachst semiquantitativ mittels Microarrays durchgefiihrt, um beeinflusste Gene ohne
Vorselektion zu detektieren. Anschliel3end wurde die Genexpressionsanalyse mit RT-
gPCR-Arrays (Morbus Alzheimer und Neurodegeneration) erfasst und die Ergebnisse

in Einzel-RT-gPCR selektierter Gene validiert. Ergdnzend zur RNA-Expression er-
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folgte ein Profiling selektierter miRNAs auch unter dem Aspekt der Zielgeninaktivie-

rung oder Aktivierung durch entsprechende miRNAs.

Grundsatzlich wurden zwei in Frequenz, Muster und Intensitat differente Expositions-
formen angewendet. Stimulation A beinhaltete 70 Hz und Stimulation B 30 Hz Im-
pulswiederholfrequenz. Die Analytik der Microarrays wurde nach Befeldung durch
Stimulationsmuster A und die der RT-gPCR-Arrays, der Einzelgene und der miRNAs

nach Mehrfachstimulation durch Muster A und B durchgefuhrt.

Zur Erfassung des gesamten Transkriptoms der Maus wurden Affymetrix Mouse Ge-
ne 1.0 ST-Microarrays mit 28.853 Genen verwendet. Hierbei zeigten sich 1808 Gene
mit signifikanter Expression (P < 0.05, Bayes moderated t-test). Der gro3te Einfluss
der Regulationen in beiden Richtungen durch Magnetstimulation mit Stimulations-
muster A (70 Hz) war deutlich erkennbar im Bereich der biologischen Prozesse. Ge-
ne-Enrichment-Analytik ergab hierbei mit 35% der positiv regulierenden Gene bei
Stimulation A den Uberwiegenden Anteil. Nach Pathway-orientierter bioinformatischer
Auswertung (KEGG-Pathway) zeigten sich signifikante Einflisse der magnetischen
Befeldung auf die Transkription relevanter Gene in den Pathways Morbus Alzheimer
(AD), Chorea Huntington (HD), Morbus Parkinson (PD), Vaskulare glatte Muskelkont-

raktion und Arachidonsadure-Metabolismus.

Die Genexpressionsanalyse mit RT-gPCR-Arrays (Alzheimer und Neurodegenerati-
on) selektierte 16 Kandidatengene, die in Einzel-RT-gPCR validiert wurden. Weiter-
hin wurden 22 pathologierelevante miRNAs analysiert, bei denen vier miRNAs signi-
fikante Expressionsanderungen fur beide Stimulationsarten, drei miRNAs nur nach

Stimulationsart A und fiinf nur nach Stimulationsart B zeigten.

Fur die hier untersuchten neuronalen Zellverbé&nde zeigte sich, dass die sukzessive
Methodik von der Zellkultivierung Uber die neurophysiologische (Bursts und Spikes)
und zellbiologische (Morphologie) Kontrolle der Vitalitdtsparameter bis hin zur Gen-
expressionsanalytik geeignet ist. Die Ergebnisse der Expressionsregulationen und
Gen-Interaktionen bestatigen eine Beeinflussung selektierter Gene und miRNAs.
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Zusammenfassung

Aufgrund der elektrophysiologischen Erfahrungen auf MEAs kann zukinftig eine
Vorselektion neuer Stimulationsmuster durch Variation der Frequenz, der Pausenzei-
ten sowie der Amplitude der Spulenstromstarke durch Analyse der elektrophysiologi-
schen Parameter getroffen werden. Die Analyse der Genexpression in Verbindung
mit der Beeinflussung neuronaler Zellverbande nach elektromagnetischer Exposition
unter Anwendung der Mess- und Vergleichsmethode der Erfassung von Bursts und
Spikes stellt eine aussagekréftige Analytik im Bereich der molekularen Neurobiologie

dar.
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Abstract

Abstract

Neural cells generate, transmit and receive bioelectric signals and patterns commu-
nicated from the neural pathways (dendrites, axones). Hereby, an electrical influence
per electromagnetic exposure of the conducting compartments is physically affected,
intra- and extracellular communication is changed or it results in unintentional gener-

ation of signals of a neural genesis or degeneration.

This manuscript, based on transcription and miRNA profiling, shows the transcrip-
tional and post-transcriptional gene regulations of neural murine primary cells after a
frequency and intensity dependent electromagnetical exposure and concludes in an
integrated analysis of the transcriptional and post-transcriptional interactions, as well

as the therewith relevant possible pathological aspects.

To be answered is the question of which genes in a neural murine cell cluster can
regulatedly be influenced in which way and matter per electromagnetical exposure of
various frequencies and intensities. Furthermore, a profiling of selected pathologically
relevant miRNAs is to follow. Methodically, the use of the signal analysis of MEAS for
the electrophysical activity controls, as well as the transcription analysis of genomes
to record all gene regulations, offers the best basis.

Primarily, after a morphological and electrophysiological inspection, murine neural
cell cultures were used for the observation of the influence of electromagnetic fields
per repetitive magnetic stimulation. Standardized cell cultures of the frontal cortex of
embryo mice brains were subjected to various stimulation patterns and the transcrip-
tional cell answer carried out, at first, semi-quantatively per micro arrays in order to
detect influenced genes prior to preselection. Following, the gene expression analy-
sis with RT-gPCR arrays (Morbus Alzheimer and neurodegeneration) was recorded
and the results validated in Single-RT-qgPCR selected genes. In addition to the RNA
expression, a profiling of selected miRNAs followed, also under the aspect of target

gene inactivation or activation per respective miRNAs.
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Abstract

Principally, two differential exposition forms were used, differentiating in frequency,
pattern and intensity. Stimulation A consisted of 70 Hz and stimulation B of 30 Hz
pulse repetition frequencies. The analytic of the microarrays were carried out after
exposure per stimulation with pattern A and those of the RT-gPCR arrays, the single

genes and the miRNAs after multiple stimulations according to patterns A and B.

For the recording of the entire mouse transcription, the Affymetrix Mouse Gene 1.0
ST microarrays with 28,853 genes were applied. Hereby, 1808 genes showed a sig-
nificant expression (P<0.05, Bayes moderated t-test). The greatest regulation influ-
ence in both directions per magnetic stimulation having the stimulation pattern A (70
Hz) was significantly recognizable in the group of the biological processes. Gene
Enrichment Analytic resulted in the majority portion, having 35% of the positive regu-
lating genes per stimulation A. According to a pathway-orientated bio-informatical
analysis (KEGG-pathway) significant influences of the magnetic exposure showed
themselves by the transcription of relevant genes in the pathways Morbus Alzheimer
(AD), Chorea Huntington (HD), Morbus Parkinson (PD), vascular smooth muscle

contraction, and arachidonic acid metabolism.

The gene expression analysis with RT-qPCR arrays (Alzheimer and neuro-
degeneration) selected 16 candidate genes, which were validated with the Single-
RT-gPCR. Furthermore, 22 pathologically relevant miRNAs were analyzed, showing
four miRNAs with significant expression modifications for both stimulation types and
three miRNAs only for stimulation A and five only for stimulation B.

By these here researched neural cell clusters, it shows that the successive methods
of the cell cultivation over the neuro-physiological (bursts und spikes) and cell biolog-
ical (morphology) monitoring of the vitality parameters, up to the gene expression
analysis, are totally suitable. The results of the expression regulations and the gene

interactions confirm the capability of influencing selective genes and miRNAs.

Because of the electro-physiological experiences with MEAS, a pre-selection of new
stimulation patterns per variations in frequencies, interval timing, as well as ampli-
tudes of the coil current intensity by means of analysis of the electro-physiological

parameters, can now be made. The analysis of the gene expression in connection
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with the influencing of neural cell clusters, after an electro-magnetic exposure, using
the measuring and comparison methods for the recording of bursts and spikes,
represents a meaningful analytic in the area of the molecular neurobiology.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Elektromagnetische Exposition neuronaler Netzwerke
Elektromagnetische Wechselfelder (EMF) sind in der heutigen Zeit ein physikalisch-

technisches Basiselement der multimedialen Telekommunikation moderner elektroni-
scher Systeme aller Art. Die Belastung in Form von nicht ionisierender Strahlung
aufgrund EMF mit niedrigem Energieniveau — Elektrosmog — ist ein hochaktuelles
Problem, dem alle biologischen Organismen, auch bedrohte Spezies, zwangslaufig
exponiert sind (Genuis 2008; Balmori 2014; Havas 2017). Die biologischen Beein-
flussungen von Lebewesen durch EMF bis auf Zellebene kénnen jedoch auch thera-
peutische und diagnostische Nutzung erfahren, wie es evident exemplarisch die re-
petitive Magnetstimulation (rMS) zeigt. Mittlerweile ist die Applikation der rMS zu ei-
nem eigenstandigen komplexen medizintechnischen Forschungsbereich in Diagnos-
tik und Therapie herangewachsen.

In den letzten 30 Jahren, zu Beginn der 80er Jahre erstmals durch Barker et al.
(1985) durchgefuhrt, fand die transkranielle Magnetstimulation (TMS) in der experi-
mentellen Neurophysiologie, der klinischen Diagnostik und der Therapie zentralner-
voser Erkrankungen eine immer starker werdende Applikation bis hin zur aktuellen
Etablierung internationaler Leitlinien der therapeutischen Anwendung durch interna-
tionale Expertengremien (Wassermann et al., 2001; Ridding et al., 2007; Lefaucheur
et al., 2014; Rossini et al., 2015). Jedoch bedarf empirisch durchgefihrte Rekonva-
leszenz an Patienten differenter pathologischer Erscheinungsformen nach wie vor
tieferer elektrophysiologischer und neurologischer Studien sowie Validierungen am
Zentralen und Peripheren Nervensystems (Hoogendam et al., 2010). Bis zum heuti-
gen Zeitpunkt sind die zellularen und molekularen Mechanismen der rMS nicht voll-
kommen evident. Dies erschwert das Verstandnis und die Entwicklung therapeuti-
scher Ansatze durch rMS (Rothwell et al., 2012; Dayan et al., 2013).

Repetitive Transkranielle Magnetstimulation (rTMS) in vivo

Transkranielle Magnetstimulation (TMS) als ein nichtinvasives Werkzeug der elek-
tromagnetischen Stimulation des neuronalen Gewebes, wird als Einzel-, Vielfach-
oder repetitiver Impuls, sowie in Form von Impulsmustern oder auch als Theta-Burst-

Stimulation in der Neurologie seit mehr als 15 Jahren erfolgreich angewendet (Hoo-
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gendam et al.,, 2010; Dayan et al.,, 2013) und stellt heutzutage einen festen
Bestandteil der routinierten klinischen Diagnostik dar (Chen et al., 2008; Vucic et al.,
2013). GrolRes therapeutisches Potential der rTMS besteht bei Patienten, die an
neurologischen, HNO oder psychischen Erkrankungen leiden (Medina und Tunez,
2013; Lefacheur et al., 2014). Die klinischen und therapeutischen Erfolge sind viel-
versprechend bei den unterschiedlichsten neuropathologischen Krankheitsbildern
des Zentralen Nervensystems wie Morbus Alzheimer (Rabey et al., 2013), Morbus
Parkinson (Torres et al.,, 2015), Motorneuronerkrankungen (Zanette et al., 2008),
Migrane (Lipton et al., 2010), Tinnitus (Kleinjung et al., 2005), Hemiplegie (Khedr et
al., 2010), Angst und schwere Depression (Georges et al.,, 2010; Mantovani et al.,
2010, Leuchter et al., 2015) sowie vielen weiteren.

Im Bereich der Depressionsbehandlung liegt jedoch die gro3te Erfahrung und Praxis
der therapeutischen Applikation der rTMS (Gross et al., 2007; Fitzgerald et al., 2012,
Carpenter et al., 2012; Conolly et al., 2012; Rossini et al., 2015; Leuchter et al.,
2015; Taylor et al., 2017). Hierbei spielt die hochfrequente (>1 Hz) rTMS des linken
Prafrontalen Cortex eine wichtige Rolle (Gershon et al., 2003; Peng et al., 2012), wo-
bei der Therapieschwerpunkt bei der Mehrzahl der Patienten auf einer 10 Hz Stimu-
lation des linksseitigen dorsolateralen Prafrontalen Cortex reprasentiert ist (Taylor et
al., 2017). Hochstwahrscheinlich werden hierbei nicht die gestérten Funktionen syn-
aptischer Verbindungen wiederhergestellt, da vermutlich die Fokalitdt der rTMS zu
unspezifisch auf die neuronalen Netze wirkt (Ridding & Rothwell 2007), sondern
vielmehr kommt durch rTMS ein erhohter Blutfluss, ein erhdhter Glukosemetabolis-
mus sowie eine Anhebung des Neurotransmitterspiegels, Dopamin und Glutamat
(Keck et al., 2002; Luborzewski et al., 2007) zustande. Nach diesem Modell verstarkt
die rTMS die kompensatorische Fahigkeit des Gehirns (Ridding & Rothwell 2007).
Neuere Studien belegen zusatzlich eine Neurogenese zu den antidepressiven Effek-
ten bei kortikaler rTMS (Ueyama et al., 2011). Eine mdgliche Beeinflussung der as-
soziativen und der homdoostatischen zerebralen Plastizitat, die begleitend einherge-
hen nach Verletzung und chronischer Krankheit, durch rTMS ist wahrscheinlich. Eine
funktionelle und strukturelle Anderung der Plastizitat konnte an exzitatorischen post-
synaptischen Endungen muriner Hirnschnitte nachgewiesen werden (Vlachos et al.,
2012; Lenz et al., 2015). Weitaus bedeutungsvoller ist jedoch die Plastizitdtsande-
rung nach rMS mit 10 Hz im Bereich der dendritischen inhibierenden Synapsen fur

die Balance der inhibierenden und exzitatorischen Synapsen (Lenz et al., 2016). Die
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Sensitivitat und Modulation neuronaler Netze in vivo wird durch multiple Faktoren wie
die Spulenform, die applizierte Frequenz, die Impulsdauer, die Sequenz, die Signal-
form und vor allem die Intensitat (Amplitude) der rTMS bestimmt (Hoogendam et al.,
2010).

Repetitive Magnetstimulation (rMS) in vitro

Die neuronale Signalanalytik vor und nach rMS wird in verschiedensten in vitro-
Praparaten, wie Gewebeschnitten oder Zellkulturen, routiniert angewendet (Spira et
al., 2013).

Zur in vitro-Analytik neuronaler Mikro-Schaltkreise, der Physiologie und Pathologie
sowie der simultanen Aufzeichnung verschiedenster neuronaler Aktivitatspotentiale
und deren Vernetzung, speziell tGber eine langere Zeitdauer, haben sich MEAs als
primare Methodik bewéhrt (Stock et al., 2012; Spira et al., 2013). Untersuchungen
durch Meyer et al., (2009) zeigten wahrend und im Anschluss an rMS Veranderun-
gen der neuronalen Spontanaktivitat in spatio-temporaler Aufzeichnung. Mithilfe einer
entwickelten Miniaturspule wurden Anderungen der Aktivitat (Bursts, Spikes) neuro-
naler Monolayer-Zellverbdnde auf MEA-Technologie induziert und abgeleitet. Es
wurden Zellkulturen des Frontalen Cortex und des Ruckenmarks durch rechteckfor-
mige Frequenzmuster von 3 bis 100 Hz stimuliert und verglichen. Eine Vitalitatskont-
rolle perfundierter, neuronaler muriner Zellen auf MEA vor rMS mit anschliel3ender
Genexpressionsanalyse fand durch Stock et al. (2012) statt. Auch Rotem & Moses
(2008) analysierten den Einfluss der elektromagnetischen Stimulation in vitro auf pe-
riphere Nerven (2006) und auf neuronale Zellkulturen, wobei hier die veranderte zel-
luldre Aktivitat qualitativ iber spannungssensitive Ca**-Farbung erfolgte.
Untersuchungen an Gewebeschnitten werden vor und nach Stimulation zum Grof3teil
mit Messelektrode (z.B. Glas- oder Patchpipette) auf Mikromanipulator zur Erfassung
intrazellularer Signale auf Zellebene durchgefiihrt. Dies ermoglicht einerseits die Er-
fassung nahezu aller physiologischen Parameter wie EPSP, IPSP, unterschwellige
Potentiale, Membranoszillationen und APs, aber andererseits ist die Aufnahmedauer
sehr limitiert und die invasive Mikroelektroden-Technologie negativ zellmanipulierend
(Tokay et al., 2009; Vlachos et al., 2012; Spira et a. 2013; Lenz et al., 2015, 2016).
Tang und Kollegen (2016) zeigten erstmals eine funktionelle Konnektivitatsstarke
(FCS) in neuronalen Hirnschnitten in vitro auf MEA. Die FCS des gesamten Netzwer-

kes im Kurz- sowie im Langzeitbereich stieg bei niederfrequenter rMS (1 Hz) an, fiel
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hingegen im hochfrequenten rMS-Bereich (20 Hz) signifikant ab. Jedoch induzierte
die 20 Hz-Stimulation Exzitation und die 1 Hz-Stimulation Kurzzeitinhibition. Die Er-
gebnisse decken sich mit den Erkenntnissen der Frequenzabhangigkeit neuronaler
Netze nach rMS. Hochfrequente rTMS (> 5 Hz) erhéht Uber einen kurzen Zeitraum
die kortikale neuronale Exzitabilitat (Fitzgerald et al., 2006; Leuchter et al., 2015),
vice versa fuhrt niederfrequente Stimulation (< 1 Hz) zu Inhibition (Olivieri et al.,
2005; Fierro et al., 2007).

Genexpression nach rTMS

Bis heute ist nur wenig bekannt tGber die Zellantwort magnetstimulierter neuronaler
Zellen, sowohl auf der Ebene der Genexpression als auch auf der Ebene der Signal-
transduktion (Stock et al., 2012; Medina und Tanez, 2013; Nardone et al., 2015). Die
zerebrale Plastizitat steht eng im Zusammenhang mit der Plastizitdt der Neurone auf
Genexpressionsebene. Auf elektromagnetisch evozierte Potentiale generieren im
weiteren Neuronen nicht nur elektrophysiologische Antworten, sondern sie reagieren
mit Veréanderungen im Transkriptom (Herdegen & Leah 1998). Immunhistologisch-
neurophysiologische Studien zeigten Anderungen der Genexpression einiger ausge-
wahlter Gene wie BDNF-Polymorphismen, c-Fos und zif268 nach rTMS (Mueller et
al., 2000, Hausmann et al., 2000, Kudo et al., 2005, Feng et al., 2008) sowie hierbei
auch Ahnlichkeiten der rTMS mit elektrokonvulsiver Stimulation (Fujiki & Seward
1997; Lisanby & Belmarker 2000; Cheeran et al., 2008). Hellmann und Kollegen
(2012) zeigten eine Aktivierung des cAmp/CREB-Pathways durch rMS mit einer Fre-
guenz von 5 Hz an Neuroblastoma Zellkulturen. Hierbei konnte ein Anstieg des
cAMP festgestellt werden, das durch Prainjektion von Ketamin erhéht und durch Li-
thium reduziert reguliert werden konnte. Sowohl Microarray- als auch gPCR-
Analysen wurden bisher zur Darstellung des hochkomplexen Netzwerkes der neuro-
nalen Genexpression sowie zur Quantifizierung ausgewdahlter Gene (Cooper-Knock
et al.,, 2012) nach Unfallen und neurodegenerativen Krankheiten eingesetzt (Herde-
gen & Leah 1999, Bolstad et al., 2004, Muller 2008), fanden aber noch keine Applika-

tion zum Evidenz basierten tieferen Verstandnis der Zellantwort nach rTMS.

1.2 Kortikale Feldeinkopplung repetitiver Magnetstimulation

Transkranielle repetitive Magnetstimulation (rTMS) ist eine Methode zur

schmerzfreien fokalen Gehirnstimulation, die auf Grundlage der induktiven
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(elektromagneto-elektrischen) Nervenstimulation basiert. Die hochenergetische
Generierung des Ubertragenden magnetischen Feldes durch das Stimulationsgerat
(Magnetstimulator), das kurzzeitige Spannungen und Strome im Bereich mehrerer
Kilovolt und Kiloampere erzeugt, ist einzigartig in seiner Leistungsfahigkeit (Cohen et
al., 1990; Jalinous 1991).

Ein Magnetstimulator mit angeschlossener Spule erzeugt ein schnell wechselndes
hochenergetisches extrakranielles Magnetfeld, das wiederum im leitenden humanen
Gewebe kleine elektrische Strome induziert. Dieses von der Spule erzeugte
Magnetfeld durchdringt hoch resistive Strukturen wie Knochen, Haut und Fett nahezu
verlustfrei und ohne zu schadigen. Das induzierte elektrische Feld ist dem
Spulenstrom entgegengerichtet und wirkt membranpolarisierend oder depolarisierend
auf die darunter befindlichen kortikalen Neuronen (s. Abb. 1). Die Gradienten-
komponenten des elektrischen Feldes sind die physikalische Ursache der
auftretenden Strome in den parallel verlaufenden Nervenfasern des Cerebellums
(Roth et al.,, 1990). Im Gegensatz zu elektrokonvulsiver Stimulation, bei der
elektrischer Strom von der Anode zur Kathode flief3t, ist die vorherrschende Richtung
des Stromes hier radial (Abb. 1). Der hochste Strom tritt hierbei in den parallelen
Nervenbahnen auf, in denen die Intensitat direkt mit dem Spulenabstand korreliert,
und ist dem Gradienten ensprechend bei gekrimmten Bahnen geringer (Hallet et a.
2007).

,——"O Induziertes
ey

Stromdurch- ' ==\, elektrisches
flossene Spule /€ /| Feld
\ \
}
Neuronendepolarisierung
Induziertes
\  elektrisches
\ Feld

Lokalisierte kortikale
Neuronendepolarisierung

Abb. 1: Das magnetische Feld aufgrund des elektrischen Stromflusses in der Spule induziert
ein elektrisches Feld im humanen neuronalen Gewebe (Cerebrum). (maodifiziert nach Kienle
et al., 2006)
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Die physiologische Basis der exzitatorischen und inhibitorischen Phanomene der
transkraniellen Magnetstimulation des humanen Motorcortex mit ihren evozierten
differentiellen de- und aszendierenden Aktivitatspotentialen sind in Abhangigkeit der
Art, der Intensitat und Loci messtechnisch erfasst und detailliert beschrieben
(Amassian et al., 1987; Di Lazzaro et al., 2004). Die fundamentale neurologische
Diagnostik, durchgefuhrt mit der TMS, sind hierbei die kortikale Stimulation (evozierte
Potentiale) und das Erfassen des deszendierenden peripheren Signals mit
vorhandener muskularer Antwort in Form der Elektromyografie (EMG) und

physiologisch bedingter temporarer Latenz (Hallet et al., 2007).

1.3 Elektrodynamik

Die Basis der elektromagnetischen Feldeinkopplung in leitendem Gewebe sowie der
Berechnung der magnetischen Flussdichte auf Niveau des neuronalen Netzwerkes
im Kulturmedium bilden die nachfolgenden Maxwell- und Materialgleichungen.
Grundlage fur das Verstandnis des Elektromagnetismus stellen die vier Maxwell-
Gleichungen, benannt nach dem schottischen Physiker James Clerk Maxwell, dar.
Sie beschreiben die klassische Elektrodynamik und bilden die Grundlage der theore-
tischen Elektrotechnik. Die konsistente Beschreibung des Zusammenhangs zwischen
elektrischem und magnetischem Feld liegt in der Kombination und Erweiterung von
Durchflutungsgesetz (Amperesches Gesetz) und Gaul3schem Gesetz mit dem Induk-
tionsgesetz (Faraday) sowie der Einfihrung des nach Maxwell benannten Verschie-
bungsstromes (Roth et al., 1990; Pendry et al., 2006; Baker 2016).

Die verwendeten Formelzeichen sind zum besseren Verstandnis in nachfolgender

Tab. 1 zusammengefasst dargestellt.

Tab. 1: Physikalische Symbole und Bedeutung sowie die entsprechenden SI-Einheiten unter
Verwendung in den Maxwell-Gleichungen.

Symbol Physikalische Bedeutung Int. SI-Einheit
B Magnetische Flussdichte oder Induktion T (Tesla) [= Wb/m*= Vs/m?]
H Magnetische Feldstarke A/m
(/] Magnetischer Fluss oder Induktionsfluss Wb (Weber) [=Vs]
Mo Permeabilitat Vs/Am
Elektrische Flussdichte oder Verschiebungsstrom C/m® [= As/m?]
E Elektrische Feldstarke Vim
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QY Elektrische Ladung, elektrischer Fluss C (Coulomb) [= As]
F4 Permittivitat C/Vm

i, J Stromdichte Alm?®

P Ladungsdichte C/m®

s,A,V  Weg, Flache, Volumen m, m%, m®

Durchflutungsgesetz - Ampéresches Gesetz

Das Ampeéresche Durchflutungsgesetz besagt, dass die magnetische Zirkulation auf
einem geschlossenen Weg einer umgrenzten Flache der Summe aus Verschie-
bungsfluss und zeitlicher Anderung des elektrischen Flusses durch diese Flache ent-

spricht.

gﬁdA H-ds= HA??_IZ dA + ffAf dA  (Intergralform)

Hieraus postuliert sich die Definition einer Verschiebungsstromdichte D fur den Ver-
schiebungsstrom Jv analog dem Betrag der Stromdichte J;, des tatsachlichen Stro-
mes |.
D]
v = T
rotB = to(J; + Jy) mit H= iﬁ folgt

rot H=7+ Z—l: (Differentialform)

Gaul3sches Gesetz

Die Korrelation zwischen Divergenz eines Vektorfeldes und dem durch dieses Feld
vorgegebenen elektrischen Flusses D bzw. magnetischen Flusses B durch eine ge-
schlossene Oberflache dV bezeichnet man als Gaul3sches Gesetz. Fur den Fall der
Divergenz gleich Null bezeichnet man das Feld als quellenfrei, fir den Fall gré3er
Null existieren Quellen, fir den Fall kleiner Null Senken, wobei das physikalische
Symbol p fiir die Ladungsdichte steht.

Beim elektrischen D-Feld ist der Divergent positiv, somit handelt es sich um ein Quel-
lenfeld. Die elektrische Flussdichte D durch die Oberflache dV eins Volumens V ent-

spricht der elektrischen Ladung im Inneren.
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—

divD = p oder V-D = p (Differentialform)
560V D-dA = fV pdVv (Intergralform)

Hingegen ist das magnetische B-Feld guellenfrei, da die magnetische Flussdichte B
durch die Oberflache dV eines Volumens V der magnetischen Ladung im Inneren

entspricht.
divB = OoderV-B =0 (Differentialform)

Sﬁay B-dA=0 (Intergralform)

Faradaysches Induktionsgesetz

Ein sich &nderndes Magnetfeld der magnetischen Flussdichte B (Induktion) bewirkt
ein elektrisches Feld E. Diesen Vorgang bezeichnet man als elektromagnetische In-
duktion oder Faradaysche Induktion.

Die somit entstandene elektrische Spannung wird als Umlaufspannung oder Indukti-
onsspannung bezeichnet und ist dadurch gekennzeichnet, dass geschlossene elekt-

rische Feldlinien in einem sogenannten Wirbelfeld auftreten. Diese Wirbel des elekt-

rischen Feldes (rotf) sind direkt von der zeitlichen Anderung der magnetischen

Flussdichte B (Induktion) abhangig.

=

= 0B
rotE + Fl 0 (Differentialform)
. . 0B
AXE+—=0
Jt
Die negative zeitliche Anderung des magnetischen Flusses @ durch eine Flache A

entspricht der elektrischen Zirkulation Gber dem Rand 0A einer Flache A.
- N d - -
¢ E-ds= _EIA B-dA (Intergralform)

Materialgleichungen

Die Auswirkungen auf3erer elektromagnetischer Felder auf Materie werden durch

Verknipfung der mikroskopischen (Ladungen und Strome) und makroskopischen
8
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(Mittelung Uber Ort und Zeit) Maxwell-Gleichungen beschrieben. Es werden die
komplexen Zusammenhénge in skalarer Darstellung fir isotrope, lineare sowie rd&um-
lich und zeitlich homogene Medien, zwischen der elektrischen Flussdichte D und der
elektrischen Feldstarke E, der magnetischen Feldstarke H und der magnetischen
Flussdichte B sowie der Stromdichte J und der elektrischen Feldstarke E hergestellt.
Unter Einbezug der physikalischen GrofRen wie der Permitivitat €, der Permeabilitat p
und der elektrischen Leitfahigkeit o, werden die Materialeigenschaften beschrieben.
Diese Groéf3en haben neben der Frequenz-Dispersion (Funktionen der Frequenz der
entsprechenden elektromagnetischen Felder) in nicht isotropen Medien eine Tensor-
funktion.

Die Ladungen einer Materie werden aufgrund des elektrischen Feldes E in die jeweils
entgegengesetzten Ladungen gegeneinander verschoben, wodurch das Feld polari-

siert wird. Die Permittivitat € beschreibt die Materialabhangigkeit der Polarisation P.
D=¢-E+P

Die Kraft des elektrischen Feldes bewirkt in elektrischen Leitern einen Fluss von frei-
en Ladungstradgern und somit den Strom I. Hierbei ist die Stromdichte J durch den

Leitwert o als Materialeigenschaft definiert.
J=0-E

Die Magnetisierung einer Materie, die aufgrund der Existenz magnetischer Momente
magnetisierbar ist, erfolgt durch die &ufere magnetische Induktion B in Form der
Ausrichtung dieser magnetischen Momente. Die Materialabhéangigkeit der Magneti-

sierung M wird durch die Permeabilitat p festgelegt.

B = po(H + M)

1.4 Koharenz neuronaler Zellen

1.4.1 Neuronale Morphologie

Im zentralen sowie im peripheren Nervensystem stellen die Nervenzellen, die Glia-

zellen (Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia und Ependymzellen) (Abb. 2) und die
9
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vaskularen Zellen (Endothelzellen und Perizyten), die drei elementaren Zelltypen dar
(Allen et al., 2009; Molofsky et al., 2012). Sie unterscheiden sich in ihrem Entwick-
lungsprozess, Metabolismus, Signalverhalten und der Funktion. Eine ZNS-
zellartspezifische Transkriptom-Datenbank wurde mittels RNA-Sequenzierung durch
Zhang et al., (2014) (http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html)

erstellt.

Nervenzellen

Das Nervensystem besteht aus Milliarden von Nervenzellen (Neuronen) in tausenden
differenten Variationen und einer Vielzahl von spezifischen Funktionen. Die Differen-
zierung dieser neuronalen Zellheterogenitat stellt heutzutage eine grol3e Herausfor-
derung dar, die mdglicherweise mithilfe des 'Single Cell Gene Expression Profiling’
(Einzelzell-Genexpression-Analytik) bewaltigt werden kann (Poulin et al., 2016).
Tasic et al. (2016) klassifizierte mehr als 1600 verschiedene Zellen alleine im Bereich
des visuellen primaren Cortex adulter Mause. Weiterhin wurden 42 verschiedene
neuronale Zelltypen, wovon 23 exzitatorische (glutaminerge) und 19 inhibitorische
(GABAerge; Gamma-Aminobuttersaure) Zellen waren, identifiziert. Im zerebralen
Cortex finden sich tberwiegend Pyramidenzellen, die charakteristisch an ihrem py-
ramidenférmigen Soma sowie den distal verlaufenden basalen und apikalen Dendri-
ten zu erkennen sind (Spruston, 2008).

Nervenzellen stellen die Grundelemente des zentralen (ZNS), aber auch des peri-
pheren Nervensystems (PNS) dar. Ihre aul3ergewohnlichen Eigenschaften, wie die
Féahigkeit der Erzeugung elektrischer Signalmuster und deren Fortleitung oder auch
die Weiterleitung eingehender Signale, sind in Betracht anderer Zellarten im huma-
nen Organismus aulRergewdhnlich. Neuronale Zellen des ZNS verhalten sich jedoch
gegenlaufig zu denen des PNS. Eine spontane Axonregeneration, wie bei dorsalen
Wurzelganglien durch Abrufen eines verletzungsinduzierten transkriptionalen Prog-
rammes mit hunderten regenerationsassozierten Genen ermdglicht, ist in vivo im
ZNS nicht gegeben. Dulin et al. (2015) zeigte jedoch im experimentellen Versuch in
vitro das kortikospinale Neurone durchaus in der Lage sind, sich zu regenerieren und
synaptische Verbindungen auszubilden. Dieses intrinsische Wachstumsprogramm
gilt es nun in weiterfihrenden Studien zu charakterisieren und die Signalpathways zu

identifizieren um eine potentielle Regeneration zu amplifizieren.
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Murine neuronale Stammzellen (NSCs), als Vorlaufer von Nervenzellen, kommen
nicht nur im sich entwickelnden Nervensystem, sondern auch in dem des Adulten
vor. Die Differenzierung von der totipotenten (nicht selbsterneuernd) tber die pluripo-
tente (embryonal, selbsterneuernd) Stammzelle bis hin zum gehirnspezifischen Neu-
ron oder der Gliazelle lauft in Migration hierarchisch ab. Die neuronale Stammzelle
kann hierbei neuronales Gewebe generieren, kann Potential zur Selbsterneuerung
enthalten oder durch asymmetrische Teilung in die neurogene oder gliogene Phase
konvertieren (Gage, 2000; Breunig et al., 2011; Mertens et al., 2016).

Gliazellen

Gliazellen sind kleiner als Nervenzellen und kommen bis zu 10-mal h&ufiger im Ner-
vengewebe vor. Sie geben den Nervenzellen strukturellen Halt, kénnen ihnen meta-
bolische Substrate liefern, trennen Gruppen von Neuronen und bilden die Myelin-
scheide bei markhaltigen Nerven (Liu et al., 2015). Im zentralen Nervensystem (ZNS)
wird unter drei wesentlichen Gliatypen, den Mikrogliazellen, den Oligodendrozyten
und den Astrozyten, unterschieden (Kettenmann et al., 2016). Es zeigte sich bei
neuesten Untersuchungen durch Elsayed et al. (2015) eine direkte Korrelation zwi-
schen anormalen Gliazellen aller drei Hauptgruppen und psychischen Gesundheits-
stérungen (Mental Disorders) post mortem. Cullen (2016) erweitert die Glia um zwei
weitere Subkategorien, die adulten neuronalen Stammzellen, die fur Lernen und Ge-
dachtnis notwendige juvenile Neurone generieren, sowie die Oligodendrozyten-
Progenitorzellen, die fur Proliferation und Genese neuer Oligodendrozyten sorgen.
Mikrogliazellen sind Abkémmlinge der Vorlauferzellen (Blutmonozyten), die wahrend
der Embryonalentwicklung in das zentrale Nervensystem einwandern. Sie sind mor-
phologisch definitiv terminierbare Zellen, die nach mechanischer, chemischer oder
immunologischer Lasion aktiviert werden, eine erh6hte Phagozytoseaktivitat aufwei-
sen und eine Vielzahl vasoaktiver bzw. neuroaktiver Zytokine produzieren und aus-
schitten. Auf diese Weise sind die Mikrogliazellen bei mikroglialer Aktivierung an
einer ganzen Reihe von immunologischen Prozessen beteiligt, die aufgrund einer
Programmierung eine Umwandlung von der ramifizierten in eine amodboide Form der
Zellen sowie einer Erh6hung der Proliferationsrate bewirken (Kettenmann et al.,
2016). Diese mikrogliale Migration spielt im Zusammenhang mit dem Komplex der
Alzheimer-Demenz-Erkrankung eine gravierende Rolle. Im Tierversuch mit an Alz-

heimer erkrankten Mausen konnte gezeigt werden, dass bei fehlender notwendiger
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Mikroglia diese durch periphere einwandernde Makrophagen ersetzt werden. Jedoch
zeigten diese Mikroglia dhnlichen Zellen keine erhdhte Aktivitat an den Amyloid-3-
Zellen (Prokop et al., 2015). Ein weiterer mikroglialer Zusammenhang stellte sich
zwischen der Darmflora und dem immunologischen Zustand des ZNS heraus. Kurz-
kettige Fettsauren, die bei der bakteriellen Verwertung im Darm entstehen, dienen
hierfur als notwendige Botenstoffe, die tber das Blut letztendlich ins Gehirn gelangen
und dort zusammen mit der Mikroglia inflammatorische Prozesse bekampfen (Erny et
al., 2015).

Die Schwann-Zellen, als klassische neuronale subsidiare Zellen, unterstitzen im pe-
ripheren Nervensystem die Bildung der Myelinscheiden (Liu et al., 2015), hingegen
Ubernehmen die Oligodendrozyten im Zentralnervensystem die Markscheidenbil-
dung. Eine Schwann-Zelle ist immer nur einem einzigen Axon zugeordnet, ein Oligo-
dendrozyt hingegen Ubernimmt die Myelinisierung mehrerer benachbarter Axone
(Arancibia-Carcamo et al., 2014). Die Bildung von Myelin durch Oligodendrozyten
beinhaltet den Einbau von zwei Hauptproteinen — das basische Myelinprotein sowie
ein Proteolipid-Protein — in ausgewahlte Bereiche der Plasmamembran. Der genaue
Mechanismus dieses Einbaus ist bis heute unklar. Erkrankungen, die mit einer Ent-
myelinisierung einhergehen, werden haufig mit einem Verlust von Oligodendrozyten
assoziiert, so z.B. in spaten Stadien der Multiplen Sklerose (Friese et al., 2014). Bei
Patienten mit multipler Systematrophie (z. B. olivopontozerebellare Atrophie sowie
das Shy-Drager-Syndrom) werden argyrophile zytoplasmatische Einschliisse in den
Oligodendrozyten beschrieben. Eine elektromagnetische Befeldung mit einer Fre-
guenz von 50 Hz zeigte einen Anstieg der Proliferation und der neurotrophischen
Genexpression von Schwann-Zellen (Liu et al., 2015).

Der dritte Typ von Gliazellen, die Astrozyten, stellen mit ca. 80 % den gréf3ten Antell
der Glia und erscheinen als eine sehr heterogene Population von Zellen, die eine Art
Skelett-, Stoffwechsel- und Informationsfunktion fir die Neurone besitzen. Die Astro-
zyten sind aktiv am neuronalen Stoffwechsel beteiligt, insbesondere am Kohlenhyd-
ratstoffwechsel, nehmen teil an der Aufnahme ausgeschiitteter Neurotransmitter, be-
teiligen sich an der Bildung, an der Regulation und an der Regeneration der Blut-
Hirn-Schranke sowie an der Modulation einer Vielzahl von lokalen Immunreaktionen
(Haim et al., 2017). Neuere Untersuchungen deuten auf eine rezeptorabhangige
Neuron-Gliakommunikation hin, die auf neuronale Signalkommunikation reagiert und
diese unterstitzt (Kettenmann et al., 2011, 2016; Cullen et al., 2016). Hierbei spielen
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Mikrovesikel (Abb. 2) vermutlich eine gravierende Rolle bei der Interzell-
Kommunikation und Regulation des kompletten neuronalen Zellgewebes (Frihbeis et
al., 2012). Neuronale Zellen setzen verschiedene Arten von Mikrovesikeln bekannter
oder vermuteter Funktionen frei und beeinflussen somit exosomal die synaptische
Plastizitat.

Synaptische Plastizitat

Neurotrans-
mission

L L

e}
Neuroprotektion

Degradation

Mikroglia
Oligodendrozyt

Abb. 2: Partizipation der Mikrovesikel bei der Interzell-Kommunikation und Regulation des
neuronalen Zellgewebes. Neuronale Zellen setzen verschiedene Arten von Mikrovesikel be-
kannter oder vermuteter Funktionen frei, wobei hierdurch die synaptische Plastizitat exoso-
mal beeinflusst wird. Die Neurotransmission wird auf dem Wege der Ablésung von Mikrove-
sikeln moduliert. Von Astrozyten abgeleitete Exosomen tragen Neuroprotektiva zum Neuron
und assistieren somit neuronale Viabilitat. Neuronale Signale l16sen ein Emittieren von Exo-
somen der Oligodendrozyten durch intrazellularen CA**-Anstieg aus. Nach neuronaler Re-
zeption ist eine exosome axonale Assistenz realisierbar. Die Mikroglia absorbiert oligodend-
riale Exosomen und degradiert diese, ohne ihre inflammatorischen Eigenschaften zu veran-
dern. Unter pathologischen Bedingungen kénnen diese Exosomen-Antigene in die Mikroglia
oder andere Antigen prasentierende Zellen (APC) transferieren und inflammatorische Pro-

zesse induzieren; Multivesikulares Kdrperchen (MVB). (modifiziert nach Frihbeis et al.,
2012)

Die Neurotransmission wird auf dem Wege der Ablésung von Mikrovesikeln modu-

liert. Von Astrozyten abgeleitete Exosomen tragen Neuroprotektiva zum Neuron und
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assistieren somit neuronale Viabilitat. Neuronale Signale l6sen ein Emittieren von
Exosomen der Oligodendrozyten durch intrazellularen CA?*-Anstieg aus. Nach neu-
ronaler Rezeption ist eine exosome axonale Assistenz realisierbar. Die Mikroglia ab-
sorbiert oligodendriale Exosomen und degradiert diese ohne ihre inflammatorischen
Eigenschaften zu andern. Unter pathologischen Bedingungen kdnnen diese Exoso-
men Antigene in die Mikroglia oder andere Antigen prasentierende Zellen (APC)
transferieren und inflammatorische Prozesse induzieren (Fruhbeis et al., 2012). Erst-
mals wurde von Zhang et al. (2016) ein zellartspezifisches molekulares Profiling von
Astrozyten des gesunden und pathologischen Cerebrums erstellt und mit Neuronen,
Oligodenrozyten, Mikroglia und Ependyzellen verglichen und somit eine transkrip-
tomweite Transformation zwischen Astrozyten-Precursor-Zellen und postmitotischen
Astrozyten entdeckt.

Eine fehlerhafte Uberreaktion der Mikroglia, wie es bei gleichzeitigem Auftreten von
Lipopolysacharid (LPS) und Interferon-Gamma (IFN-y) im zerebralen Liquor der Fall
sein kann, bedeutet durch tbernatirlich erhdhtes Freisetzen von Abwehr- und Ent-
zundungsstoffen ein Abtéten benachbarter Nervenzellen. Dies kann moglicherweise
mit neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS, wie Morbus Alzheimer (AD) oder
Multiple Sklerose (MS), assoziiert werden und neue rehabilitative Einflussmdglichkei-
ten erschlieRen (Papageorgiou et al., 2016).

Viele Substanzen, die die Kapillaren im Korper verlassen, um in das umliegende
Gewebe zu gelangen, sind nicht in der Lage, die Kapillaren des Zentralnervensys-
tems zu durchdringen. Diese "Barriere"”, Blut-Hirn-Schranke (BBB) genannt, die Se-
paration zwischen ZNS und residualem Korpus, kann jedoch von Sauerstoff, Kohlen-
dioxid, Aminosauren, selektierten Kohlenhydraten und vielen lipidléslichen Substan-
zen, wie gebrauchlichen Anasthetika, Uberwunden werden. Dagegen sind die meis-
ten héher molekularen Substanzen, die meisten Kohlenhydrate und die meisten an
Proteine gebundenen Substanzen hierzu nicht in der Lage. Die pseudopodienartigen
Fortsatze der Astrozyten bilden eine auf3ere Wand, die die Kapillaren umgeben und
einhillen, so dass sie wirksam abgedichtet sind. Weiterhin bilden die Endothelien der
Kapillaren im ZNS, im Gegensatz zu allen anderen Kapillaren des Blutgefal3systems,
zwischen den einzelnen Zellen Verschlusskontakte (Tight Junctions) aus (Gertz et
al., 2003; Kettenmann et al., 2011, 2016). Die Gliazellen kommunizieren durch parak-
rine Signale mit den Endothelzellen, treten in physikalische Interaktion und bilden

gemeinsam die neurovaskulare Einheit (Price et al., 2016).
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Postnatale Astrozyten bestimmter Gehirnareale kénnen sich aufgrund einer Art
Stammzellfunktion bei Bedarf zu Neuronen umwandeln. Diese Differenzierung konn-
te experimentell in vitro bei Astrozytenkulturen nachvollzogen werden. Eine Reprog-
rammierung der Astrozyten durch Transkriptionsfaktoren (TFs) wie 'mammalian
achaete-scute homolog 1' (MASH1), 'LIM homeobox TF 1' (LMX1), 'distal-less ho-
meobox 2' (DLX2) und 'nuclear receptor related 1 protein' (NURR1) fuhrte zu Neuro-
nen, die biochemische und elektrophysiologische Charakteristika, analog dopami-
nerger Neuronen des Mittelhirns, aufwiesen. Dies wurde evident an den typisch
spontanen synaptischen Strémen mit verlangsamter Signalabfallszeit bereits nach
kurzer Zeitdauer visualisiert. Glutaminerge Neurone konnten im Gegenzug durch das
Protein Neurogenin 2 (NEUROG2) gesteuert werden. Diese 'Reprogrammierung’
stellt einen hoffnungsvollen Versuch zur Rehabilitation nach zerebralem Insult in Op-
position zur Zelltransplantation und der Rekrutierung neuronaler Stammzellen aus
neurogenen Regionen des adulten Gehirns dar (Chouchane & Costa 2012; Heinrich
et al., 2014; Zhida et al., 2014).

Hauptaufgabe der letzten glialen Zellart, den Ependymzellen, ist die Seperation des
Liguors vom Hirngewebe sowie Generierung der inneren strukturellen Oberflache
des Spinalkanals, des Ruckenmarks und der Ventrikel. Aufgrund der auf ihrer Ober-
flache existierenden Cilia (Kinozilien) fir den Liquortransport sowie zahlreicher Mik-
rovilli, besitzen sie ein starkes Sekretions- und Absorptionsvermdgen (Gertz et al.,
2003). Die Kinozilien sind in hochorganisierten Gruppierungen in der Lage einen
kontrollierten zerebrospinalen Liquorfluss (CSF) in Form komplexer Stromungsver-
laufe periodisch zu provozieren um Substanzen und Signalfaktoren gezielt intrakorti-
kal zu distribuieren (Faubel et al., 2016). Dieser durch ciliares 'Klopfen' hervorgerufe-
ne ependymiale CSF der multiziliaren Ependymzellen (E1) ist essentiell fir die zereb-

rale Homoostase (Ohata et al., 2016).

1.4.2 Neuronale Kompartimente

Das Neuron besteht funktionell und anatomisch aus drei grundlegenden Einheiten,
dem Zellkdrper (Soma oder Perikaryon), dem Axon (Neurit) und den Dendriten (Abb.
3).

Im Soma befindet sich das Neuroplasma (Zytoplasma der Neurone) mit dem Zell-

kern (Nukleus), in dem sich das Kernkérperchen, der Nucleolus, befindet. In ihm wird
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die Synthese spezifischer Proteine kontrolliert, wobei seine Bestandteile hauptséch-
lich RNA und Protein sind. Weiterhin sind im Neuroplasma Mitochondrien enthalten,
die fur den aeroben Metabolismus zustandig sind und als Speicher fur Kalziumionen
dienen. Die Nissl-Schollen sind eine Ansammlung von rauem (rER) und glattem
(sER) endoplasmatischem Retikulum und Polyribosomen. Ebenso sind der Golgi-
Apparat, der Proteine enthalt, und Lysosomen mit hydrolytischen Enzymen sowie
Mikrotubuli, Neuro- und Mikrofilamente vorhanden.

Das Axon (Neurit) ist klassischerweise ein neuronaler Fortsatz, der die bioelektri-
sche, biochemische und genetische Information bidirektional zwischen dem Soma
und den prasynaptischen Axonenden und somit zu den postsynaptischen Dendriten
eines weiteren Neurons leitet. Axone, speziell die des ZNS, sind hochverzweigt und
kénnen mehrere hundert Zielneurone kontaktieren. Ein neuronaler Impuls wird im
axonalen Initiierungssegment (AlS) (Abb. 7 B, b) im Bereich des Axolemm (Bio-
membran) des Axon Hillock initiiert und breitet sich Richtung Neurotransmittersynap-
se aus (Debanne et al., 2011). Untersuchungen durch Ford et al. (2015) widerlegen
die Annahme, dass Axone gleicher Funktion auch gleicher Struktur sind. Am Beispiel
von Axonen der auditorischen Bahnen zeigten sich bei gleicher Neuronenart unter-
schiedliche Proportionalitat der Internodien und damit der Ubertragungsgeschwindig-
keit, in Abhangigkeit der zu Ubertragenden Frequenz und dem entsprechendem Ziel-
schaltkreis.

Die Dendriten nehmen elektrische Signale auf und leiten in Richtung Soma weiter.
Es kbnnen sich jedoch Aktionspotentiale im Dendriten grundsatzlich in beide Rich-
tungen extendieren. Bei der Depolarisation einer Nervenzelle breitet sich die elektri-
sche Erregung nicht nur im Axon, sondern als rucklaufendes Aktionspotential auch in
den Dendriten aus. Diese Rickkopplung verandert die Empfangseigenschaften der
Dendriten und wirkt sich auf das danach eintreffende synaptische Signal aus. Sie
fuhrt zu einer starkeren Kopplung beider Nervenzellen. Ein temporér vor dem synap-
tischen Signal ausgeloster Impuls fuhrt hingegen zu einer Schwéchung der Nerven-
verbindung. Dieser Mechanismus hat Bedeutung fiir die neuronale Plastizitat.
Dendriten kénnen in vielseitiger Lange und Verzeigung auftreten. Bei Pyramidenzel-
len sind die Dendriten baumartig verzweigt (Abb. 4) und in relativ kurze basale und
langere apikale Dendriten differenziert. Ein langerer apikaler Dendrit, vom Soma dis-
tal verlaufend, zeigt nach einer gewissen Distanz eine distale Bifurkation mit bi-

schelartigen Axonenden. Aufgrund der Lange der Dendriten erfolgt eine positive Ska-
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lierung der Signalaktivitat der Synapsen, was zu lokalen dendritischen Spikes fuhren
kann. Bei gleichzeitigem Auftreten mehrerer Spikes aus den Verzweigungen kann
dies zu groReren Spikes fuhren, die kausal im Soma ein axonales Aktionspotential
hervorrufen kdnnen (Spruston et al., 2008).

Exzitatorische Prasynaptische Potentiale (EPSP) oder Inhibitorische Postsynaptische
Potentiale (IPSP) sind elektrische unterschwellige Potentiale, pra- und postsynap-
tisch lokalisiert, die bei verschiedensten Konstellationen zwischen Soma, Axon,
Dendriten und Dornen (z.B. axo-somatisch, axo-dendritisch, axo-axonal, axo-dornal)
auftreten kbnnen (Kubota et al., 2016). EPSPs, durch Depolarisation der postsynap-
tischen Membran ausgel6st, sind einzeln immer unterschwellig und kdnnen nur durch
Summation mehrerer EPSPs ein Aktionspotential erreichen. IPSPs hingegen hyper-
polarisieren die postsynaptische Membran und verhindern dadurch das Auslésen
eines Aktionspotentials. Dies kann durch Membran-Hyperpolarisierung oder durch
Nebenwiderstand-Kurzschlussstrom postsynaptisch erfolgen (Ferster et al., 1992).
Sanchez-Vives et al. (2000) beschreiben bei Auftreten von Spontanaktivitat depolari-
sierende exzitatorische Zustande durch pyramidale Zellen des Layer 5, initiiert im
Neocortex, und Regulation durch inhibierende Netzwerke in lokalen Kkortikalen
Schaltkreisen.

Im synaptischen Spalt, der Synapse, wird die Information Uber die chemischen
Stoffgruppen Neuropeptide, biogene Amine, Aminosauren und l6ésliche Gase Uber-
tragen. Hierbei spielen Neurotransmitter wie Acetylcholin, Noradrenalin, Dopamin,
Serotonin, Gamma-Aminobuttersaure (GABA), Glutamat und Stickoxid (NO) eine
gravierende Rolle. In Synapsen der pyramidalen Neurone finden sich hauptséchlich
die biogenen Amide Acetylcholin, Noradrenalin, Dopamin und Serotonin (Spruston et
al., 2008). Weiterhin wirken viele Neuropeptide als Transmittersubstanz in hemmen-
den (inhibitorischen) und erregenden (exzitatorischen) Synapsen.

Die kortikal inhibierenden Synapsen der nicht-pyramidalen Interneurone haben gro-
Rere Strukturvielfalt und Loci als Exzitatorische. Sie unterscheiden sich hierbei durch
ihre unabhéngige Inhibitionsfunktion und komplexes angepasstes Aktivitatsverhalten
auf kortikaler Ebene (Kubota et al., 2016).

Die Erscheinung des Transmitter-Switching, bei dem eine wechselseitige Anderung
des exzitatorischen zum inhibitorischen Transmitter oder vice versa mdoglich ist, trat
bei Spitzer und Kollegen nicht nur im Entwicklungsstadium, sondern auch im adulten

Stadium aufgrund aktivitdtsabhangiger Regulation der Transmitterspezifikation oder
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neurologischer Pathologie auf. Dies scheint auf den Homoostase-Kreislauf zurtickzu-
fuhren zu sein, bei dem exzitatorische Stimuli zu Inhibition oder Reduktion der Exzita-
tion fuhren, wahrend Inhibitorische zu Exzitation und Reduktion der Inhibition fihrten
(Borodinsky et al., 2004; Dulcis et al., 2008, 2009; Spitzer, 2015).

Auf den dendritischen Dornen befinden sich Synapsen (bis zu tausend Synapsen pro
Nervenzelle) Uber die der interzellulare Informationsaustausch der Nervenzellen er-
folgt (Kandel et al., 2014). Die Regulation des Dendritenwachstums und der Maturie-
rung der Dorne (Spines) scheint Uber das Ube3a-Transkript zu erfolgen, wobei diese
Regulation vor allem bei der neuronalen Entwicklung sowie bei bestimmten Patholo-
gien (Autismus) eine gravierende Rolle spielt (Valluy et al., 2015). Die Lebenszyklus
der Synapsen (ca. 30 Tage) auf dendritischen Dornen im Hippocampus der Maus
besteht etwa so lange, wie es dauert, die Information vom Kurzzeitgedachtnis ins
Langzeitgedachtnis zu verschieben (Attardo et al., 2015).

In Experimenten mit Mausen zeigten Chen et al. (2015), dass Lernen die Kodierung
im Signalfluss zwischen den intrakortikalen Arealen verstarkt. Es erfolgte eine intra-
kortikale Anpassung und Intensivierung der geforderten Signalwege von S 1 (kortikal
somato-sensorisch) auf S 2 (sekundar somato-sensorisch) oder M 2 (primar-

motorisch). Dies indiziert die Plastizitat des sensorischen und motorischen Cortex

durch Lernen.

Dendrit

Soma

Axon

Abb. 3: Neuronales Netzwerk des Frontalen Cortex DIV 21 auf Cover Slip, aufgenommen im
inversen Phasenkontrastverfahren, Neurolabor IMETUM, Garching.

18



Einleitung

1.4.3 Funktionsspezifische Adaptionen

Organ- und destinationsspezifische Aufgaben erfordern adaquate Konstitution und
Signalgeneration der Neurone. Exemplarisch, entsprechend ihrer Destination im
zentralen, peripheren und vegetativen Nervensystem, sind die Hauptkategorien neu-
ronaler Prasenz als Ubersicht in Abb. 4 dargestellt. Es existieren multipolare Neuro-
ne, wie das Motoneuron, das neurosekretorisches Neuron oder die Pyramidenzellen,
die aufgrund ihrer physiologischen Notwendigkeit mehrere Soma-Fortsatze besitzen.
Letztere bilden zu 85 % den Neocortex und die Amygdala (Spruston et al., 2008), die
residualen 15 % reprasentieren stellare Interneurone (Sternzellen).

Bipolare Zellen hingegen haben zwei Fortsédtze des Somas (McCormick et al., 1985),
wie die der Retina, die durch ihre Lage in der Retina aufgrund der Informationskodie-
rung und Weiterleitung von den lichtempfindlichen Fotorezeptoren (Stabchen und
Zapfen) zu den Ganglienzellen notwendig sind. Ein Beispiel fir unipolare Neurone
stellen die sensorischen Neurone dar, bei denen die Signale an den Dendriten in der
Peripherie erfasst und tber prasynaptische Axon-Endigungen an das ZNS weiterge-
leitet werden. Sie besitzen eine notwendige hohe Nervenleitgeschwindigkeit auf-

grund ihrer ausgepréagten isolierenden Myelinscheide.

Peripherie Zentralnervensystem

ZNS Bipolarzelle Muskel BlutgefdRe  Pyramidenzellen
sensorisches der Retina Motoneuron neurosekre- (multipolar)
Neuron (uni- (multipolar)  torisches Neuron

polar) (multipolar)

Abb. 4: Destinationsspezifische Variation der neuronalen Zellen im peripheren und zentralen
Nervensystem. (modifiziert nach Kandel ER, Schwartz JH, New York, Elsevier 1985:23)
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Untersuchungen durch Falkner et al. (2016) konnten am Mausmodell nach Trans-
plantation neuronaler Stammzellen aus der Grof3hirnrinde in adulte neuronale Netz-
werke von Pyramidenzellen in vivo zeigen, dass die untergegangenen Zellen und
deren Funktionen exakt substituiert werden kénnen. Dies impliziert einerseits die
Maglichkeit einer zellartspezifischen Genese und andererseits die der adulten Zellre-
generation nach neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson
als therapeutischer Ansatz.

Die Komplexizitdt und Adaptionsfahigkeit des Netzwerkes neuronaler Zellen zeigt
sich am deutlichsten an der Fahigkeit des Lernens und des Gedéchtnises. Eric Kan-
del (Kandel et al., 2014) beschreibt die 'Fahigkeit des Lernens als biologischen Pro-
zess des Aneignens von neuem Wissen uber die Umwelt und das Gedachtnis als
Prozess des Beibehaltens und der Rekonstruktion dieses erworbenen Wissens im
Laufe der Zeit'. Der Lernprozess und das Gedachtnis modulieren und modifizieren
einzelne Neurone und molekulare Signalwege in Anatomie und Funktion (neuronale
Plastizitat). Langzeitspeicherung von Information beinhaltet Transkription im Nukleus
und strukturelle Anderungen in den Synapsen (Alberini et al., 2014; Kandel et al.,
2014; Bailey et al., 2015). Spruston und Kollegen (2008) beschreiben die synapti-
sche Plastizitdt durch Modulatoren auf dendritischen Synapsen neokortikaler pyrami-
daler Neurone. Die Addition von EPSP und Aktionspotential erzeugt Potenzierung
der Synapsen auf proximalen basalen Dendriten. Diese Konvention wird als Spike-
Zeit-abhangige Plastizitat (STDP), eine Form der Langzeitpotenzierung (LTP) und
Langzeitdepression (LTD), bezeichnet.

Puthanveettil und Kollegen (2008) definieren die langanhaltende synaptische Plasti-
zitat als programmierte Lernantwort, bei der hochregulierte Transkription sowie loka-
le Proteinsynthese und ein molekularer Transport die wesentlichen Elemente darstel-
len. Hochreguliertes Kinesin transportiert Proteinladungen in pra- und postsynapti-
sche Neuronen und dient initierend fur LTP und LTD, wahrend fir die Kontinuitat
RNA-Ladungen verwendet werden (Puthanveettil et al., 2008; Bailey et al., 2015).
Epigenetische Regulationen, wie diverse Arten von Chromatin-Anderungen und das
Hinzufiigen oder Reduzieren von Acetylgruppen zu Histonen mittels Histon-
Acetyltransferase (HAT) oder Histon-Deacetylase (HDAC), sind kausal fur die His-
tonwindung um die DNA verantwortlich, die die Genexpression direkt manipulieren
(Alberini et al., 2014).
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Transkriptionsfaktoren wie 'cAMP response element binding protein' (CREB) (Hell-
mann et al.,, 2012 ), 'CCAAT enhancer binding protein' (C/EBP), 'early growth res-
ponse factor' (Egr), 'activating protein 1' (AP-1) und 'Rel/nuclear factor kB' (Rel/NF-
kB) sind die wesentlichen Elemente der hochregulativen Prozesse synaptischer Plas-
tizitat und Gedachtnisbildung (Alberini, 2009).

1.4.4 Membran Habitus — Neuronale Exzitation

Membran-Ruhepotential

Die neuronale Membran besteht aus einer Doppelschicht von Phospholipiden und
separiert hierdurch den intrazellularen vom extrazellularen Bereich. In der Membran
eingelagert befinden sich unter anderem selektive spannungsgesteuerte lonenkanéle
(Voltage gated lon Channels) und Na'/K*-Pumpen iiber die GroRteils der Ladungs-
austausch durch die isolierende Lipiddoppelschicht ermdéglicht wird. Die Verteilung
der freien lonen wie Na*, K*, CI" im Intra- und Extrazellularraum erfolgt anhand des
Konzentrationsgradienten (Diffusionspotential) und des elektrostatischen Gradienten
(elektrisches Potential). Im Intrazellularraum befinden sich hauptsachlich Kalium-
lonen K" und organische Anionen (Aminosauren) A hingegen im Extrazellularraum
Na’- und Cl-lonen. Die Steuerung der selektiv permeablen lonenkanéle, die entwe-
der offen, geschlossen oder dauergeoffnet sind, erfolgt chemisch, mechanisch oder
spannungsabhangig. Aufgrund der ungleichmafigen Ladungsverteilung an den
Oberflachen der Membran-Innen- und Auf3enseite sowie einer erhéhten Permeabilitat
fur Kaliumionen K* im Ruhezustand, entsteht eine Potentialdifferenz, das sogenannte
Ruhemembran-Potential (RMP). In Abhangigkeit des Nervenzelltyps schwankt dieses
RMP zwischen —60 mV bis —-90 mV. Im Gesamtsystem sind die lonenkonzentratio-
nen im RMP intra- sowie extrazellular gleich. Das Gleichgewichtspotential flr eine
bestimmte lonensorte ist durch das Gleichgewicht zwischen elektrischem Gradienten
und Konzentationsgradienten in Form der Nernst-Gleichung nach Hodgkin & Huxley
(1952 a) wie folgt definiert.

c:
E,, (mV) = —61log— mitE, = transmembranéses elektrisches Potential;
Co

Cio = intra-/extrazellare Konzentration

21



Einleitung

Erregungsvorgange in der Nervenmembran werden durch Anderungen in der Mem-
branleitfahigkeit fur spezifische lonen hervorgerufen. Da die Membran fur Natrium-
und Kalziumionen permeabel ist, liegt das Membranpotential zwischen den beiden
Gleichgewichtspotentialen (Na* und K*), und der Wert hangt von den relativen Per-
meabilitaten fir Na™ und K* ab. Somit wird das RMP unter diesen Voraussetzungen
durch die nachfolgende Goldmann-Gleichung beschrieben (Hodgkin & Huxley, 1952

a).

P 'Ki+Ppnq Na;

E,, (mV) = —61log TR

mit Pyna = Permeabilitatskonstante fir K'/Na*

Da die Zellmembran die elektrischen Eigenschaften, wie das Speichern elektrischer
Ladung, eines Kondensators besitzt, kann sie in einem elektrischen Ersatzschaltbild
vereinfacht als Kapazitat Cy dargestellt werden. Die lonenkandle begrenzen durch
Ihre Grél3e und Ladung die lonenbewegung und bilden somit die elektrischen Wider-
stande Rna, Rk und R und die Ladungsspeicher Uya, Uk und Up. Der Natrium- und
Kaliumzweig ist in Abhangigkeit vom Membranpotential und der Zeit repréasentiert
durch seinen veranderlichen Widerstand in Serie zu einem ionenspezifischen Nernst-
Gleichgewichtspotential (Spannungsquelle). Die Na*- und K*-lonenpumpen (Ina, Ik),
die ionenspezifischen Leckstrome Ina und I x (Ruhemembran-Kanale) sowie der
Chlorid-lonenkanal sind ersatzweise zu dem Widerstand RL und der Spannungsquel-

le UL zusammengefasst (Hodgkin & Huxley, 1952 b).

extrazellular

L m | Ina

Ry RL Rna
-1 //

Uk UL J_ Una '_J'_
LT

intrazellular

v Cwm

Abb. 5: Zusammenhang zwischen der Membran-Stromdichte und der Membranspannung in
Abhangigkeit von Zeit und dem aktuellen Membranpotential, dargestellt als Ersatzschaltbild
im Hodgkin & Huxley Modell. (modifiziert nach Hodgkin & Huxley, 1952 b)
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Dieser Zusammenhang zwischen der Membran-Stromdichte und der Membranspan-
nung wird im Hodgkin-Huxley Modell (Abb. 5) als aktives Ersatzschaltbild dargestellt.
In Abh&ngigkeit vom momentanen Membranpotential und der Zeit 6ffnen sich die
spannungsabhangigen lonenkanale fir Na* und K. Sie sind dominant, da durch ihr

offnen jeweils ein zusatzliches Nernst-Potential aktiv wird.

Aktionspotential

Als Aktionspotential wird ein kurzzeitiges Anheben des Ruhemembran-Potentials in
positiver Richtung (Depolarisation) mit Uberschreiten der Membranschwelle, das zu
einer schlagartigen weiteren Depolarisation, die den Nullwert des Membranpotentials
Ubersteigt und innerhalb kirzester Zeitdauer revidiert, bezeichnet.

Diese Depolarisation initiiert kaskadenartig Offnungs- und SchlieRungsvorgange von
spannungssensitiven lonenkanalen, die sich distal des Somas konstant fortpflanzen
und somit einen transmembrandsen lonenstrom hervorrufen. Ein depolarisierender
Reiz kann nur entstehen, wenn nach dem digitalen Prinzip die Reizschwelle tber-
schritten wird. Bleibt ein Reiz unterschwellig, kommt es zu keiner fortlaufenden Aus-
breitung. Hierbei ist die Hohe der Uberschreitung des uiberschwelligen Reizes nicht

von Bedeutung und es kommt zu einem gleichférmigen Aktionspotential.

50 1

Aktionspotential
‘/

Na" -
Kanale . L 40
K" -
/Kanale
Nernst- | 2V
Potential

Membranpotential in mV
um Membranoberflache

gedffnete Kandle pro

Py
<
3

Zeitin ms

Abb. 6: Darstellung des Spannungsverlaufs eines Membran-Aktionspotentials mit dem MRP
von -65 mV bei einer maximalen Amplitude von 90 mV und den Offnungszustanden der
transmembrandsen Na'- und K*-Kanale. (modifiziert nach Hodgkin & Huxley, 1952 b)

In der ersten der vier Phasen des Aktionspotentials, der Initiationsphase (0,3 bis 0,6

ms), wird das Membranpotential durch einen Reiz bis zum Schwellenpotential ange-

hoben. Dieser Reiz kann durch elektrotone Weiterleitung eines fortlaufenden Akti-

onspotentials eines benachbarten Membranabschnittes, durch ein angelegtes elek-
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tromagnetisches Feld (singulare oder repetitive Magnetstimulation) oder durch post-
synaptische Offnung von lonenkanalen aufgrund der elektrochemischen synapti-
schen Neurotransmission entstehen. In der Depolarisationsphase steigt das Poten-
tial bis in den positiven Bereich der Membranspannung zum Maximalwert und es
kommt zur Reizweiterleitung. Die Repolarisationsphase (1 bis 1,5 ms) beginnt mit
dem Abfallen des Potentials in Richtung Ruhepotential. Die letzte Phase wird als Hy-
perpolarisationsphase (ab ca. 1,5 ms) bezeichnet. Sie beginnt mit Unterschreiten der
Membranspannung nach der Repolarisierung unter das Ruhemembranpotential
(RMP) bis zu dem Zeitpunkt, an dem das RMP wieder erreicht wird (Abb. 6).

Die Anstiegsphase des Aktionspotentials kommt physiologisch hauptsachlich durch
den Einstrom von schnellen Na*-lonen zustande, wéhrend die Repolarisation haupt-
sachlich durch den langsameren K*-lonenausstrom verursacht wird. In Abbildung 6
sind ein temporarer Unterschied der maximalen Offnungszeitpunkte sowie die unter-
schiedlichen Spannungsamplituden der lonenkanale ersichtlich. Dies bewiesen
Hodgkin und Huxley (1952) in pharmakologischen und kinetischen Experimenten, die
unterschiedliche Na*- und K*-Membrankanale nachwiesen. Nachdem SchlieRen der
Na’-Kanéle bleiben diese noch fiir eine kurze Zeit von 0,5 bis 1 ms, die sogenannte
absolute Refraktarzeit oder Refraktarperiode, inaktiviert und es kdnnen keine weite-
ren Aktionspotentiale innerhalb dieser Zeitspanne ausgelost werden. Anschlie3end
ist grundsatzlich wieder die Moéglichkeit gegeben ein Aktionspotential zu generieren,
das jedoch in einem Zeitintervall von 0,5 bis 2 ms (relative Refraktarperiode) nur eine
submaximale Amplitude aufweisen kann. Somit begrenzt die absolute Refraktarzeit
die mogliche Frequenz der Aktionspotentiale Gber ein Axon auf 500 bis 1000 Poten-
tiale pro Sekunde. Ein Aktionspotential wird auch als Spike bezeichnet.

Neurone des zentralen Nervensystems weisen haufig kein konstantes RMP auf, son-
dern generieren spontan Aktionspotentiale zweierlei unterschiedlicher Muster. Dies
kann eine regelmaRige Aktivitat oder eine unregelmallige sogenannte gruppierte

Bursting-Aktivitat, bei der schnell aufeinander mehrere Spikes folgen, sein.
1.4.5 Nervale Signaltransduktion

Die Axone des sensorischen, motorischen oder neurosekretorischen Neuron (Abb. 4)
sind von einer lipidhaltigen weil3en Substanz umgeben, der Myelinschicht (Abb. 7 A).
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Diese wird, wie bereits zuvor erwéhnt, im ZNS von Oligodendrozyten gebildet und im

PNS von Schwann-Zellen ibernommen (Simons et al., 2015).
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Abb. 7: Elektrische Erregungsleitung myelinisierter (A) und nicht myelinisierter Axone (B); A:
Saltatorische Erregungsleitung mit sprunghafter Depolarisierung an den Ranvierschen
Schnirringen in Richtung distal des Perikaryons; B: Im Bereich des Axon Hillock (a) beginnt
eine Depolarisationszone (b) distal zu wandern, die proximal eine Refraktdrzone (c) und an-
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schlieRend eine Repolarisation (d) zum urspringlichen Ruhezustand nach sich zieht. (mod.
nach Pearson Education Inc.® 2011)

Jede Schwann-Zelle ist mit einem Axon verbunden und umhuillt dieses als singulares
Myelinsegment mit einer maximalen Lange bis zu einem Millimeter. Mehrere Seg-
mente aneinander gereiht isolieren die Schwann-Zellen den ‘elektrischen Leiter', das
Axon, das selbst eine Lange von weniger als einem Millimeter bis zu einem Meter, je
nach Lokus und Funktion, erreichen kann (Debanne et al., 2011).

Zwischen den einzelnen Schwann-Zellen (Internodien) befinden sich die Ranvier-
schen Schnirringe (Abb. 7 A), die das Axon direkt mit dem Extrazellular-Raum in
Kontakt treten lassen. Es erfolgt im Falle des Auslésens eines Aktionspotentials in
der Nervenzelle (AIS) ein sprungartiges Depolarisieren (saltatorische Erregungslei-
tung) von einem Ranvierschen Schnurring zum néachsten. Die Schnelligkeit der Fort-
leitung eines Nervenimpulses ist abhangig von der Schichtdicke dieser Myelinschicht.
Das bedeutet, je starker diese ist, umso hoher ist ihre Nervenleitgeschwindigkeit. Im
ZNS wird die Funktion der Myelinscheide durch die Oligodendrozyten ibernommen.
Ein Oligodendrozyt kann das Myelin fur mehrere zentrale Axone bilden (Arancibia-
Carcamo et al., 2014).

Im Gegensatz hierzu sind die marklosen Axone (ohne Myelinschicht) (Abb. 7 B), wie
es bei den Pyramidenzellen des ZNS oder den Zellen der Retina der Fall ist, daher
besonders langsam leitend, da ihnen die dicke, elektrisch isolierende Myelinschicht
fehlt und sie nur von einer diinnen Gliaschicht umhillt sind. Es beginnt ausgehend
vom Soma im Bereich des Axon Hillock eine Depolarisationszone, die AlS, distal zu
wandern, die proximal eine Refraktarzone und anschliel3end eine Repolarisation zum
urspringlichen Ruhezustand nach sich zieht (Abb. 7 B). Die Lange und Position der
AIS im Abstand zum Soma sind veranderbar und werden als homaoostatische axona-
le Plastizitat beschrieben (Debanne et al., 2011).

Die Dendriten enden in den Synapsen, die das Ubertragungselement zum Soma,
Dendrit oder Axon anderer Neurone darstellen. Hierbei sind deren Auspragung (Ver-
feinerung) abhangig von der Aktivitat (assoziative Plastizitdt) und deren multiples Er-
scheinungsbild von der synaptischen Starke (homdostatische Plastizitat). Diese
grundlegenden Mechanismen sind reprasentativ flr neuronale Netzwerkfunktion und
adaptives Verhaltens (Kuhn et al., 2016).
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1.5 Zellanalytik mit Multielektroden-Array — MEA

Das Verstandnis neuronaler Netzwerke im gesunden und pathologischen Organis-
mus erfordert eine kontinuierliche und simultane Aufnahme mdglichst vieler neurona-
ler Aktionspotentiale. Dieses Erfassen der physiologischen und funktionalen Konnek-
tivitat stellt eine grol3e Herausforderung in der Entwicklung der Neurotechnologie dar
(Ito et al., 2014; Maccione et al., 2015).
MEAs werden zur Messung und Stimulation der neuronalen Aktivitat in vivo und in
vitro eingesetzt. Sie dienen der Grundlagenforschung (Johnstone et al., 2010), den
Neurowissenschaften (Akhtar et al., 2016) und Neurotechnologien (Odawara et al.,
2016) der Kardiologie (Hernandez et al., 2016; Takasuna et al., 2017), der Implanto-
logie (Obien et al., 2015; Fekete & Pongracz, 2017) der Pharmakologie (Mathur et
al., 2015) und zunehmend dem Bereich der industriellen Forschung (Shaban et al.,
2017).
Vielversprechendes Potential bei der Beobachtung oder Stimulation des humanen
Gehirns in vivo stellen implantierbare MEAs dar. Hierbei werden MEAs in entspre-
chende Hirnregionen implantiert und dienen der Uberwachung, Stimulation und
Interaktion neuronaler Aktivitat. Aber auch die Implantation als Schnittstelle zwischen
Mensch und Maschine bei LAhmungen oder Amputationen erdffnet ein weitreichen-
des Spektrum in der Rehabilitation (Obien et al., 2015).
Der Schwerpunkt der MEA-Anwendung liegt jedoch in vitro. Alternativ werden Zellkul-
turen oder Gewebeschnitte bezuglich ihres Signalverhaltens mit oder ohne elektri-
sche oder chemische Stimulation untersucht (Spira et al., 2012). Neuronale Signalak-
tivitat auf MEAs in vitro wird aul3erst schonend ohne Pertubation durch Afferenz oder
Efferenz des umgebenden Organismus in vivo erfasst (Bikbaev et al., 2015; Matsu-
mura et al., 2016).
Die Verwendung von MEAs als Bio- oder Forschungssensor zum Screening ver-
schiedener pharmakologischer und toxikologischer Substanzen anhand evaluierten
neuronalen Signalverhaltens erdffnet eine weit verbreitete validierte Analysemethodik
und Applikation (Gross et al., 1997 und 1995; Selinger et al., 2003; Johnstone et al.,
2010; Odawara et al., 2014). Odawara et al. (2016) gelangen es, Spontanaktivitét
und pharmakologische Antwort bei iPSC abgeleiteten Neuronen auf MEA nach Uber
einem Jahr Kulturzeit zu erhalten. Vor allem in der Pharmaindustrie hat dieser 'low
cost'- und 'high contact'-Charakter zu pathologischen und patientenspezifischen
MEA-Zellkulturen (High-Throughput Plattformen) als kostensenkende Testsysteme
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gefuhrt (Johnstone et al. 2010; Mathur et al., 2015). Aber auch im Bereich der Le-
bensmittelindustrie zur Untersuchung neuer neuroaktiver Substrate, wie die Hormone
Ghrelin und Leptin, als Appetitmodulatoren, die im Bereich des Hypothalamus, Hip-
pocampus und der Amygdala vorkommen, finden MEAs Verwendung (Shaban et al.,
2017).

1.5.1 Mikrotechnologische Entwicklung

Seit den ersten Arbeiten in vitro mit planaren Elektroden von Thomas et al. (1972)
und den ersten erfolgreichen 'recordings' neuronaler Spontanaktivitdt von Ricken-
markszellen auf Mikroelektroden-Chips durch Gross et al. (1977 und 1982), hat die
technologische Entwicklung einen Punkt erreicht, an dem die standardisierte elektro-
physiologische Beobachtung der inter- und intrazellularen Vorgange neuronaler
Netzwerke bei S&uger-Nervenzellen routiniert moglich ist (Johnstone et al., 2010;
Massobrio et al., 2015). In fortlaufenden Weiterentwicklungen haben sich kommerzi-
ell erhaltliche Indium-Titanoxid (ITO) oder goldbeschichtete Glastrager (Goldschicht
zur Impedanzreduktion), wie beispielsweise im Center for Network Neuroscience
(CNNS, Dallas, USA) gefertigt, bewahrt. Diese MEAs werden standardisiert photoli-
thographisch strukturiert, mit Polysiloxan elektrisch und chemisch isoliert, und an-
schlieBend mittels eines Laserstrahls die Isolation Uber den Elektroden wieder geoff-
net und die freiliegenden ITO-Elektroden-Spots goldbeschichtet (Abb. 8 C u. D)
(Gross et al., 1982, 1985; Huang & O'Mahony 2009). In der Basisausflihrung mit 64
Elektroden ist das CNNS-System mit Einfach- oder Doppelkammer in der Lage, 256
Neuronen simultan aufzunehmen und mittels MEA-Software (Plexon Inc., Dallas, Te-
xas) darzustellen, sowie Online zu verarbeiten. Eine kontrollierte Perfusion der be-
heizbaren Kammern auf MEA zur Langzeitkultivierung ist gegeben, sowie Injektions-
adapter zur Substanzzugabe vorhanden (Abb. 8 A) (Gross & Schwalm 1994; Mas-
sobrio et al., 2015). Die Alternative, einzelne MEA Elektroden als Stimulationselekt-
roden zu verwenden, um so evozierte Potentiale lokal zu generieren und Gewebe-
reaktionen, wie mégliche synaptische Plastizitat, zu registrieren und zu analysieren,
ist gegeben (Gross et al., 1993; Odawara et al., 2014; Massobrio et al., 2015). Eine
visuelle Kontrolle und Beobachtung des Zellverhaltens durch Phasenkontrast- oder
Differenzmikroskopie zur Darstellung der Zellstrukturen und Vernetzungen ist an-

wendbar, da die Glastrager mit transparentem Lack Uberzogen optisch durchgangig
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sind (Gross et al., 1994; Abb. 8 B). Diese Technologie der extrazellularen Ableitelekt-
roden, die sich aulRerhalb der Zellen auf Glastragern (Abb. 8 A) befinden und die
neuronale Spike und Burst Aktivitat (Potentialanderungen) mit einem hohen Grad an
spatialer und temporaler Auflésung registrieren, findet auch bei anderen MEA-
System-Herstellern wie Multichannel, Reutlingen, Deutschland (Mahmud & Vassanel-
li, 2016), oder Alpha MED Scientific, Osaka, Japan (Odawara et al., 2016), und wei-

teren Verwendung.

Elektrodenmatri

x MEA (MMEP-5)

0. Dum

Abb. 8: A: Beheizbare Doppelkammer des CNNS, Denton, Texas, mit vergréRerter Elektro-
den-Matrix; B: Multielektroden Array mit 30 der insgesamt 64 Elektroden sowie Zuleitungen,
Uberwachsen mit neuronaler Zellkultur DIV 42, aufgenommen mit Eclipse TE 2000-W, Nikon,
Japan, im IMETUM, Garching; C, D: Tiefenscharfe Elektrodendarstellung der Oberflachento-
pografie in 3D eines MEA des CNNS durch Schichtaufnahmen (z-Stapel der Fokusebenen)
mit anschlieBender Zusammenfihrung (Berechnung), angefertigt mit Auflichtmikroskop
VHX-5000, Keyence, Japan, IMETUM, Garching.

Eine Weiterentwicklung der 64- oder 128-Kanal-MEAs zeigten Litke et al. (2004), ba-
sierend auf der Entwicklung von Silikon Streifenleitung (Microstrip) Detektoren, mit
einem 512-Kanal MEA und simultaner Signalverstarkung. Ein Large-Scale-Array-
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Recording-Chip mit 4096 simultanen Elektroden ermdglicht unter Erfassung spatialer
und temporaler Signalaktivitat neuronaler Netze ein High-Resolution electrophysiolo-
gical Imaging. Planare Netzwerk-Signalausbreitung koordinierter Spontanaktivitat
kann hierbei erfasst und als funktionales Imaging visualisiert werden (Ferrea et al.,
2012; Maccione et al., 2015). Neueste hochauflosende MEAs (HDMEAS) mit Uber
25.000 Aufnahme- und Stimulationselektroden sind in spezieller CMOS-Technologie
erhaltlich und er6ffnen so neue Moglichkeiten, die Komplexitat neuronaler Netzwerke
von subzellularer Ebene (Mikronagelelektroden) bis auf Netzwerkebene zu ent-
schlisseln (Huys et al., 2012; Obien et al., 2015; Muller et al., 2015).

Im Kontrast zur MEA-Technologie fokussiert sich die Technik der Mikromanipulatoren
mit Sharp- oder Patch-Mikroelektroden alternativ auf die Untersuchung von lonenka-
nalen, Membranpotentialen und selektierten Aktionspotentialen auf zellularer Ebene
(intrazellular) neuronaler Netzwerke. Diese invasive Applikation wird durch mechani-
sche und biophysikalische Instabilitdten und besonders temporale Faktoren limitiert
(Spira et al., 2013). Es bedeutet erhdhten Stress fur die injizierte Nervenzelle und
das umliegende Netzwerk sowie Zerstorung der neuronalen Strukturen durch invasi-

ves Penetrieren der Zellmembran mittels einer oder mehrerer Glasmikroelektroden.

1.5.2 Neuronales Gewebe auf MEA

Neuronale Zellkulturen

In den letzten drei Jahrzehnten stieg die Zahl der Studien neuronaler Zellen, die er-
folgreich als Monolayer-Kulturen in vitro wachsen, stetig (Spira et al., 2013). In sol-
chen Kulturen reifen die dissoziierten Zellen auf MEA in einer Kulturschale heran,
bilden Auslaufer mit Synapsen und erzeugen auf diese Weise neuronale Netzwerke,
ohne der permanenten reziproken Beeinflussung des Organismus in vivo zu unterlie-
gen (Bikbaev et al., 2015; Matsumura et al., 2016).

Das Wachstum muriner neuronaler Netzwerke auf Tragern mit dicht gepackten Mik-
roelektroden-Arrays (MEA-Neurochips, Abb. 8 B) liefert Zellkulturen, die kontinuierli-
che und Langzeit-Aufzeichnungen bis maximal acht Monate (Gross et al., 1993) in
vitro liefern und explizite interzellulare und indirekte intrazellulare Beobachtung (Spira
et al.,, 2013) der Signalkommunikation neuronaler Zellen Gehirnregion-spezifischer
neuronaler Netzwerke ermoglichen. Zur Erhéhung der aufgenommenen Signalampli-

tude neuronaler Netzwerke konnte durch eine elektrisch isolierende Zellschicht aus
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Gliazellen direkt auf dem MEA, wie in unseren Versuchen bereits angewendet, eine
bis zu 6-fache Erh6hung nachgewiesen werden (Matsumura et al., 2016).

Alternativ zu murinen neuronalen Zellen bietet sich die Mdglichkeit, aus humanen
pluripotenten Stammzellen (hiPSCs), genetisch pathologiemodeliert gewonnene
Neurone auf MEAs zu kultivieren und die neuronale Aktivitat zu registrieren (Kraus-
haar et al., 2017). Von der Einzelzelle bis zum neuronalen Netzwerk kénnen so vom
gesunden zum pathologischen Modellorganismus, basierend auf patienteneigenem
Zellmaterial, analysiert und mdogliche Therapieschemata erschlossen werden (Mer-
tens et al., 2016; Tidball & Parent, 2016). Untersuchungen an kultivierten Cardiozy-
ten (hiPSCs) zur Reaktion nach Medikamentengabe stellen hier einen grof3en For-
schungsschwerpunkt dar (Mathur et al., 2015). Eine elektrisch Gber MEA-Elektroden
gesteuerte kardiale Differentierung der hiPSCs auf MEA in Abhangigkeit der verwen-
deten Zelllinie ist erstmals durch Hernandez et al. (2016) gezeigt worden.

Neuronale Monolayer-Kulturen in vitro erfahren zunehmend Akzeptanz, als , Tool* zur
experimentellen Untersuchung der funktionellen Antworten von neuronalen Netzwer-
ken auf chemische Substanzen. Aufgrund der pharmakologischen und gewebespezi-
fischen Rezeptorausstattung, der kultivierten neuronalen Netzwerke, wird so die LU-
cke zwischen High-Throughput-Ansatzen, Genomik und Proteomik auf der einen und
Tiermodellen auf der anderen Seite geschlossen und stellt eine High-Throughput-
und Rapid-Screening-Methode fiir Toxizitatstests dar (Johnstone et al., 2010). Expli-
zite Untersuchungen von dosierten Substanzzugaben in neuronalen Netzwerken auf
MEAs, die evident an exzitatorischen, inhibitorischen und modulierenden Rezeptor-
systemen, wie Glutamat (NMDA, AMPA, Kainate), Acetylcholin (nikotinisch und mus-
karinisch), Serotonin, Dopamin, Noradrenalin, GABA-A, GABA-B und Glycin ando-
cken, lieferten genaue Daten Uber den physiologischen Wirkmechanismus dieser
Substanzen am Rezeptorsystem (Gramowski et al., 2004, 2006; Wu et al., 2014;
Hamilton et al., 2017).

Gewebeschnitte

Die MEA-Technologie wird seit vielen Jahren in multiplen Bereichen des Gehirns, der
Retina, des Herzens und der glatten Muskulatur in Form von Gewebeschnitten appli-
ziert (Liu et al., 2012). In Vergleichen der Spontanaktivitat (Hz) neuronaler Hirnschnit-
te von Mustela putorius furo (<1 Hz) in vitro auf MEA mit anasthesierten Felis silvest-

ris catus (schlafahnlicher Zustand; 0,1 - 0,5 Hz) in vivo zeigten sich keine signifikan-
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ten Unterschiede (Sanchez-Vives et al., 2000). Dies indiziert eine similare Vitalitatssi-
tuation und Vergleichbarkeit der Kulturen auf MEA mit derer in vivo. Eine wesentliche
Rolle der Extrazellularen Matrix (ECM) in Korrelation zur Signalaktivitat, nicht nur im
Entwicklungsstadium, sondern auch im adulten Stadium neuronaler Netzwerke, zeig-
ten Bikbaev et al. (2015). Die Dichte der ECM hippocampaler neuronaler Netzwerke
korreliert zur neuronalen Spontanaktivitdt. Durch enzymatisches Entfernen der ECM
wurde die neuronale Aktivitat erhoht, jedoch ohne zur Hyperexzitabilitat, wie bei Ver-
gleichskulturen der Fall, zu fihren. Die bestehenden neuronalen Verbindungen wur-
den durch Glutamateinlagerungen stabilisiert (Bikbaev et al., 2015). Nagarah et al.
(2015) steigerten zur Verbesserung der Aufnahmesignalqualitat den Kontakt der
Elektroden zum Gewebeschnitt mittels Saugelektroden und die Gewebevitalitat durch

Erh6hung der Perfusion mit oxygeniertem Medium.

1.5.3 Analyse der Signalaktivitat

Die Aufnahme der Signalaktivitat neuronaler Netzwerke und einzelner Neuronen ist
mit dem heutigen Stand der Technik nur entweder extrazellular oder intrazellular
maoglich. Ein optimales System kdnnte die elektrophysiologischen Parameter wie Ak-
tionspotentiale (APs), unterschwellige Exzitatorische und vor allem Inhibitorische
Postsynaptische Signale (EPSPs/IPSPs), dornale Potentiale sowie unterschwellige
Membranoszillationen simultan erfassen. MEAs registrieren die Aktionspotentiale
extrazellular und erméglichen via Elektroden die Stimulation selektiver Areale. Diese
gemessenen extrazellularen Potentiale zeigen spatio-temporal die Aktivitat einzelner
Neurone oder die Superposition schneller APs, synaptischer und langsamer glialer
Potentiale (Spira et al., 2013).

Zellartspezifische Spontanaktivitat

Zellkulturen aus dem Bereich des Frontalen Cortex, der hauptsachlich aus Pyrami-
denzellen besteht (McCormick et al., 1985), zeigen ein fir diese Gehirnregion spezi-
fisches koordiniertes Haupt-Aktivitatsmuster (Abb. 9 B) (Gross et al., 1994), Zellen
der Medulla Spinalis hingegen ein koordiniertes Hauptmuster mit mehreren koordi-
nierten Untermustern (in Abh&ngigkeit von der Burststarke) mit Interburstspikes (Abb.
9 D) (Gramowski et al., 2004). In Bereichen des Mesencephalons, der Substantia

Nigra Pars Compacta, mit der héchsten Dichte an dopaminergen Neuronen des ge-
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samten Cerebrums, ist die Aktivitdt nahezu ohne erkennbare Burstaktivitdt und es ist
kein koordiniertes Feuern der Neuronen erkennbar, sondern variable intensive Spi-
keaktivitat mit gelegentlichen Bursts (Abb. 9 C). Die charakteristische regulare Aktivi-
tat neuronaler Zellen des Auditorischen Cortex, Gyrus temporalis superior, ist in Abb.
9 A referenziert (Gopal et al., 1996). Ito et al. (2014) zeigten eine deutliche Unter-
scheidungsmoglichkeit der funktionellen Konnektivitat zwischen Hippocampus und
Cortex-Gewebeschnitten auf MEA anhand der Frequenzbander der Spontanaktivitat.
Mittels mathematischer Rechenoperationen (Kreuzkorrelation mit anschlieRender
Wavelet-Transformation) konnten unterschiedliche Frequenz-Intensitaten in den vier
Frequenzbandern Theta (4-12 Hz), Beta (12-30 Hz), Gamma (30-80 Hz) und Hoch-
frequenz (100-1000 Hz) festgestellt werden, wobei die deutlichsten Unterschiede im

Hochfrequenzbereich evident waren.

Spike-Train-Analyse

Die elektrophysiologische Aktivitat (Spontanaktivitat, s. 1.4.2 und 1.4.4) der neurona-
len Zellkulturen in vitro beginnt ca. 3—4 Tage nach Aussaat in Form von unkoordinier-
ten Salven von Aktionspotenzialen, die sich nach DIV 21 zu einem synchronisierten
Aktivitatsmuster je nach Zelltyp und Verhéltnis von exzitatorisch zu inhibitorisch stabi-
lisieren. Das spontane Auftreten der Spikes der einzelnen Neurone wird temporar
erfasst und als "Spike Train" bezeichnet und im spatiotemporaren Verlauf dargestellt
(s. Abb. 9). Bursting im Vergleich zu ‘regular spiking' und ‘fast spiking' ist die Fahig-
keit, ab einem gewissen Schwellenwert (Threshold) eine Reihe von 3-5 dicht aufei-
nander folgenden Spikes zu generieren (McCormick et al., 1985).

Die Neuro-Monitoring-Software (z.B. Plexon Inc., Dallas, Texas) verarbeitet parallel
die Aktivitaten (Spikes, Bursts) von bis zu maximal 256 unterschiedlichen Nervenzel-
len Uber einen langeren vordefinierten Zeitraum. Dies entspricht einer Anzahl von 64
Elektroden mit einer Uberlagerten Signaldarstellung von optimalerweise maximal vier
Neuronen eines neuronalen Netzwerkes simultan. Zur Auswertung der Aktivitdtsmus-
ter der neuronalen Netzwerke kann das Verfahren der Spike Train Analyse ange-
wendet werden. Mithilfe eines Analyse-Programmes (z.B. Neuroexplorer NEX, Ple-
xon Inc., Dallas, Texas) kdnnen mehr als 200 verschiedene Spike Train Parameter

berechnet werden.
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Abb. 9: Spatiotemporale Aufzeichnung der nativen Spontanaktivitat unterschiedlichen muri-
nen cerebralen Gewebes von 20 Einzelneuronen (vertikal) Gber 45 sec. (horizontal) (Gross
G. W., CNNS, Texas, USA); A: Auditorischer Cortex; B: Frontaler Cortex; C: Substantia Ni-
gra; D: Medulla Spinalis.

Es werden hierbei finf Kategorien der Charakteristika neuronaler Zellen wie die all-
gemeine Aktivitat, die allgemeine Aktivitat in den Bursts, die Synchronitét, die Oszilla-
tionen sowie die innere Struktur der Bursts und die Burst-Form beschrieben (Gra-
mowski et al., 2006).

1.6 Gene Expression Profiling neuronaler Netzwerke

Das zentrale Nervensystem (ZNS) ist in seiner Komplexitat aul3ergewohnlich in Hinb-
lick auf Komposition, Vernetzung und Funktion der multiplen Zellarten (Cao et al.,

2006). Im ZNS exprimieren 80 % aller proteinkodierenden Gene des humanen Ge-
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noms, was einer bei weitem hdheren Expression aller anderen Organe entspricht
(Lein et al., 2007; Tasic et al., 2016). Es besteht neben den Neuronen aus einer Viel-
zahl differenter Nervenzellsubtypen, Gliazellarten wie Astrozyten, Oligodendrozyten
und Mikroglia, sowie Endothelzellen und Perizyten, die alle ebenso eine gewichtige
Rolle im neuronalen Netzwerk spielen. Ein Gene Expression Profiling stellt aufgrund
dieser zellularen Heterogenitat eine grof3e Herausforderung dar (Dong et al., 2016).
Zum Verstandnis des ZNS auf molekularer und funktionaler Ebene sind Studien des
Transkriptoms, wie die Level der Genregulationen sowie die Genstruktur muriner
neuronaler Netzwerke, notwendig. Die mittels Expression Profiling generierten Daten
sind in der Regel aus undifferenzierten Arealen des Cerebellums als Zellpool gewon-
nen. Neuere Expressionsanalytik spezialisiert sich neben Pathologie-Assoziation
auch auf einzelne Zelltypen, wie die kortikale Mikroglia, die existentiellen neuronalen
Einfluss hat. Hierbei steht das Verstandnis der pathologischen Vorgange und deren
Genese im Vordergrund (Wes et al., 2016).

Die Genexpression stellt einen Schlussel in der sich entwickelnden Biologie dar. Die
Relation von Morphologie und dynamischen Mustern durch den Einfluss der Genex-
pression ist evident an vitalen Organismen erforscht. Diese Zusammenhange wurden
erstmalig mittels Pearson-Korrelation durch Arbeiten von de Arruda (2015, 2016) ma-
thematisch erfolgreich erfasst und korreliert.

Aufgrund der raschen Entwicklung der Array-Technologie und der RNA-
Sequenzierung im Transkriptom-Profiling wachst das molekulare Verstandnis der
neurodegenerativen Pathologien wie Morbus Alzheimer (AD), Morbus Parkinson
(PD) und Morbus Huntington (HD) exponentiell an. Es zeigt sich hierdurch die Wich-
tigkeit und Notwendigkeit des Transkiptom-Profilings zur diagnostischen Analytik der
pathologischen Kausalitat, aber auch bei der Entdeckung und Entwicklung neuer
Medikamente zur therapeutischen Applikation (Courtney et al., 2010) in der Human-

medizin.

1.6.1 Single RT-gPCR

Seit EinfiUhrung der DNA-Sequenzierung durch Kettenabbruch-Synthese (Didesoxy-
methode) durch Sanger et al.,, (1977) und der Entdeckung der Polymerasen-
Kettenreaktion (PCR) vor mehr als 30 Jahren im Jahre 1983 durch Kary Mullis findet

die PCR in verschiedensten molekularbiologischen Applikationen erfolgreich Anwen-
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dung (Saiki et al., 1985). Die PCR wird als einfache, sensitive und schnell durchzu-
fuhrende Analysetechnik beschrieben, bei der Oligonukleotid-Primer, phosphorisierte
Nukleoside (Desoxyribonukleosidtriphosphate, dNTPs) und thermostabile Tag-
Polymerase (DNA Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus) zur Amplifizie-
rung der DNA genutzt werden (Pfaffl, 2010).

Die Genexpressionsanalyse hat sich durch Reverse-Transkription-gPCR als Schlis-
seltechnologie in der Post-Genom-Ara erwiesen. Weiterentwickelt wird speziell die
Echtzeit-gPCR (rt-gPCR) in der Genanalytik routiniert eingesetzt und stellt ein solides
Verfahren bei der Validierung von Microarray-Experimenten und evidenzbasierten
Biomarkern dar (Van Guilder et al., 2008).

Die 'Reverse-Transcriptase-quantitative-Polymerase-Chain-Reaction' (RT-qPCR)
beinhaltet das Amplifizieren eines einzel- oder doppelstrangigen RNA-Molekils, die
'real-time-Polymerase-Chain-Reaction' (rt-PCR) hingegen die Entstehung der PCR-
Produkte mit der Mdglichkeit in Echtzeit den Fortschritt mittels Fluoreszenz zu visua-
lisieren.

Diese molekularbiologischen Analysemethoden, 'real-time-PCR’' (rt-gPCR) und 'Re-
verse Transcription' (RT-gPCR), partizipieren in einem Assortiment von Publikationen
multipler Bereiche, wie der 'life sciences’, klinischen Diagnostik, Biotechnologie, Fo-
rensik und der Agronomie unter strikter Einhaltung technischer und analytischer Kri-
terien reprasentativ. Mittlerweile wird die gqPCR als Meilenstein oder Goldstandard fr
prazise, sensitive und schnelle Messungen in der Genexpressionsanalytik angese-
hen. Die weitere Standardisierung der Qualitatssicherung und der Qualitatskontrolle
im Bereich des RT-gPCR-Workflow, vom experimentellen Design zur statistischen
Datenanalyse, ist in den Richtlinien fur ein 'Mindestmalf3 an Information zur Veroffent-
lichung von quantitativen Echtzeit PCR-Experimenten’ (MIQE, Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) festgehalten (Paffl,
2010; Bustin et al., 2009, 2016). Im Falle der Nicht-Anwendung der MIQE-Richtlinien
legten zwei umfangreiche Validierungen einen Mangel in Bezug auf Transparenz und
Zusammenfassung der essentiellen technischen Methoden offen (Bustin et al.,
2013). Die Beurteilung der RNA-Integritat der zu untersuchenden Proben ist ein wich-
tiger und existenzieller erster Schritt zum Erhalt verifizierter Genexpressionsdaten.
Hierbei ist die Reinheit (purity), ermittellt Gber Ultraviolett-Spektralphotometrie (z.B.

Thermo Scientific Nanodrop-1000), sowie die Konzentration (Gesamt-RNA in ug/ml)
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als RIN-Wert (RNA-Integritatszahl) durch Elektrophorese (z.B. Agilent 2100 Bioanal-

yzer) das gravierende Kriterium (Fleige et al., 2006).

1.6.2 RT-qPCR-Arrays

Selektierte pathologieorientierte Gene, die auf einem Array zusammengestellt sind,
kénnen auf ein mogliches therapeutisches Verhalten hin untersucht werden (Warbur-
ton et al.,, 2015). Das fokussierte Genexpression-Profiling mittels RT-qPCR-Arrays
bietet den Vorteil, parallel molekularbiologische Analysen kostengiinstig und mit ge-
ringer cDNA-Menge aus einem zusammengestellten Pool von relevanten Genen
(Stock et al., 2012), basierend auf der polymerasen Kettenreaktion (qPCR), eine
komparative Expressionsanalytik einer Vielzahl von Genen zu erhalten. Die RT-
gPCR-Arrays bestehen aus 96-, 384- oder 1536-Well-Platten mit Labor validierten
zusammengestellten spezifischen Gen-Primer-Sets. Die Expression von mindestens
84 bis Uber 1000 Genen, die pathologie- oder pathwayorientiert sind, zuzuglich meh-
rerer Referenzgene, werden zeitgleich molekularbiologisch erfasst. DNA-
Verunreinigungen ('DNA carry-over control’), RNA-Qualitat sowie das PCR-Verhalten
(‘positive PCR controls’) sind mehrfachen Kontrollen auf den Arrays unterworfen
(www.gene-quantification.de/gpcr-array.html). Die Auswahl der Primer erfolgt mit Fo-
kus auf geforderte selektierte biologische Prozesse. Somit kdnnen pathwayspezifi-
sche Gene in ihrem Netzwerkverhalten analysiert und aufgrund dieser Erkenntnisse

gezielt beeinflusst werden.

1.6.3 Microarray

Seit der Einfihrung des cDNA-Microarrays im Jahre 1995 (Schena et al., 1995) ist es
moglich das gesamte Transkriptom simultan zu untersuchen, um den biologischen
Kontext in Salubritdt und Pathologie festzuhalten (Cooper-Knock et al., 2012). Als
vorrangige hybridisierungsbasierte Methode, speziell bei der Erfassung der Genex-
pression des Zentralen Nervensystems (ZNS), eignen sich Microarrays zur genom-
weiten Analyse eines Organismus und bieten eine Mdoglichkeit, sich der grof3en He-
rausforderung zum Verstandnis der zellularen Heterogenitat zu stellen. Die Analyse
der Expressionslevel und der Genstrukturen in Transkriptomstudien bilden die Basis
zur Interpretation der funktionellen Elemente sowie dem Verstandnis der molekularen
Struktur des ZNS (Dong et al., 2016).
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Kommerziell erhéltliche cDNA-Mikroarrays sind mittlerweile in der Lage, das Gesamt-
transkript der mRNA sowie der langen intergenetischen nicht kodierenden RNA
(lincRNA) zu erkennen. Das Mouse GeneChip® Gene 2.0 ST Array System von Af-
fymetrix kann beispielsweise mehr als 28.000 kodierende Transkripte und 7.000 nicht
kodierende, einschliel3lich ungefahr 2000 lincRNA Transkripte, erfassen. Zur maxi-
malen Exon-Abdeckung werden alternative Splicing-Ereignisse und Transkriptvarian-
ten mittels designter Proben gemessen.

Neben miRNA-Microarrays, die kurze nicht kodierende RNAs gleicher Lange analy-
sieren lassen sich beispielsweise Neuro-ncRNA-Mikroarrays nach experimentellem
Interesse zusammenstellen (Wang et al., 2009). Gstir et al. (2014) stellten hierzu
1472 ncRNAs neuronalen Gewebes auf einem Mikroarray zusammen, der sich aus
kleinen nukleolaren RNAs (snoRNA, 11%), Mikro-RNAs (miRNA, 14 %) und unklassi-
fizierten nicht kodierenden RNAs (ncRNA, 75 %) zusammensetzte.

Die Verwendung von Microarrays in der préklinischen Friihdiagnostik verschiedens-
ter Pathologien wachst standig an. Mehrere Biomarker, wie Beta-Amyloid, Tauprotein
und Tauphosphor bei Alzheimer-Erkrankung (AD), werden gleichzeitig auf einem ein-
zigen Microarray erfasst. Zur sicheren Diagnostik in allen pathologischen Stadien
werden neuere blutzirkulierende Biomarker, zirkulierende miRNA (Liquor) und in-
flammatorische Biomarker, derzeit durch Forschungsgemeinschaften entwickelt
(Cooper-Knock et al., 2012; Sharma et al., 2016).

Aufgrund der rasanten Entwicklung der Array-Genexpressionsanalytik und RNA-
Sequenzierung im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen, wie AD, Parkin-
son (PD) und Corea Huntington (HD), erschlie3en Pathologie assoziierte Pathways,
potenzielle Therapieziele und Biomarker. Die involvierten Mechanismen der Patho-
genese werden auch im pathologischen Frihstadium erfasst und das Pathologie-
Verstandnis  wird  exponentiell  erweitert. = Humangenetische  Microarray-
Expressionsstudien bei verschiedenen Patientengruppen (Alter, Geschlecht, Patho-
logievariation) und Krankheitsstadien konnten in AD und PD bei genetischen Fehlre-
gulationen der Neuroinflammation sowie der mitochondrialen Dysfunktion nachwei-
sen. Die Pathogenese der PD zeigte sich kausal auf der Dysregulation des Ubiquitin-
Proteasom-Systems beruhend, hingegen AD als Dysregulation des intrazellularen
Signalpathways evident (Courtney et al., 2010; Cooper-Knock et al., 2012).
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1.6.4 RNA-Sequenzierung

Die Summe aller Transkripte einer Zelle in ihren spezifischen Entwicklungsstufen
oder ihrem physischen Zustand bilden das Transkriptom. Das Verstandnis dessen ist
Voraussetzung zur Interpretation der funktionellen Bestandteile des Genoms und zur
Enthillung der molekularen Bausteine von Zelle und Gewebe (Wang et al., 2009).
Die Erfassung der Genexpression zu einem terminierten Zeitpunkt ist eine der grund-
legenden Fragen in der Biologie. Die molekularen Unterschiede sind vielschichtig in
der Genregulation als Genomvariation, Genexpression, Proteintranslation und post-
translationalen Modifikation sichtbar (Kumar et al., 2016).

Die parallele cDNA-Sequenzierung oder RNA-Sequenzierung minimalen Zellmate-
rials eines Organismus hat sich mittlerweile zu einer der pradestinierten Methoden
bei der Quantifizierung und Charakterisierung des Transkriptoms entwickelt (Ozsolak
et al., 2011). Durch das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA-Fragmente mit an-
schlieBender Transkriptom-Sequenzierung, RNA Sequencing oder Next-Generation
Sequencing (NGS) des mRNA-Niveaus hat sich die RNA-Sequenzierung als Mittel
der ersten Wahl der genomweiten Sequenzierung herauskristallisiert (Quinn et al.,
2015). Im Vergleich zu hybridisierungsbasierten Microarrays arbeitet die RNA-
Sequenzierung (Neukleotidabfolge der RNA) als sequenzbasierte Methode mit gerin-
gerem Hintergrundrauschen, hoherer Genauigkeit, hoheren Reproduktionsraten und
direkter Bestimmung der DNA-Sequenz (Wang et al., 2009). Mit der RNA-Sequenz
kénnen Vorgange wie das alternative Splei3en (differentielles oder gewebespezifi-
sches Spleil3en), bei dem eine pra-mRNA verschiedene maturierte mRNAs bilden
kann, Gen-Fusion, bestehend aus Fusionsgenen oder Hybridgenen, sowie differen-
tielle Genexpression untersucht werden (Park et al., 2016).

RNA Sequencing als eine der innovativen NGS-Sequenzierungstechnologien eroff-
net neue Moglichkeiten in der Humangenetik seit Einrichtung des Human Genome
Project (HGP) im Jahre 1988 durch das National Institute of Health (NIH) und das
Department of Energy (DOE). Jedoch besteht dadurch auch die Notwendigkeit der
Entwicklung bioinformatischer Datenverarbeitungssoftware aufgrund der extremen
Hochdurchsatz (High-Throughput)-Sequenzierungs-Datenflut in einer neuen Ara der
Genomforschung (Collins et al., 1999; Wang et al., 2009; Park et al., 2016).

Eine ahnlich rasante Entwicklung zeigt sich im Bereich der digitalen PCR (dPCR), bei
der DNA Molekile durch Grenzverdinnung vereinzelt werden und somit eine Men-

genbestimmung einzelner DNA-Sequenzen nach nur einem Amplifikationszyklus
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stattfindet. Applikationsschwerpunkt sind hier die virale und die pathologische Diag-
nostik, die Entdeckung von Genmutationen und der Mengenvergleich der Expression
(Cao et al., 2016; Vynck et al., 2016).

1.6.5 Posttranskriptionales Gen-Silencing — nicht kodierende RNA

Die Entdeckung kurzer (<200 nt) und langer (>200 nt) nicht kodierender RNAs
(ncRNAS) hat in der molekularen Biologie zu einem Paradigmenwechsel gefiihrt (Cao
et al., 2006; Qureshi et al., 2012; Morris et al., 2014; Spurlock et al., 2016). Das Ver-
standnis der Genom-Architektur, der Genregulation und der transkriptionalen Ergeb-
nisse wurde parallel zu den Entwicklungen in der Sequenzierungstechnologie, der
Bioinformatik und der Systembiologie grundlegend verandert (Qureshi et al., 2012).
Die vor kurzer Zeit noch als transkriptionales Beiprodukt angesehenen ncRNAs ste-
hen nach heutigen Erkenntnissen wesentlich in Interaktion mit DNA, RNA und Pro-
teinmolekilen (Ponomarev et al., 2013; Bali et al., 2014). Sie treten beeinflussend bei
diversen strukturellen, funktionellen und regulatorischen Vorgangen auf und spielen
eine entscheidende Rolle in der nuklearen Organisation sowie transkriptionalen,
post-transkriptionalen und epigenetischen Prozessen, die Differentiation und Evoluti-
on kontrollieren (Qureshi et al., 2012; Morris et al., 2014). Es zeigt sich der dringende
Verdacht, dass mehr Gene die regulierenden RNAs kodieren, als kodierende Protei-
ne im menschlichen Genom existieren, und somit die Menge und Art der Genregula-
tion in komplexen Organismen in den letzten 50 Jahren im Wesentlichen falsch ver-
standen wurde (Morris et al., 2014). Mit der Komplementierung des Humanen Ge-
nom Projektes wird geschatzt, dass nur 2-3% der Genomcodes flr proteinkodierende
Gene verwendet werden und dass sich die Masse der transkribierten Genome auf
Ebene der nicht kodierenden RNA-Gene befindet (Spurlock et al., 2016). Nicht kodie-
rende RNA-Molekile kénnen in Form von kleiner nukledrer RNA (snRNA), kleiner
nukleolarer RNA (snoRNA), Transkription-Initiation-RNA (tiRNA; 17-18 nt), Spleil3-
Stelle-RNA (spliRNA; 17-18 nt), microRNA (miRNA; = 22 nt), kleiner eingreifender
RNA (siRNA), Piwi ('"P-element induced wimpy testis'; piRNA; 26-30 nt) und langer
nicht kodierender RNA (IncRNA) auftreten (Morris et al., 2014).

MicroRNAs, ein Cluster von kleinen nicht kodierenden RNA Molekilen von = 22 Nuk-
leotid-Langen, sind auf post-transkriptionalem Niveau wesentlich an der Genexpres-
sionsregulation in Form von Degradation oder Inhibition der Translation von Target

MRNA (Ziel-mRNA) beteiligt (Pfaffl et al., 2010; Pritchard et al., 2012; Morris et al.,
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Abb. 10: Therapeutische Modulation der miRNA-Aktivitdt. miRNA Mimics sind Molekile, die
zur Uberexpression der miRNA genutzt werden kénnen (1). Sie enthalten modifizierte Cyclo-
pentyl-Guanin-Basen, die eine Assoziation des RNA-induced Silencing Complex (RISC) in-
nerhalb des Zytoplasmas zur Inhibition der mRNA-Translation ermdglichen. Uberexpression
der Pri-miRNAs und Pre-miRNAs durch Plasmide fuihrt durch endogene Enzyme zu herange-
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reifter mRNA (2). Inhibitorisch agieren 2 -O-Methyl-AntagomiRs (Antagonist + miRNA) und
Locked nucleic Acids (LNAs) bei der miRNA-Bindungsfunktion zu gereifter mRNA und ver-
hindern dadurch die Interaktion mit Ziel-mRNA (3). Kontinuierliche miRNA-Inhibition durch
Plasmid-Kodierung eines miRNA-Schwamm-Transkripts, das Iterationen der Komplementéar-
sequenzen (rote Regionen des Transkripts) zur Ziel-miRNA enthalt (4). Exosomen vermitteln
mMiRNA-Mimics oder Inhibitoren zur Modulation der miRNA-Aktivitat. (mod. n. Bhalala et al.,
2013)

2014; Godard et al., 2015). Anfang der 90er-Jahre wurden miRNAs erstmalig als
kontrollierende Molekule bei der Entwicklung von Nematoden entdeckt (Lee et al.,
1993; Wightman et al., 1993), jedoch gerieten sie erst durch Auftreten der RNA-
Interferenz (RNAI) Anfang der Jahrtausendwende erneut in den Fokus der molekula-
ren Biologie. Es wird geschatzt, dass bis zu 90 % der menschlichen Gene durch die
mMiRNAs reguliert werden und somit eine gravierende Rolle bei der Zellproliferation,
Differentiation sowie Pathologien neurologischer Kausalitdt spielen (Ponomarev et
al., 2013). Die Aktivitat der miRNA findet meistens durch Anbindung an der 3' Un-
translated Region (UTR) der Target-mRNA statt (Pritchard et al., 2012; Zhang et al.,
2013). Jedoch beeinflussen nicht nur miRNAs Target-Gene, sondern auch findet re-
ziprok eine Beeinflussung des Niveaus und der Funktion der miRNA durch Target-
Gene statt. Diese Interpendenz beinhaltet ein komplexes Verstandnis speziell bei der
Applikation von miRNAs als therapeutische Medikation (Pasquinelli, 2012). Die An-
wendung des miRNA-vermittelten Gen-Silencing zur Kontrolle der Genexpression
stellt einen pathologiebezogenen Therapieansatz dar (Basak et al., 2016). Laut
Zhang et al. (2013) lassen sich die Therapieanséatze im Bereich der micro RNA in
drei Bereiche gliedern. Die chemische Modifikation in Abhangigkeit des Expressions-
levels der miRNA durch miRNA-Inhibition bei Uberexpression oder miRNA-Ersatz bei
supprimierter Expression verspricht grof3es therapeutisches Potential, wobei hier
primar die Problematik der Uberwindung physiologischer Barrieren (z.B. Blut-
Hirnschranke) durch die chemischen Substanzen besteht.

Ein weiterer Bereich ist die miRNA-Inhibitionstherapie, bei der eine oder mehrere
supra-exprimierte miRNAs zu pathologischen Genesen fuihren. Hier kann die Inhibiti-
onstherapie zu einer Suppression der pathologischen miRNA-bedingten Repression
der Proteinexpression eingesetzt werden (Junn et al., 2012; Basak et al., 2016). Anti-
mMiRNA-Oligonukleotide (AMOS) inhibieren die Interaktionen von miRISC-Proteinen
(mature RISK, Abb. 10) und der entsprechenden miRNA. Die letzte Therapievariation
stellt die miRNA-Ersatztherapie dar, bei der miRNA-Mimics in Ersatzfunktion, in den
Organismus eingebracht werden (Zhang et al., 2013).
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Raju et al. (2016) validierte anhand ncRNA Pathway Analytik Protein-Protein-
Interaktionen und somit die Assoziation bei nicht kodierenden RNAs und proteinko-
dierenden Genen. Weitere Verbindungen wurden gefunden, die bereits in AD, PD
und HD untersucht wurden, und zeigte damit die Wichtigkeit der Wiederverwendung
bzw. Aufarbeitung von Microarraydaten durch Meta-Analysen. Es bedarf jedoch wei-
terer Erlauterungen und Erklarungen der direkten, indirekten und intermediaren Me-
chanismen und Vernetzungen um IncRNA-Regulationsmechanismen zu verstehen.

Lange nicht kodierende RNAs (IncRNAS) sind unter anderem auch an verschiedenen
Entwicklungs- und Tumorentstehungsprozessen beteiligt. Xing et al. (2014) und
Moorfield (2015) belegten diese Pathologierelevanz exemplarisch an IncRNA und
BCARA4 (Brustkrebs Antistrogenresistenz 4) als einerseits direkt koordinierte Pro-
teinrekrutierung und andererseits als indirekte Regulation des Transkriptionsfaktors
und Aktivierung des Zellmigration-Pathway. Eine onkogene Stimulation des P53-
Pathway durch IncRNA NEAT1 (Nukleolar angereichertes Abundant Transkript 1)
konnte durch Adrians et al. (2016) nachgewiesen werden. Kanzerogene Zellen wah-
rend Chemo- und Reaktivierungstherapie konnten somit durch die IncRNA NEAT1
beeinflusst werden. Die zytoplasmatische INncCRNA LINK-A (lange intergenetische
nicht kodierende RNA zur Kinase-Aktivierung) ist bei der zytoplasmatischen Signal-
Ubertragung gréR3tenteils unerforscht. Lin et al. (2016) zeigten erstmals die Grole
und Diversitéat der zytoplasmatischen IncRNA in der Signallbertragung und der On-

kologie.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Validierung und Evaluierung des beeinflussten
Transkriptoms neuronaler muriner Zellen des zentralen Nervensystems nach extrin-
sischer elektromagnetischer Exposition unterschiedlicher Frequenzmuster und Inten-
sitaten.

Murine embryonale neuronale Stammzellen eignen sich aufgrund der hohen homo-
logischen Ubereinstimmung des humanen und des murinen Genoms (DeBry & Seld-
rin 1996) hervorragend zur experimentellen Untersuchung der neuronalen Zellant-
wort nach Magnetstimulation. Die Sequenz des Mausgenoms ist ein Werkzeug als
Schlisselinformation zum Verstandnis des menschlichen Genoms und ein Schlissel
als experimentelles Werkzeug fir die biomedizinische Forschung (Mouse Genome
Sequencing Consortium 2002).

Die Genexpressionsanalytik bietet die Moglichkeit effizient und komplex die direkte
Korrelation der rMS in vitro und der rehabilitativen zellularen und metabolischen Be-
einflussung humanen Gewebes in vivo auf molekularer Ebene zu erstellen. Die
Komplexitat und Interaktivitat der Genexpression des Transkriptoms sowie die ex-
treme Informationsdichte erfordern eine vergleichende bioinformatische Analytik un-
ter Verwendung fundierter wissenschaftlich relevanter Datenbanken der Gene Onto-
logy, der Pathway Analytik und Gene-miRNA integrativer Analyse, die eine hierarchi-
sche biologische Gruppierung in Haupt- und Subklassen ermoéglichen, die Kausalitat
und Relation der Genese der Humanpathologie biochemisch erfassen und darstellen
sowie mdgliche miRNA-Zielgen-Interaktionen herausstellen. Diese direkte aber auch
reziproke Korrelation der mRNA und der miRNA stellt eine sensitive Mdglichkeit und
grol3es Potential bei der Erforschung der Beeinflussung neuronalen Gewebes durch
repetitive Magnetstimulation dar.

Die Forschungsergebnisse kdnnen zum tieferen Verstandnis der Vorgange auf zellu-
larer Ebene nach Magnetstimulation und der damit verbundenen vielfaltigen Regene-
rations- und Rehabilitationsmdglichkeit fihren. Empirische Therapieerfolge und Me-
thoden basierend auf der Abfolge verschiedener Stimulationsmuster (Waibler et al.,
2007, 2009, 2014) mit verschiedenen Frequenzen sowie Intensitaten, angewandt bei
Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie beispielsweise Depression, Parkin-

son, Alzheimer oder Chorea Huntington, kdnnen hier Einfluldméglichkeiten darstellen,
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wissenschaftliche Erklarung finden sowie weiterfihrende Forschungsansatze eroff-

nen.
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3. Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Die standardisierte Gewinnung neuronaler Zellen des Cortex und Rickenmarks mu-
riner E 16 Embryonen (Balb-c Mause, Harlan, Niederlande) erfolgte nach Ransom et
al. (1977). Die embryonalen Zellen zeigten jeweils das typische Wachstumsverhalten
neuronaler Zellen zu einem komplexen neuronalen Netzwerk bei einem gewiinschten
Glia- zu Neuronenverhaltnis von 4:1 (Gross et al., 1997). Es wurden die zellartspezi-
fischen Signalaktivitdten des Frontalen Cortex (Cortex cerebri), des Auditorischen
Cortex (Cortex cerebri), der Substantia nigra (Tardus cerebri) und der Medulla spina-
lis (Spina dorsi) als Timestamps (Kapitel 3.4.1) abgeleitet und zur Validierung vergli-
chen.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach Brewer et al. (1993) tber Aliquotierung auf
MEAs (Microelectrode Array), Glastragern und Zellkulturplatten (6-Well-Platten), wo-
durch Spontanaktivitdtsableitungen, Online-Vitalitdtskontrolle, Transkriptionsanalysen
und morphologische Charakterisierungen des Zellgewebes erméglicht wurden. Anti-
mykotika und Antibiotika (Ampicillin, Gentamicin) wurden nicht verwendet, da diese
die Vitalitat und Signalaktivitdt der neuronalen Zellen perturbieren (Potter et al.,
2001).

Exemplarisch an neuronalen Zellen des Frontalen Cortex (FC) sowie des Rucken-
marks (SC) wird das schrittweise Prozedere der Zellgewinnung und -kultivierung auf
unterschiedlichen Tragermaterialien fir die verschiedenen Experimente im Nachfol-

genden dargestellt.

3.1.1 Vorbereitungen zur Zellpraparation

Die fur eine Praparation und anschlieRende Zellkultur auf MEAs, Glasplattchen und
Wellplatten notwendigen Reagenzien und Bearbeitungsschritte sind nachfolgend als
Vorbereitung néher erlautert.

Wachstumsmedien
Die unterschiedlichen Zellarten benétigen aufgrund ihrer differenten neurobiologi-
schen Eigenschaften und Destinationen unterschiedliche Kulturmedien und unter-

schiedliche Zellkultivierung. Die Rickenmarkszellkultur (SC) benétigt MEM (Minimum
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Essential Medium), die des Frontalen Cortex (FC) DMEM (Dulbecco’s Modified Eag-
le’s Medium). DMEM enthalt Glycin, welches die Entwicklung von Ruckenmarkszel-
len negativ beeinflusst, da diese Zellen schon eine signifikante Anzahl an glycinergen
Neuronen haben. FC-Zellkulturen hingegen entwickeln sich weniger stabil in Amino-
saure-armem MEM, das nur die Hélfte an Aminoséure-Konzentration beinhaltet.
MEM und DMEM werden beide mit Natriumbikarbonat (23 mM) gepuffert und sollten
bei ca. 5% CO, verwendet werden, um einen pH-Wert von 7,4 beizubehalten. Beide
Medien enthalten zwischen 10 mM und 16 mM D-Glukose. DMEM 5/5 beinhaltet
DMEM additiv 5 % FBS (Fetal Bovine Serum) und 5 % HS (Horse Serum), MEM
10/10 enthalt MEM additiv 10 % FBS und 10 % HS.

Nachdem das Stockmedium gemischt und die Osmolaritat tberprift wurde (320 mil-
liosmol/kg), wird das Medium durch einen 0,2 um Membranfilter steril filtriert. Alle
nachtraglichen additiven Komponenten sollten steril sein (z.B. Seren).

Pferdeserum (HS) ist notwendig, um die Gesundheit/Viabilitat der Gliazellen zu erhal-
ten. Fetales Kalberserum (FBS) ist Bestandteil des Einsaat-Mediums, muss aber
spatestens nach 5 Tagen in vitro (DIV 5), aufgrund der toxischen Wirkung auf die
Neuronen, entfernt werden. Seren sollten bei 56 °C fur 30 Minuten hitze-inaktiviert
werden, aul3er das Serum ist zuvor vom Hersteller bereits hitze-inaktiviert vorbehan-
delt. Anschlie3end erfolgt 10 ml Aliquotierung des Serums.

Die Kulturen bendétigen additiv 2 % Brewer's-27 als Supplement, da es eine Mi-
schung aus Antioxidantien enthélt, die als Additiv fir die Anwendung in Neurogrund-
medien entwickelt wurde. Die Viabilitat der FC-Zellen wird durch Zugabe von B-27
deutlich verbessert.

Praparations-Puffer

Die Praparation wird in D1SGH-L6sung durchgefiihrt. D1SGH-LAsung ist eine Kom-
bination aus physiologischer Salin-Lésung, Zucker und HEPES-Puffer. Die Saccha-
rose tragt zum osmotischen Gleichgewicht der Zellen bei, wobei Glucose den Zell-
stoffwechsel aufrecht erhalt, bis das Gewebe in das Wachstumsmedium uberfihrt
wird. HEPES wird anstelle von Natriumbicarbonat verwendet, da die Gewebe wéah-
rend der Préparation fur langere Zeit der Luft ausgesetzt sind. Die Konzentration der
HEPES-Stocklosung betragt 246 mM, bei 100 ml Reinstwasser 58,5 g HEPES. Die
Konzentration der Glucose/Saccharose-Stockldsung liegt bei 694 mM/175 mM, ent-
sprechend bei 1000 ml Reinstwasser 125 g D-Glycose und 60 g Saccharose. Die 20-
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Salin-Losung besteht aus NaCl/KCI/Na;HPO4/KH,PO, bei einer Konzentration von
2,7 M/107 mM/12,7 mM/4 mM. Die Einwaage ist hierbei mit 1000 ml Reinstwasser
160 ¢/8 ¢/1,8 g/0,6 g. Fur die D1SGH-L6sung werden nun 50 ml HEPES Stocklo-
sung, 50 ml Glc./Sacch. Stocklésung, 50 ml 20-Salin-Stockldsung mit 850 ml Reinst-

wasser eingewogen.

Adhasionsmolekile

Die Adhé&sion der Zellen bzw. des Zellrasens (Lehle et al., 2008; Dryia et al., 2008)
speziell bei neuronalen Zellverb&anden auf MEAS, Deckglasern und 6-Wellplatten hat
sich als aul3erordentlich anspruchsvoll herausgestellt. Die Beschichtung der Silikon-
isolierung der MMEPs, der Glasoberflache der Deckglaser sowie der Oberflache der
6-Wellplatten erfolgte mit Poly-D-Lysin (PDL) und anschlieRend mit Laminin, um die
Adhasion der Zellen zu steigern (Lucas et al., 1986).

Es wurde PDL (Roche 644 587, 30-70 K MW) geldst in Reinstwasser mit einer Ge-
samtmenge von 5 pl auf die Elektrodenmatrix, 10-15 pl auf Deckglaser und ca. 50 ul
auf ein Well einer 6-Wellplatte am Tag vor der Préparation aufgetragen. Die so be-
handelten Oberflachen der Zelltrdger standen zum Ablliften tGber Nacht unter der
Sterilbank.

Am Tag der Praparation wird mindestens 45 Minuten vor dieser eine Lamininldsung
aus 80 pl Lamininstocklésung (Roche 1 243 217) und 2 ml MEM auf die Objekttrager
aufgebracht und anschlielend im Inkubator bis zum entsprechenden Praparations-
schritt inkubiert. Hierbei wurden fur die MEAs je 60 pl, fur die Deckgléaser je 120-180
pl und die Wells ca. 700 pl aufpippetiert.

Enzym

Das Verdauungsenzym dient dazu, das myelinisierte Rickenmarksgewebe mit den
SC-Zellen loszulésen, bevor es mechanisch getrennt wird, andernfalls ist die Anzahl
der uberlebenden Zellen sehr gering. Fir die Aufspaltung des FC sind digestive En-
zyme nicht zwingend erforderlich, sie erh6hen aber den Ertrag vitaler Zellen.

Das verwendete Enzym, Papain (60 Units Papain in 3 ml D1SGH), sollte bei SC 20-
25 min und bei FC 10-15 min bei 37 °C mit 10% CO, einwirken. Danach wird serum-
haltiges Medium (5/5 fur FC, 10/10 fur SC) zugegeben und zentrifugiert. Bei diesem
Bearbeitungsschritt wird eine geringe Anzahl von Zellen zerstért und es entsteht da-

durch freie DNA in der Suspension, die klebrig ist und Zellen verklumpt.
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Die Menge an freier DNA wird durch Zugabe von DNAse-Losung (100 pul DNAse-
L6sung auf 10 ml Medium) bestehend aus DNAse | (Roche 104159, Grade IlI, 100
mg) und PBS (25 ml) reduziert. Die Konsistenz von PBS ist H,O/NaCl/
KCI/Na;HPO4/KH,PO, der relativ entsprechenden Mengen 200 ml/1,6 g/0,04 g/0,43
0/0,04 g.

Silikonringe und MEAs

Um Kulturmedium auf den MEAs zu halten wird ein ovaler Ring aus Silikon um die
Elektrodenstruktur in einem definierten Abstand aufgebracht. Die Adhasion des Rin-
ges auf dem MEA ermoglicht zuvor minimal aufgetragenes Silikonfett im Bereich der
Kontaktflache. Die Silikonringe der MEAs werden vor Aufbringen der Kulturkammer
oder nach Versuchsbeendigung vorsichtig mechanisch von Silikonfett befreit und an-
schlieBend fir 24 bis 48 Stunden in ein Oberflachendesinfektionsbad eingelegt (z.B.
4% NaOCl, 2% Barizidal, Mukozit). Anschlie3end werden sie fir 24 Stunden in Aqua
bidest einlegt und in einem weiteren Arbeitsgang mehrmals mit Aqua bidest gespiilt.
Die Silikonringe werden abschliel3end in Autoklavierbeutel fir 20 Minuten bei einer
Temperatur von 120 °C und einem Bar Uberdruck im Autoklaven sterilisiert.

Die MEAs werden aquivalent den Silikonringen behandelt, jedoch mit der Ausnahme,
dass sie nicht dem Desinfektionsmittel ausgesetzt werden durfen, da dieses die Sili-
konbeschichtung und die freiliegenden Elektroden beschédigen wirde. Die sterilen
MEA-Chips werden auf einen Metallblock gelegt und mit einer Metalllochblende ver-
sehen, die den Elektrodenbereich freigibt, um nun mittels einer Hochtemperatur-
flamme (Butanbrenner) durch zweimaliges Vorbeiziehen eine hydrophile Oberflache
zu erhalten. Gleiches Prozedere wird mit den Glaschips durchgefiihrt, wobei hier die

Metalllochblende entféllt, da keine zu schiitzende Silikonoberflache vorhanden ist.

3.1.2 Préparation und Akkommodation der Zellkulturen

Praparation

Der komplette Praparationsbereich wurde vor der Praparation mit Ethanol (EtOH)
desinfiziert und die Praparations-Abzugshaube mit den vorbereiteten autoklavierten
Instrumenten und Materialien fir 30 min mit UV- Licht bestrahlt.

Die ersten Schritte fir SC- und FC-Praparation sind identisch. Sektion der Mause
und Embryonen erfolgte am Tag 16 im Embryonalstadium (E16) der BALB/c-Linie

(Harlan, Indianapolis, USA), da erfahrungsgemal3 neuronale Zellen von Féten abwei-
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chenden Alters dazu neigen, weniger gute Oberflachenadhéasion sowie Zellwachstum
zu zeigen. Die Tierpraparationen wurden unter Beachtung der ethischen Verpflich-
tungen des Menschen, ohne Schmerzen der Tiere, durchgefuhrt. Hierfir wurde zu-
nachst das trachtige Muttertier zur Betaubung fir 30 Sekunden in einen mit Chloro-
form gefullten Exsikkator gelegt. Die Zeit muss exakt eingehalten werden, da ande-
renfalls das Nervengewebe der Embryonen geschadigt wird. Die anasthesierte Maus
wird ausgestreckt auf die chirurgische Matte gelegt, das stumpfe Ende einer Pinzette
kaudal am Cranium angesetzt und fixiert. AnschlieRend wird der Schwanz an der
Wurzel gegriffen und kaudal gezogen, bis ein 'Knacken' des Halswirbels zu spuren ist
und die Maus durch Genickbruch getdtet wurde. Im nachsten Arbeitsschritt wird der
Bauchraum rasiert und mit Alkohol oder Bleichmittel bespriuht. Mit einer sterilen Pin-
zette wird nun die Haut des unteren Abdomens erfasst und mit einer Schere vorsich-
tig durch die Haut geschnitten. Jetzt werden die Bauchmuskeln mit einer Pinzette von
den Organen geldst und der Bauchraum erdéffnet. Die Schere und die Pinzette wer-
den mit Alkohol desinfiziert. Anschlie3end wird das kraniale Ende des Uterus mit ei-
ner Pinzette angehoben, das Bindegewebe und die Blutgefal3e langs der dorsalen
Seite weggeschnitten, um das Horn von der Bauchhohle zu befreien. Nun wird der
freigelegte Uterus mit kaltem D1SGH uber der Petrischale abgewaschen und in eine
weitere mit D1SGH gefiillte Petrischale eingelegt. Jetzt wird der Uterus unter den
Praparationsabzug gebracht und unter dem Mikroskop die Plazenta des Embryos
lokalisiert. Mit einer Pinzette wird die Uteruswand durchtrennt, bis die Plazenta frei-
gelegt ist und die Embryos sich einschlie3lich des Amnionsacks unter leichtem Druck
aus dem Uterus herauslosen. Der Amnionsack wird wiederum mit einer Pinzette von
dem Embryo gel6st und die Nabelschnur durchtrennt. Die Embryos werden zur wei-

teren Praparation in eine Petrischale Gberfuhrt.

Frontaler Cortex

Unmittelbar nach Dekapitation der Embryos (Abb. 11 A) werden die Schadel in eine
neue Petrischale Uberfihrt und die weitere Praparation unter dem Praparations-
Mikroskop Stemi 2000-C (Zeiss, Oberkochen) durchgefiihrt. Beginnend wird die Haut
lateral entfernt und dann der knorpelige Teil des Schadels abgezogen. Der Kopf wird
mit einer Pinzette fixiert und die Spitzen einer zweiten Pinzette unter die olfaktori-
schen Bulbi geschoben. Das Cerebrum wird aus dem Schéadel gehoben, indem man

die Pinzettenspitzen kaudal darunter schiebt und es danach auf eine frische Petri-
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schale setzt. Lateral, von der Sagittallinie ausgehend, werden nun die Hirnhaute ab-
gezogen. Der Riechkolben (Abb. 11 C) wird mit der Pinzette entfernt, anschliel3end
wird auf halbem Weg durch die dorsale Grenze des Cortex, annahernd 1/3 vom rost-
ralen zum kaudalen Rand, sowie den dorsalen Rand des Cortex geschnitten. Von
diesem Schnitt zum Loch der entfernten olfaktorischen Bulbi wird weiterfiihrend ent-
lang des dorsalen Randes geschnitten. Jetzt wird der erste Schnitt ventral zur cauda-
to-pallialen Kante, der Linie, an der sich der Cortex und der Nucleus Caudatus tref-
fen, weitergefuihrt. Rostral entlang dieser Linie wird nun der letzte Schnitt bis zum
Loch der Riechkolben ausgefuhrt. Das durch diese drei Schnitte abgegrenzte Gewe-
be ist der experimentelle Frontale Cortex, der dann auf eine kleine Petrischale trans-
feriert wird.

Cerebellum Thalamus frontaler

Truncus
Cerebri l / cortex

\ - | .. *$——— Riickenmark
] 3 i \ y (Medulla

Spinalis)

Substantia
Nigra
500 pm

Abb. 11: Sektion muriner Embryos zur Gewinnung neuronaler Stammzellen unter Zeiss Ste-
mi 2000-C; A: Dekapitation muriner DIV 21 Embryos; B: Murine embryonale Cerebra in
D1SGH-L6sung; C: Gewebeschnitte zur Zellgewinnung des Frontalen Cortex (FC) (mod.
nach Smeyne & Smeyne 2002); D: Extraktion der Medulla Spinalis (SC)
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Ruckenmark

Der dekapierte Embryo wird auf dem Bauch liegend mit einer Pinzette fixiert. Mit ei-
ner zweiten Pinzette wird vorsichtig die Oberhaut dorsal abgezogen, so dass die
knorpelige Wirbelsaule freiliegt. Nun wird mit der Pinzette die Wirbelsaule &ahnlich
einem ReilRverschluss vorsichtig gedffnet. Das Rickenmark ist jetzt gut sichtbar als
weil3er Faden (Abb. 11 D), der mit einer Pinzette vom kaudalen Ende her herausge-
nommen und in eine mit D1SGH geflllte Petrischale Uberfiihrt wird. Letztlich werden
die Rickenmarkshaute vom kranialen zum kaudalen Ende hin abgerollt, entfernt und

das Ruckenmark in eine weitere mit D1SGH gefillte Petrischale Gberfuhrt.

Zerreibung des Gewebes, Einsaat und Kultivierung

Nachdem das gewiinschte Gewebe nun isoliert wurde, mussen die Zellen getrennt
werden um neue Netzwerke zu bilden. Hierfur wird das Gewebe mechanisch mit zwei
Skalpellen 'zerrieben', wobei manche Zellen aufgebrochen, zerstoért und deren DNA
freigesetzt wird. Um diese DNA-Verklumpung der intakten Zellen aufzuldsen, wird bei
beiden Gewebearten DNAse | zugegeben. Die noch verbleibenden Zellverbindungen
werden im weiteren Schritt durch die Zugabe von Papain (Gibco Invitrogen, USA) zu
den zerriebenen Zellen getrennt und anschlie3end fur 10-15 Minuten inkubiert. Letzt-
lich werden die Zellen in DMEM (FC) oder MEM (SC) mit DNAse resuspendiert und
in ihrer entsprechenden Konzentration auf MEAs, Glas-Chips oder Wellplatten pippe-
tiert. Die Zelldichte variiert zwischen 3 x 10° und 5 x 10° Zellen/ml je nach Destinati-
on. Nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit, die die Zellen zum sedieren und
adhéarieren bendtigen, wird das entsprechende Medium aufgefiillt. Einen Tag nach
Kultivierung wird das Medium vollstandig gewechselt, um Uberschissiges Zelldebris
und DNAse zu entfernen. An DIV 4 wird erneut das Kulturmedium zur Entfenung des
FCS gewechselt. Im weiteren Verlauf erfolgt nun wochentlich zweimal ein nur teilwei-

ser Mediumwechsel um Botenstoffe zu erhalten.

3.1.3 Aufsetzen einer Zellkultur — Zellmonitoring

Zur extrazellularen Aufnahme der Spontanaktivitdt werden die MEAs mit einer steri-
len Beobachtungskammer auf der Vorverstarkerplatine des Neuronen-
Versuchstandes bei konstant 37 °C befestigt (Gross 1994). Eine kontinuierliche 8 %

CO,-Begasung der Kammer bei einem H,O-Volumenstrom von ca. 200 pl/min dient
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der Erhaltung des pH-Wertes von 7,4. Die gesteuerte Perfusion mit Reinstwasser
halt die Osmolaritdt konstant bei 320 mOsmol/kg. Die Signalaufnahme erfolgt mit
einem 64-Kanal Recording System der Fa. Plexon Inc., Dallas, USA.

Die herausragenden Merkmale der Netzwerkaktivitdt werden durch Spike, Spike
Trains und Bursts reprasentiert und sind ein grundlegender Teil des so genannten-
Neuronalen Codes, der jede Zellart spezifisch charakterisiert (Gross 1994; Johnstone
et al., 2010). Die quantitative Beschreibung der Bursts erfolgt durch direkte Spike-
Train-Analyse mit der Software NeuroExplorer (Plexon Inc., Dallas, USA).

Die detaillierte Vorgehensweise von der Abholung der Kulturen aus dem Reinraum-
Neurobiologie Uber das 'Aufsetzen’ einer MEA Zellkultur auf dem Neuroversuchstand
im Neurolabor bis hin zum Abbau des Versuchsaufbaus ist protokollarisch im Anhang
(9.1) zu finden.

3.2 Parametrierung des elektromagnetischen Feldes

3.2.1 Genese und Applikationsform des elektromagnetischen Feldes

Das System 'Magnetstimulator' besteht aus einem Ladekreis mit Stromversorgung
und Leistungskondensator, der auf etwa 300 Joule aufgeladen wird, sowie einem
Ausgangskreis mit Schalter und Applikationsspule (Abb. 12). Durch Schliel3en des
Schalters (Thyristor) im Ausgangskreis kann aufgrund des resultierenden biphasi-
schen Stromes ein maximales Magnetfeld B im Bereich von 3,4 bis 4,1 Tesla, je nach
Spulentyp, im Zentrum der angeschlossenen Spule erzeugt werden. Dies sind kurz-
zeitige maximale magnetische Flussdichten, wie sie in modernen Magnetresonanz-
tomographen (MRT) zur Darstellung von Struktur und Funktion der Gewebe und Or-
gane realisiert werden. Unter Reduktion der Ausgangsleistung und Beachtung der
Erwarmung der Applikationsspule sind kommerzielle Stimulatoren heutzutage in der
Lage Frequenzen bis zu 100 Hz zu generieren.

Fur die applizierte Stimulationsart A wurde in den Versuchsreinen CRAMS der modi-
fizierte Magnetstimulator X-100 (MagVenture, Farum, Danemark) und die fur klini-
sche Anwendung und Muskelstimulation entworfene Parabolspule MMC-140 ver-
wendet. Die fur héhere thermische Stabilitat bei Dauerleistungen ausgelegte flache
flissiggekihlte Spule MCF-125 wurde in der Stimulationsart B angewendet. Die ge-
wahlten Intensitats- und Frequenzeinstellungen bei der Stimulationsart A am Mag-

netstimulator lagen bei 25 A/us (17 % Stromsteilheit) und 70 Hz Wiederholfrequenz
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(rMS) mit einer Impulszahl von 8 Impulsen bei Verwendung der parabolférmigen
Spule (MMC-140). Bei Stimulationsart B wurden 84 Alus (60 % Stromsteilheit) und

Stromverlauf :

Biphasisch i /\_5 Taktgeber und A
I \ Steuerung
¥ = O _
- - B
Schalter
i
; Kondensatorbank Spule
%
Ladekreis Ausgangskreis Magnetfeld
von 0 bis 100% von 0 bis 180 Alus von0bis41T
(0 bis 300 Joule) (abhdngig von der Spule) (abhingig von der Spule)
Schalter B

8 Strom-  mm= | eistungs- :{)

versorgung kondensator | spyLE
{"‘“-—-—--:;
Ladekreis Ausgangskreis Induziertes

elektrisches Feld

Abb. 12: Prinzipschaltbild (A) eines Magnetstimulators mit angeschlossener Spule; aquiva-
lentes elektrisches Ersatzschaltbild (B). (modifiziert nach Kienle et al., 2006)

30 Hz Wiederholfrequenz (rMS) bei einer Impulszahl von 20 Impulsen unter Verwen-
dung der flach geformten flissiggekihlten Spule (MCF-125) reguliert. Bei konkaver
Nutzung der parabolférmigen Spule ergibt sich eine relativ intensive homogene Feld-
verteilung, wie in Abb. 13 ersichtlich ist, die sich zur Stimulation der neuronalen Kul-
turen auf MEAs, 6-Wellplatten und Glastragern optimal eignet. Es ist ein maximaler
magnetischer Gradient von 33 kT/s im Zentrum der konkaven Oberflache bei Ver-
wendung dieser Spule moglich. Der Verlauf der Feldverteilung der flach geformten
Spule ist deutlich inhomogener. Speziell im Zentrum ist der Bereich des Maximums

axial sehr klein und fallt radial schnell ab.
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Abb. 13: A: Parabolférmige Stimulationsspule in 3D-Ansicht; B: Feldverlauf der Stimulations-
spule MMC-140 in Abhangigkeit des radialen Abstandes vom Zentrum bei konkaver Applika-
tion (Stock et al., 2006).

Abb. 14: Versuchsaufbau zur Ermittlung der magnetischen Flussdichte auf Zellebene in der
6-Well-Platte bzw. auf dem MEA in der Petrischale; A: Sicht von oben auf die parabolférmige
Spule (PC) mit eingebrachter 6-Well-Platte zur Abstandsermittlung in konkaver Applikation;
B: Gesamtansicht der flach geformten flissig gekuhlten Spule (FC) MCF 125; C: Kompletter
Versuchsaufbau mit Magnetstimulator (1), Spule (2), Halterung (3) und Flussdichte-
Messgerét (4); D: Messsonde unter der parabolférmigen Magnetspule auf Zellniveau.

55



Material und Methoden

Zur Ermittlung der letztlich auf die neuronale Zellebene wirkenden magnetischen
Flussdichte (Induktion) wurden Messungen mit einem Teslameter (Projekt Elektronik
GmbH, Berlin, FM 210) im simulierten Versuchstand mit verschiedensten Intensitaten
und Frequenzen an unterschiedlichen Spulen durchgefihrt (Abb. 14).

Die magnetische Induktion bei den verschiedenen Stimulationsarten und Spulen mit
eingestellten Intensitaten, in einem Abstand von 20,2 mm gemessenen, wie in Abb.

14 (D) exemplarisch dargestellt, sind in nachfolgender Tab. 2 ersichtlich.

Tab. 2: Gemessene magnetische Flussdichte im Abstand von 20,2 mm im Zentrum des je-
weiligen Spulentyps unter Verwendung einer Hallsonde mit einem Teslameter FM 210, Pro-
jekt Elektronik GmbH, Berlin.

Intensitats- und Parabolférmige Spule PC -  Flache, flissigkeitsgekiihlte Spule

Frequenzeinstellung gemessene magnetische (MCF 125, MagVenture, Danemark)

am Magnetstimulator Flussdichte gemessene magnetische Fluss-
dichte

25 Alus (17%) 70,8 mT 133,7mT

70 Hz und 8 Impulse

25 Alps (17%) 73,6 mT 133,0 mT

10 Hz und 19 Impulse

31 Alps (20%) 87,3 mT 158,1 mT

70 Hz und 8 Impulse

31 Alps (20%) 90,0 mT 159,3 mT

10 Hz und 19 Impulse

141 Alps (100%) 1746 mT 1502 mT

1/9 Hz und 8 Impulse

3.2.2 Konfiguration der elektromagnetischen Befeldung

Die definierte Stimulation der Nervenzellen bei gleichbleibenden Randparametern,
wie biphasische Impulsform, Spulentemperatur, Zellpositionierung und Abstand, er-
folgte mit einem modifizierten Magnetstimulator X 100, MagVenture, Ddnemark, un-
ter Verwendung der fur die Versuche reprasentativen parabolisch geformten Rund-
spule (konkave Seite, Abb. 14 A) sowie der flachen fllissig gekuhlten Spule (Abb. 14
B). Hierbei wurden die Intensitaten wie die Anderung der Frequenz oder der Amplitu-
denstérke, in verschiedenen Versuchsreihen variiert. Aufgrund der Erfahrungen aus
der therapeutischen Praxis von Waibler et al., (2009) wurden abweichend zur Arbeit

von Meyer et al., (2009) biphasische sinusformige Signalformen unterschiedlicher
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Frequenz und Intertrain-Intervalle gewahlt. Die Pulslange lag bei 280 ps bei einer
variablen Frequenz von 1 bis 100 Hz.

Die neuronalen Zellkulturen (FC) aus CRAMS V wurden an DIV 21 nach elektrophy-
siologischer Qualitatskontrolle einfach mit dem Stimulationsmuster A magnetisch
stimuliert (Tab. 3).

In der Versuchsreine CRAMS X wurden die neuronalen Zellkulturen (FC) ab Tag 21
nach qualitativer Kontrolle mit zwei unterschiedlichen Stimulationsmustern (A, B)
wiederholt (doppelt, vierfach) magnetisch stimuliert. Die doppelte Stimulation wurde
an DIV 21, die vierfache Wiederholung an DIV 23 je zweimal taglich mit einem Zeit-
abstand von 120 min durchgefihrt.

Die Spule wurde bei Verwendung der parabolférmigen Spule mit der konkaven Seite
durch eine nicht-magnetische Halterung in einem Abstand von 22 mm Uber der Zell-
kultur befestigt. Bei Verwendung der flach geformten flissig gekihlten Spule (MCF
125, MagVenture, Danemark) erfolgte die Fixierung ebenfalls mit einem Abstand von
22 mm uber der Zellkultur durch eine nicht magnetische Halterung. Die Behandlun-
gen erfolgten bei Raumtemperatur (23 °C) bei einer zu erwartenden Spulentempera-
tur von 23 °C bis 28 °C.

Die Stimulationsmuster mit den eingestellten Frequenzen, Impulsanzahlen, Pausen-
zeiten und Intensitaten entsprechend den Sequenzintervallen (Trains) und Blocken in
den Experimenten CRAMS V und X sind Ubersichtlich in Tab. 3 dargestellt.

Tab. 3: Applizierte spezifische Stimulationsspulen in den Versuchsreihen CRAMS V und X
mit den entsprechenden Intensitéts- und Frequenzeinstellungen.

Stimulationsart Spulenart Einstellungen
A Parabol geformte Spule PC 70 Hz Impulsfrequenz mit 8 Impulsen
(CRAMS V und X) 4 sec. Sequenzintervall (=Train)

8 Trains (= Block)
8 Blécke mit 60 sec. Blockintervall
25 Alus (17 %)

B Flach geformte flussigkeitsgekiihlte 30 Hz Impulsfrequenz mit 20 Impulsen
(CRAMS X) Spule FC (MCF 125, MagVenture, 4 sec. Sequenzintervall (=Train)
Déanemark) 8 Trains (= Block)

8 Blocke mit 60 sec. Blockintervall
84 Alus (60 %)
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Die magnetstimulierten Kulturen wurden post Stimulation fur eine Zeitdauer von 30
Minuten inkubiert und anschlie3end nach vollstandigem Absaugen des Mediums bei
—80 °C tiefgefroren.

Die Referenzkulturen fir die Genexpressionsanalyse wurden nicht magnetstimuliert,
durchliefen jedoch ansonsten das gleiche Prozedere wie die stimulierten Proben. Sie
wurden fir den gleichen Zeitraum unter die abgeschaltete Spule (simulierte Magnet-
stimulation, Sham-Stimulation) im Stimulationsversuchstand positioniert, anschlie-
Bend fur den gleichen Zeitraum inkubiert und abschlie3end, &quivalent den stimulier-

ten Kulturen, tiefgefroren.

3.3 Morphologische Charakterisierung

3.3.1 Vitalitatskontrolle durch inverse Phasenkontrastmikroskopie

Der vorhandene Neuroversuchstand im IMETUM (Abb. 15), Garching, wurde
modifiziert und an die stimulationsbedingten Erfordernisse angepasst. Ein selbst
entwickelter und gefertigter Faradayischer Kafig mit sternpunktférmiger Erdung
schirmt den kompletten Versuchsaufbau vor elektromagnetischen Stérfeldern und
Elektrosmog ab. Diese Mal3nhahme ist erforderlich um die schwachen neuronalen
Signale im Mikrovoltbereich ungestort aufnehmen und dber den Vorverstarker
MEAP/64 preamp (Abb. 15 B) und Hauptverstarker AMP/62sp+2 Post Amp (Plexon
Inc., Dallas, USA) amplifizieren zu kénnen. Im oberen Bereich ist die Laminarflow
SPETEC® Laminar-Flow Box FBS (Spetec, Erding) mit Hepa-Filter zur Reinhaltung
der Luft sowie eine integrierte UV-Bestrahlung zur Flachendesinfektion im gesamten
Versuchstand installiert. Der Volumenstrom der CO»- und medizinischen
Luftbegasung der geschlossenen Kulturkammer lasst sich jeweils Uber einen
Volumenstrom-Messregler exakt justieren. Mittels der Perfusionspumpe Syringe
Pump 55-2222 (Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA) wird die
Osmolaritat in  der Kammer aufrechterhalten um optimale zellulare
Membranverhaltnisse zu schaffen, sowie eine Perfusion mit Reinstwasser zu
gewahrleisten. Die Messung der Osmolaritat erfolgte mit dem Mikro-Osmometer
VAPRO 5520 (Wescor, Logan, Utah, USA). Die Temperatur in der Kammer lasst sich
Uber eine Steuer- und Regeleinheit, die ein an der Kammer angebrachtes
Heizelement (beides Conrad Electronic, Hirschau) ansteuert, bis in den Zehntel-

Grad-Bereich anwéhlen. Fiur Langzeitversuche kann eine variable Mikrozirkulation
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Uber eine Regelung mit angeschlossener Zirkulationspumpe MS-CA 2/820
(ISMATEC/Cole-Parmer GmbH, Wertheim) erreicht werden. Zur akustischen
Kontrolle der neuronalen Aktivitatsmuster (Spikes and Bursts) wurde eine 16-Kanal-
Verstarkeranlage mit Vorverstarker und Filter sowie ausgangsseitigen Lautsprechern
(Conrad Electronic, Hirschau) entwickelt und gefertigt. Mit der Fluoreszenzkamera
Till Photonics und der dazugehdorigen Leistungseinheit (FEI, Hillsboro, Oregon, USA)
lassen sich nach Fluoreszenzfarbung des Gewebes die Zellbestandteile, unter
Verwendung der entsprechenden optischen Filter (Polychrome V), in lichtmikros-
kopischen Aufnahmen darstellen. Die Zellkultur (Abb. 15 B) auf MEA mit
Vorverstarker, elektrischen Zuleitungen und Perfusionsschlduchen befindet sich im
Versuchstand auf dem Verschiebetisch des inversen Phasenkontrast-Mikroskops
Nikon Eclipse TE 2000-E (Nikon, Tokyo, Japan).

Die Phasenkontrastmikroskopie bietet die Méglichkeit, ohne die Notwendigkeit der
Verwendung der Farbemethode, durch die Phasenverschiebung des Strahlenganges
aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindizes, biologisches Zellgewebe kontrast-
reich zu visualisieren. Der Mikroskopiertisch (Nikon, Tokyo, Japan) ist Uber eine
Steuer- und Kontrolleinheit in x-y-z-Richtung mikrometerweise elektronisch steuer-
bar. Zur Visualisierung der Signalaktivitat, elektronischer Storsignale sowie zur Sig-
nalverfolgung sind die hochauflésenden digitalen Oszilloskope HM 507 und
R&S®RT0O1012 (Rohde & Schwarz, Miinchen), ein Spektrumanalysator R&S®FSG8
(Rohde & Schwarz, Minchen) sowie, zur Signalerzeugung und Stimulation Uber
MEA-Elektroden, ein Frequenz-und Arbitrarsignalgenerator R&S®AFGU (Rohde &
Schwarz, Minchen) vorhanden. Die Signalerfassung und Weiterverarbeitung der
neuronalen Spontanaktivitat erfolgt durch ein angeschlossenes Mehrkanal-
Aufzeichnungssystem MEA-Workstation MEA-WS/64 (Plexon Inc., Dallas, USA) mit
PC-gesteuertem 64-Kanal Verstarkersystem (Plexon Inc., Dallas, USA).

Die Zellkulturen wurden im Neuroversuchstand (IMETUM, Garching) fortlaufend mit-
tels inversen Phasenkontrastmikroskops Nikon Eclipse TE 2000-E (Nikon, Tokyo,
Japan) sowie im Reinraum-Neurolabor (IMETUM, Garching) mittels Axiovert 40 CFL
und Axiovert 200 (beide Zeiss, Oberkochen) morphologisch kontrolliert. Eine homo-
loge Zellverteilung mit einem annahernden Verhéltnis von 4:1 der Glia:Neuronen
(Gross et al., 1997) sowie geringer Zellmigration und ausgepragter Netzwerk- und
Synapsenbildung stellen die visuellen Qualifikationskriterien dar. Zellkulturen, die

Verunreinigungen, Verpilzung oder anormale Entwicklung zeigten, wurden verworfen.
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Abb. 15: A: Neuroversuchstand mit 64-Kanal-Analyse-Hardware der Fa. Plexon Inc., Dallas,
USA, zur elektrischen Ableitung der neuronalen Signalaktivitat, sowie Phasenkontrastmik-
roskopie zur Kontrolle der Morphologie und Viabilitéat der neuronalen Zellkulturen; B: Plexon
Vorverstarkerplatine mit Datentbertragungs-Flachbandkabel, Heizungs- und Versorgungslei-
tungen sowie Erdungsklemmen.

3.3.2 Calcium-Oszillation

Die alternative Verwendung von spannungssensitiven Farbstoffen (Abb. 16) fur die
Messung der elektrischen Aktivitat von Zellen beinhaltet eine mégliche Toxizitat so-
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wie eine nur gering zur Verfigung stehende Messdauer. Die Analyse, vor allem im
Bereich der Genexpression der so behandelten Nervenzellen, fuhrt zu Fehlinterpreta-
tionen aufgrund der invasiven methodischen Beeinflussung durch die verwendeten
Farbemethoden. Auch ist eine deutliche Beeinflussung der neuronalen Signalaktivitat
in Form von Abnahme der Anzahl und Dichte der Spikes und Bursts bis hin zur voll-
kommenen Signalinaktivitat registrierbar. Desweitern ist eine quantitative oder quali-
tative Nutzung des Bildmaterials, mittels beispielsweise zugeordneter Farbskala, un-
prazise und aufwendig. Die Calzium-Oszillation wurde exemplarisch durchgefihrt,

aber aufgrund der zuvor aufgefiihrten Nachteile nicht weiter verfolgt.

Abb. 16: Calzium-Oszillation von Nervenzellen des Frontalen Cortex auf Deckglas. Die Leb-
endzellfarbung wurde mittels Fluo-4 FL4 (Invitrogen, Fluo-4 Direct™ Calcium Assay Kit)
durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte mikroskopisch (Axiovert 200, Zeiss, Oberkochen) bei
einer Wellenlange im Bereich von 550-560 nm.

3.4 Elektrophysiologische Signalerfassung
3.4.1 Hard- und Software zur Messung neuronaler Signalaktivitat

Die verwendeten komplementaren Mess-, Verstarkungs- und Kultivierungssysteme
werden von der Firma Plexon Inc., Dallas, Texas, USA und dem Center for Network
Neuroscience (CNNS), University of North Texas, Denton, USA produziert und ver-
trieben. Die Firma Plexon Inc., Dallas, USA bietet ein Verstarkersystem mit bis zu
128 Kandlen bei einer Sampling-Frequenz von 40 kHz und einer Verstarkung bis zu
14.000, sowie einer Realtime- und Offline-Datenverarbeitung, Spike-Sortierung und
Datenanalyse-Software an. Die Sampling-Frequenz von 40 kHz erfillt problemlos
das Nyquist-Kriterium, bei dem die Abtastfrequenz mindestens doppelt so hoch sein
muss, wie die zu erwartende abzutastende Frequenz (max. 1 kHz). Das CNNS, Den-

ton, Texas, USA, produziert und entwickelt MEAs (Abb. 8 A und B) mit bis zu 256
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Elektroden und 8 Kammern. Die Elektroden sind gold-beschichtet und reduzieren die
Impedanz auf ca. 1-4 MQ (1 MQ bei 1 kHz), die Leiter aus transparentem, mikrosko-
pie-tauglichem Indium-Titanoxid (ITO) hergestellt. Als elektrische Isolierung gegenu-
ber dem Medium und den Zellkulturen wird Methyldimethylpolysiloxan (Impedanz >
10 MQ bei 1 kHz) als Lackiberzug verwendet, der einen optimalen Kompromiss zwi-
schen geforderter Haltbarkeit, Sprodigkeit, Zahigkeit und Elastizitat darstellt. Somit
liegt das optimale Verhaltnis der Elektrode zum Nebenwiderstand bei 10, um die De-
tektion substantieller Aktionspotentiale (APs) zu garantieren. Weiterhin sind alternativ
komplette Vitalitats-Unterstiitzungssysteme mit sterilen CO,- und H,O-Versorgungen
fur ZeitrAume bis weit Uber 6 Wochen fur Langzeit-Mikroskop-Aufnahmen als 'closed
chamber setup’ (Abb. 8A) moglich.

In den Experimenten der verschiedenen Versuchsreinen wurden CNNS MEA-Chips
verwendet, die nach dem gangigen Arbeitsverfahren (s. 3.1.1 Vorbereitungen zur
Zellpraparation) des CNNS prapariert wurden. Die StandardmalRe der MEAs waren
Elektroden Glaschips der GroRe 5 x 5 cm? (MMEP-4, CNNS) mit einer zentralen Auf-
nahme-Matrix von 1,25 bis 1,44 mm? mit 64 passiven Elektroden (je ca. 20 pm
Durchmesser) und Indiumtitanoxid-Leiterbahnen einer Breite von 8-10 um und einer
Schichtdicke von 1200 A (Angstrém) oder alternativ als Doppelkammer mit zwei de-
zentralen Aufnahmematrizes und jeweils 32 passiven Aufnahme-Elektroden (Abb. 8).
Der mittlere Elektrodenabstand bei den verwendeten MEAs, MMEP-4 und MMEP-5,
betrug 150 um. Die Entwicklungs- und Fertigungsprozesse der MEAs im CNNS,
Denton, Texas, USA, sind durch Gross et al. in der Literatur detailliert beschrieben
(Gross et al., 1985; Gross, 1994). Ein ebenfalls im CNNS gefertigter Silikonring, der
das Kulturmedium auf dem MEA begrenzt und ein Fortflie3en verhindert, wurde
durch Silikonfett in der Mitte des MEAs fixiert und ermdéglicht eine Besiedelungsflache
von ca. 9,6 cm? bei einer maximalen Medium-Menge von 3 ml. Zum Aufbringen der
Kulturkammer auf MEA wurde der Silikonring wieder entfernt. Die mit Silikonlack iso-
lierte Oberflache wurde vor Besiedelung zur Steigerung der Zelladh&asion mit Poly-D-
Lysin sowie Laminin beschichtet, wie detailliert unter Punkt 3.1.1 ,Vorbereitungen zur
Zellpraparation“ beschrieben.

Die Recordings (s. 3.4.2 Elektrophysiologische Aktivitditsmuster — Burst und Spike)
erfolgten mit dem Mehrkanal-Aufzeichnungssystem und PC-gesteuerten, 64-Kanal-
Verstarkersystem der Fa. Plexon Inc., Dallas, USA, das in der Lage war, die Aktivitat

einzelner Neurone (bis zu 256, Abb. 24 B) aufzuzeichnen und als Waveshapes (Wel-
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lenformen, Abb. 24 A und B) und Timestamps (Zeitabbildungen, Abb. 24 C) zu visua-
lisieren. Es konnte jede Einzelne der 64 Elektroden angewahlt und jeweils bis zu 4
Neurone pro Elektrode definiert werden. Diese Signalaktivitaten der 4 Neurone konn-
ten entweder simultan in einem Bild Uberlagert, oder jedes Neuron separat als Sig-
nalverlauf in einem Waveshape darstellt werden (Abb. 24 A). Ein Waveshape ent-
stand durch wiederholtes Aufeinanderlegen der Spontanaktivitat eines Neurons mit
gleicher Signalinitierung. Wéahrend einer Aufnahme wurden die einzelnen Spontan-
aktivitaten in allen Darstellungsarten (Abb. 24 A und B) zu den bestehenden Waves-
hapes mit gleichem Signalbeginn Uberlagert.

Im Rasterplot (Abb. 24 C) wurden die Aktivitaten als Balken (Timestamps), die meh-
rere direkt aufeinander folgende Spikes beinhalten, im zeitlichen Verlauf dargestellt.
Nach Ablauf des zuvor parametrierten Zeitintervalls erfolgte auf dem Monitor visuali-
siert, im Gegensatz zur akkumulierten Waveshape-Darstellung, repetitiv ein neuer
Aktivitatsverlauf.

Die gesamte Spike-Erkennung und -Separation basierte auf einem Template-

Matching-Algorithmus und ermdglichte somit eine exakte Signaldarstellung.

3.4.2 Elektrophysiologische Aktivitatsmuster — Burst und Spike

Zur Vitalitats- und Qualitatskontrolle der neuronalen Zellkulturen wurden MEAs zur
Aufzeichnung der elektrophysiologischen Aktivitat verwendet. Spikes, Spike Trains
und Bursts reprasentieren das charakteristische Merkmal der Netzwerkaktivitat und
sind ein wesentlicher Teil und Aspekt des Neuronalen Codes (Gross 1994; Johnsto-
ne et al., 2010).

Konfiguration und Analyseparametrierung

Die analogen elektrischen Signale (Bursts and Spikes) der neuronalen Zellen auf
MEAs wurden bei einer Verstarkung von 10.000 amplifiziert, anschlieRend mit einer
Sample-Frequenz von 40 kHz digitalisiert und danach in sogenannten Timestamps
gespeichert. Die Online-Analyse erfolgte unter Verwendung der Software Rasputin
zur Separation der Wave Shapes und Neuroexplorer (Nex Technologies, Littleton,
Massachusetts, USA).

Die quantitative Beschreibung der Bursts erfolgte durch direkte Spike-Train-Analyse

mit dem Programm NeuroExplorer (Plexon Inc., Dallas, Texas, USA). Zur Definition
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eines Bursts wurde das maximale Spike-Intervall eines Burststarts in einem Bereich
von 50-150 ms gesetzt und das maximale Intervall des Burstends auf einen Bereich
von 100-300 ms. Die Mindestanzahl der Spikes bei einer minimalen Dauer von 1 ms
wurde auf zwei eingestellt. Die Parameter "minimum interval between bursts" wurden
durch das Setzen auf einen arbitrar niedrigen Wert von der Burst-Definition ausge-
schlossen, da das maximale Intervall eines Bursts als ausreichend beurteilt wurde
um Bursts voneinander und von Interburst-Spikes zu trennen. Die folgenden aktivi-
tatsbeschreibenden Parameter wie Spike Rate (SR), Burst Rate (BR), Percentage of
Spikes in Burst (%S/B), Mean Spike (MS/B) und Peak Spike (PS/B), Frequency in
Burst (F/B), Interspike Interval in Burst (ISI), Burst Period (BP), Number of Spikes in
Burst (S/B), Burst Duration (BD), Interburst Interval (IBI), Number of Bursting Neu-
rons (NBN), und Burst Surprise (BS) (Gramowski et al., 2006) wurden bei den Quali-

tatskriterien bertcksichtigt.

3.5 Genexpressionsanalytik

Standardisierte Nervenzellkulturen des Frontalen Cortexes embryonaler Mausege-
hirne wurden mit unterschiedlichen Stimulationsmustern behandelt und die Zellant-
wort in Form der Transkriptionsanalyse zunéachst semiquantitativ generalisiert mittels
Microarrays durchgefuhrt, um beeinflusste Gene ohne Vorselektion zu detektieren
(Stock et al., in praep. a). AnschlielRend wurde die Genexpressionsanalyse mit RT-
gPCR Arrays (Alzheimer und Neurodegeneration) erfasst und die Ergebnisse wurden
in Einzel-RT-gPCR selektierter Gene validiert (Stock et al., 2012). Erganzend zur
RNA-Expression erfolgte die Untersuchung des Einflusses von rTMS auf die miRNA

(pathologiebezogen selektiert) (Stock et al., in praep. b).

3.5.1 RNA-Extraktion

Die Gesamt-RNA wurde von den tiefgefrorenen Zellkulturen (-80 °C) mittels pecgold
trifast (peclab, Erlangen, Deutschland) und Quiazol Lysis Reagent Kit (Quiagen, Hil-
den, Deutschland) isoliert. Die Gewinnung wurde anhand des Protokolls fur Zellkultu-
ren, unter geringer Modifikation zur Zell-Lyse auf MEAs, durchgefinhrt.

Die Qualitat und Quantitat der RNA wurde mittels Spektrometermessung (Nanodrop,
ND-1000, Thermo Fisher, Waltham, USA) evaluiert. Absorbtionswerte wurden bei

230 nm (Detektion organischer Substanzen) und 280 nm (Detektion von Proteinen
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und Phenolen) gemessen. Die Quotienten der Absorption bei 260 nm (RNA) zu 280
nm bzw. 260 nm zu 230 nm wurden héher 1,7 verifiziert um mdgliche Verunreinigun-
gen auszuschliel3en.

Die RNA-Integritatszahlen (RIN-Werte) wurden zur Qualitatssicherung standardisiert
durch kapillare Elektrophorese ermittelt und tGberprtft (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agi-
lent Technologies, Palo Alto, USA; Experion Automated Electrophoresis Station, Bio-
rad, Hercules, USA). Hierzu wurden standardisierte RNasefreie RNA Assays (RNA
Serie Il Kits, Agilent Technologies, Palo Alto, USA) bei minimalem Probenverbrauch
(1 ul Probe mit 50 pg gesamt-RNA) verwendet. Es erfolgten eine gelahnliche Abbil-
dung (virtuelles Gelbild) und eine Darstellung der elektrophoretischen Daten (Elekt-
ropherogramm), wobei die einzelnen Fraktionen der ribosomalen RNA (rRNA), die
MRNA und die fragmentierten RNAs der Gréf3e nach getrennt visualisiert wurden.
Eine scharfe und getrennte Abbildung der 28s und 18s Fraktionen ist notwendig, da
die rRNA bis zu 85-90 % der Gesamt-RNA ausmacht. Eine RNA-Probe hoher Quali-
tat zeigt sich durch das Verhaltnis rRNA Ratio 28s/18s bei einem Wert von 2,0. Als
Identifikation der Degradierung variiert die RNA-Integritatszahl von 10 als intakte,
nicht degradierte und fragmentierte RNA hoher Qualitat bis zu einem Wert von 1 bei
kompletter Degradation und Fragmentation mit geringster Qualitat.

Abschliel3end wurden die extrahierten RNA-LOsungen bei -80 °C zur weiteren gPCR-

Analyse zwischengelagert.

3.5.2 Transkriptom-Analysen mit Affymetrix GeneChip®for Mouse

Zur Erfassung des gesamten Transkriptoms (mMRNA) der Maus wurden Affymetrix
Mouse GeneChip® 1.0 ST Microarrays mit 28.853 Genen verwendet.

In Anlehnung an die Richtlinien des Herstellers (Affymetrix) wurden je 200 ng Ge-
samt-RNA der drei Kontrollproben und der drei mit der Stimulationsart A stimulierten
Proben (CRAMS V) mit dem Affymetrix GeneChip® Whole Transcript (WT) Sense
Target Labeling Kit amplifiziert und spezifiziert. Unter Einhaltung der Standardproze-
duren (Affymetrix) wurde die verstarkte und fragmentierte biotinylierte cDNA im Ge-
neChip® Gene 1.0 ST Array System for Human, Mouse and Rat (Fremont, USA; Af-
fymetrix Cat. Number 901169) hybridisiert und als cel-File ausgelesen. Die Microar-
ray-Analytik wurde an der Core Facility, Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Im-

munologie und Hygiene, TU Minchen, durchgefihrt.
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Die generierten Microarray-Daten wurden einer Rohdatenanalyse in R und Biocon-
ductor (Gentleman et al., 2004; R Development Core Team 2007) unterzogen. Die
Arrays wurden qualitativ Uberprift und RMA-(Robust Multi-array Average)-
normalisierte Daten nach unterschiedlicher Genexpression anhand empirisch Bayes-
gemalRigtem t-Test analysiert und in das Bioconductor package LIMMA (Linear Mo-
dels for Microarray Data) (Smyth, 2004; Huber et al., 2015; Richie et al., 2015) im-
plementiert (s. 3.6). Die Microarray Experimente wurden Ubereinstimmend mit den
MIAME Guidelines (Brazma et al., 2001) durchgefuhrt.

Die sich hieraus ergebenden signifikant regulierten Gene (p < 0,05) wurden anhand
existierender GeneOntology Annotations in der Reihenfolge ihrer Regulationsrich-
tung und in Abhangigkeit ihrer Klassifizierung und Unterklassifizierung in der AmiGo-
Database gruppiert (s. 3.6) (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi).

3.5.3 RT-gPCR-Arrays

Speziell konfigurierte Microarrays bieten die Moglichkeit pathologie-selektierte Gene
in ihrer Expression zu untersuchen. Zwei unterschiedliche 96-Well-Arrays, fokussiert
auf Erkrankungen des zentralen Nervensystems (Alzheimer Disease) sowie neurona-
le degenerative Erkrankungen (Neurodegeneration), wurden hierfir ausgewahlt. Die
mogliche Anzahl der durch Magnetstimulation beeinflussten pathologiebezogenen
Gene wurde somit limitiert und eine Zusammenstellung von Zielgenen evident. Die in
beiden Arrays identischen Gene wurden separat analysiert, danach normalisiert so-
wie die Genregulationen detektiert und validiert (9.4.5).

Beide 96-Well-Arrays beinhalten Primer fiir je 94 Gene zuzuglich einer Positiv- (18 S
RNA) und einer Negativkontrolle (Genomic DNA). Insgesamt ermoglichten die ver-
wendeten gPCR-Arrays Mouse Alzheimer Disease 96 StellARay™ und Mouse Neu-
rodegeneration 96 StellARay™ (Bar Harbor Biotechnology, Trenton, USA) eine Ge-
samtanalyse von 171 Genen (Stock et al., 2012).

Von drei biologischen Replikaten der Kontrollgruppe und drei mit Stimulationsmuster
A (70 Hz; CRAMS V) behandelten Zellkulturen wurden in Anlehnung an das Herstel-
lerprotokoll 0,5 pg der Gesamt-RNA mit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit fur
RT-gPCR (Fermentas, Burlington, Canada) in einer 20 yl Reaction Mix revers trans-
kribiert (Tab. 4) und anschlieRend im Verhaltnis 1:10 verdinnt.
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Tab. 4: Temperaturprotokoll und Mastermix fir Synthesis Kit Maxima™First Strand.

Temperaturprotokoll und Mastermix Maxima™ First Strand

Dauer/ Temperatur 10 min/25 °C
15 min/50 °C

5 min/85 °C

Mastermix/ Menge 5 x Reaction Mix/4 pl

H,O-Nuclease-frei/9 pl
Maxima® Enzyme Mix/2 pl
Sample RNA (100 ng/ul)/5 pl

Gesamtmenge 20 ul

Die Amplifikation und Detektion der gPCR wurde mit Maxima™SYBR Green gPCR
Master Mix (2X) (Fermentas, Burlington, Canada) Reaktionsmix (Tab. 5) auf einem
Realplex Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) unter den vorgegeben Zyk-
lusparametern (Tab. 5) durchgefiihrt. Nach der 'melt curve'-Analyse wurden den ge-
wonnen Daten individuelle Schwellenwerte unter Anwendung des Noiseband-
Algorithmus der Realplex Mastercycler Software (Eppendorf, Hamburg, Germany)
zugeordnet. Die Daten wurden in Excel (Microsoft, Redmond, USA) exportiert und
die Quantification-Cycle-(Cq)-Analysewerte via Bioconductor Package High-
Throughput RT-gPCR (HTqPCR) (Dvinge und Bertone 2009) verglichen. Referenz-
gene des Arrays Neurodegeneration waren Nefm und Trp53, die des Arrays Alzhei-
mer-Erkrankung Nctsn und Dhcr24 (GeNorm; Vandesompele et al., 2002).

Tab. 5: Temperaturprotokoll und Mastermix der gPCR-Arrays unter Verwendung von Maxi-
ma™ SYBR Green gPCR Master Mix (2X).

Temperaturprotokoll und Mastermix Maxima™SYBR Green

Dauer/ Temperatur/ Anzahl der Zyklen 2 min/50°C/ 1
15 sec/95 °C/40

60 sec/60 °C/ 1

schrittweise 0,5 °C/ 65 °C - 95°C/ 1

Mastermix/ Menge Maxima™SYBR Green gPCR Master Mix (2X)/15,0 pl
H,O-Nuclease-frei/ 3,5 pl

cDNA-L6sung (1:10 verdinnt)/ 1,5 pl

Gesamtmenge 20 ul
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Die in beiden gPCR-Arrays vorkommenden Gene wurden wiederholt analysiert und
normalisiert (Referenzgene Dctnl und SSr4; GeNorm; Vandesompele et al., 2002).
Signifikante Anderungen der Genexpression wurden mittels AA-Cg-Methode, ange-

wandtem t-Test sowie Bayes moderated t-test detektiert.

3.5.4 Einzel-RT-gPCR

Zur Validierung maoglicher signifikanter Zielgen-Expressionsdnderungen wurden Ein-
zel-gPCR-Analysen in einer grol3eren Zusammenstellung von Proben mit selbst de-
signten Primern durchgefihrt (Stock et al., 2012).

Hierbei wurden 18 Referenzproben und 17 mit dem Stimulationsmuster A (einfach,
70 Hz, CRAMS V) behandelte Proben in RT-Duplikaten mit einer Negativkontrolle
(RNase-freies Wasser) fur alle 27 Gene gemessen. Weiterhin wurde die Expression
von 16 Genen der jeweils vier Kontrollproben, der mit Stimulationsmuster A (vierfach,
70 Hz, CRAMS X) und der mit Stimulationsmuster B (vierfach, 30 Hz, CRAMS X)
behandelten Zellkulturen in RT-Duplikaten und gleichen Negativkontrollen (RNase-
freies Wasser) quantifiziert.

Die Kontrollgruppen und die behandelten Zellkulturen wurden in Anlehnung an das
Herstellerprotokoll bei 0,5 pg der Gesamt-RNA mit SuperScript® VILO™ cDNA Syn-
thesis Kit fur RT-gPCR (Invitrogen, Carlsbad, USA) in einer 20 ul Reaction Mix revers
transkribiert (Tab. 6) und anschlie3end im Verhaltnis 1:10 verdunnt.

Tab. 6: Temperaturprotokoll und Mastermix flr SuperScript® VILO™,

Temperaturprotokoll und Mastermix SuperScript® VILO™

Dauer/ Temperatur 10 min/ 25 °C
60 min/ 42 °C

5 min/ 85 °C

Mastermix/ Menge 5 x VILO Reaction Mix/ 4 pl

H,O-Nuclease-frei/ 9 pl
10 x Superscript® Enzyme Mix/ 2 pl
Sample RNA (100 ng/ul)/ 5 ul

Gesamtmenge 20 pl

Die cDNA-L6sung wurde 1:2 verdinnt um naherungsweise eine Konzentration von
25 ng pro Reaktion zu erhalten. Es wurde, wie bei den qPCR-Arrays zur Bestimmung

der Target-Gen gPCR, der Kit Maxima™ SYBR Green qPCR Mastermix (2 x) (Fer-
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mentas, Burlington, Canada), verwendet (Tab. 5). Die gqPCR wurde auf einem Ste-
pOnePlus Real Time gPCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) unter Be-
achtung des Herstellerprotokolls auf 96-Wellplatten (MicroAmp® Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode, 0.1 ml; Applied Biosystems, Foster City, USA) durchge-
fuhrt.

In Abweichung der Mengenangaben zu Tab. 5 bestand die Gesamtmenge von 10 pl
fur eine Reaktion aus 2 pl cDNA-L6sung, 5 pl Maxima SYBR Green RT-qPCR Mas-
ter Mix (2x), 2,4 ul Nuklease-freies Wasser und 0,3 pl jeder Primer Lésung (Forward
Primer und Reverse Primer je 10 pmol/ pl). Das Cycling Program und die Genauig-
keits-Verifizierung wurden aquivalent Tab. 5 ausgefiihrt. AbschlieRend wurden Base-
line und Threshold manuell in der exponentiellen Phase mittels StepOnePlus Instru-
ment Software (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) gesetzt. Die analysierten Cq-
Werte wurden in das HTQPCR-Package in R (Dvinge and Bertone 2009) zur AA-Cq-
Normalisierung (Referenzgene Nael und Psenen) und zum Test der signifikanten
Anderungen der Genexpression (t-Test) tberfuhrt. Die RT-gPCR Datenanalyse wur-

de in Anlehnung an die MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009) vollzogen.

Primer Design

Es wurden Primer fur die durch die qPCR-identifizierten 24 Gene zuziglich des be-
reits wissenschatftlich in Bezug auf rTMS untersuchten Gens Rnf103 (kf-1) sowie Ba-
cel, das evident an der Kausalitat der pathologiekorrelierten Genese von Alzheimer-
Erkrankung beteiligt ist, unter Verwendung publizierter Nukleinsaure-Sequenzen der
Mausgenom-GenBank (NCBI, Bethesda, USA), designt. Zur Optimierung und zum
Design der Primer wurde das Programm Primer Design Primer 3 v.0.4.0
(http://frodo.wLmit.edu/primer3/, Rozen and Skaletsky 2000) angewendet und vali-
diert mit Netprimer (Premier Biosoft, Silicon Valey, USA) in Bezug auf Primer Dimer
Formation, Self-priming Formation und Similar Primer Annealing Temperature. Die
Primer (Eurofins MWG, Ebersberg, Deutschland) wurden in Sample Pool und Nega-
tiv-Kontrolle fur jedes Primer-Set getestet sowie die Genauigkeit durch die Melt Cur-
ve validiert. Die Sequenz und Location wurden mit PrimerBLAST (NCBI, Bethesda,
USA) Uberprift und zuséatzlich die getesteten Primer fur Marker neuronaler Abstam-
mung (Gal, Gfap) zusammen mit einem moglichen Referenzgen (Actb) in das Target-
Gene-Set eingebunden. In Tab. 7 ist eine zusammengefasste Darstellung aller de-

signten Primer mit Bezeichung und Sequenz flir die Zielgene dargestellt.
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Tab. 7: Zusammenstellung aller Primer zur Targetgen-Validierung mit Beschreibung der
Kandidatengene, Abkirzung, NCBI Gene-Bank Accession Number, Forward (F) und Rever-
se (R) Primersequenz, Annealing Temperatur (Ann.Temp.), Annealing Position des Primer
auf der Gensequenz (Start(bp)) und Amplicon Length (Ampl.Length) (Stock et al., 2012).

Ann. Start Ampl.

Abkirzung Primer Sequence 5°-3 Temp (bp) Length

Mus musculus interleukin 1 alpha (ll1a), mMRNA

NCBI Ref: NM_010554.4
II1aF GAGAGCCGGGTGACAGTATC 54 205 206
llaR ACAAACTTCTGCCTGACGAG 410

Mus musculus beta galactoside alpha 2,6 sialyltransferase 1 (St6gall), mRNA

NCBI Ref: NM_145933.3
St6gall F GCCACAGATTTTCCCTTCAA 57 454 175
St6gall R CATTAAACCTCAGGACCGCA 628

Mus musculus interleukin 3 (113), mRNA

NCBI Ref: NM_010556.4
I3 F TGGAAAGCCAAGGAGAAGTG 57 274 238
I3 R CGGTTAGGAGAGACGGAGC 511

Mus musculus synuclein, alpha (Snca), transcript variant 1, mRNA
NCBI Ref: NM_001042451.1
Snca F GGAGTGACAACAGTGGCTGA 57 151 149
SncaR TGCCCATCTGGTCCTTCTT 299
Mus musculus ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A (Abchla), mRNA

NCBI Ref: NM_011076.2
AbcblaF CATTGCGATAGCAGGAGTG 54 2559 157
AbcblaR AGAGACAACAGTGCGGAAGT 2715

Mus musculus calmodulin 3 (Calm3), mRNA

NCBI Ref: NM_007590.3
Calm3 F GGCACCATTACCACCAAG 54 76 185
Calm3 R CGTATCTCCTCCTCGCTGT 260

Mus musculus membrane metallo endopeptidase (Mme), mRNA

NCBI Ref:NM_008604.3
Mme F ATTCAGCCAAAGCAAGCAG 57 1548 271
Mme R CCAGTCAACGAGGTCTCCAT 1818

Mus musculus NEDD8 activating enzyme E1 subunit 1 (Nael)

NCBI Ref: NM_144931.3
Nael F CAAGGAGGGTCAAGGAAAT 54 946 162
Nael R GCCAACAGACTGAAGCAAT 1107

Mus musculus low density lipoprotein receptor-related protein 1 (Lrp1)

NCBI Ref: NM_008512.2
Lrpl F CTGCTTCTCCTGCTGCTTCT 57 13291 156
Lrpl R GGGCTCTCCACCTTCATACA 13446

Mus musculus PTEN induced putative kinase 1 (Pink1)

NCBI Ref: NM_026880.2
Pinkl F GCCCCCACACTACTACCCA 57 894 236
Pink1l R GACAGCCATCTGAGTCCCAC 1129

Mus musculus anterior pharynx defective 1a homolog (C. elegans) (Aphla)

NCBI Ref: NM_146104.2
AphlaF GGCAGATGAGGGCTTAGCA 57 288 234
AphlaR CAAAAGGTGTGGAGCAGGAT 521

Mus musculus calmodulin 4 (Calm4)

NCBI Ref: NM_020036.4
Calm4 F TTGGACACAGATGGTGATGG 57 166 180
Calm4 R GGACTCGCCTAACTTGGACA 345

Mus musculus presenilin enhancer 2 homolog (C. elegans) (Psenen)

NCBI Ref: NM_025498.2
Psenen F CTACACAGAGCAGAGCCAAATC 57 138 154
Psenen R GGGAATGGTGAAGGAGAGGT 291

Mus musculus BCL2-like 1 (Bcl2I1)

NCBI Ref: NM_009743.4
Bcl2I1 F GGTATTGGTGAGTCGGATTG 54 480 211
Bcl2l1 R GAAGAGTGAGCCCAGCAGA 690

Mus musculus beta-site APP cleaving enzyme 1 (Bacel), transcript variant 1, mRNA
NCBI Ref:NM_011792.5
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Bacel F CTCCGAAAGGGTGTGTATGTG 57 370 227
BacelR TCAAAGAAGGGCTCCAAAGA 596
Mus musculus ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2 (Ube2g2)

NCBI Ref: NM_019803.3
Ubeg2g2 F CCCACTTGACTACCCCTTG 54 180 228
Ubeg2g2 R TGCTCCACTCTCATCGTTG 407

Mus musculus growth associated protein 43 (Gap43)

NCBI Ref: NM_008083.2
Gap43 F TTGCTGATGGTGTGGAGAAG 57 221 218
Gap43 R TTGGAGGACGGGGAGTTAT 438

Mus musculus presenilin 1 (Psenl)

NCBI Ref: NM_008943.2
PsenlF CCTACTTCCAGAATGCCCAG 57 26 177
Psenl R CCTCATCTTGTTCCACCACC 202

Mus musculus golgi associated ARF binding protein 3 (Gga3)

NCBI Ref: NM_173048.2
Gga3 F CCGTTGCCAGTCAAGAGC 57 1860 199
Gga3 R CCGCACCTTTTCCTTCATT 2058

Mus musculus interleukin 6 (116)

NCBI Ref: NM_031168.1
16 F GAGATACAAAGAAATGATGGATGC 57 280 230
116 R GAAATTGGGGTAGGAAGGACT 509

Mus musculus ring finger protein 103 (Rnf103, kf1)

NCBI Ref: NM_009543.2
Rnf103 F CATGTGAAAGGAAGAGGAGG 54 1753 155
Rnf103 R GGCAACCCCATTAGCAA 1907

Mus musculus mesenchyme homeobox 2 (Meox2)

NCBI Ref: NM_008584.3
Meox2 F CCCCTTCTCCCAGTCTTCTCT 57 59 181
Meox2 R TGGTGGTGGTGATGGTGATG 239

Mus musculus corticotropin releasing hormone (Crh)

NCBI Ref: NM_205769.2
Crh F GCTGCTGGTGGCTCTGT 54 33 167
Crh R AGGCGGAGGAAGTATTCTT 199

Mus musculus actin, beta, cytoplasmic (Actb)

NCBI Ref: NM_007393.2
Actb F CTTCTTTGCAGCTCCTTC 57 31 151
Actb R GATGGAGGGGAATACAGC 181

3.5.5 MicroRNA-Expression

In Erganzung zur mRNA-Expression wurde der Einfluss von rMS auf die miRNA-
Expression anhand von 22 miRNAs, die mit Alzheimer und anderen ZNS-Stérungen
bei Mausen assoziieren, untersucht. Fur die cDNA-Synthese wurde TagMan® Mic-
roRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA), der 'looped
primers' speziell fur nur eine mMiRNA enthalt, im Gegensatz zur cDNA-Synthese bei
MRNA initialisiert durch 'random primers' (‘'random hexamer, oligo dT'), verwendet
(Tab. 11). Die cDNA-L6sungen wurden bei —20 °C bis zur gPCR gelagert. Die gPCR
wurde mit TagMan® MicroRNA Assays Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) in
Verbindung mit TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, USA) durchgefuhrt. TagMan® Fast Advanced Master Mix steigert die Leistungs-
fahigkeit der MicroRNA-Quantifizierung bei gleichen oder besseren Ergebnissen und

kirzerer Laufzeit (Tab. 9).
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Es wurden 12 Proben aus der Versuchsreihe CRAMS X, je vier mit Stimulationsmus-
ter A (vierfach, 70 Hz, CRAMS X), Stimulationsmuster B (vierfach, 30 Hz, CRAMS X)
sowie Referenz, als Triplikate einschlie3lich einer Negativkontrolle (RNase-freies
Wasser) quantifiziert. Die in Tab. 8 und Tab. 9 aufgefihrten Mastermix- und Tempe-
raturprotokolle wurden bei allen Reaktionen entsprechend dem Herstellerprotokoll

eingehalten.

Tab. 8: Temperaturprotokoll und Mastermix fir TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kit.

Temperaturprotokoll und Mastermix TagMan® MicroRNA Reverse Transcription

Dauer/ Temperatur 30 min/ 16 °C
30 min/ 42 °C

5 min/ 85 °C

Mastermix/Menge dNTP's (mit dTTP) (200 mM)/ 0,15 pl

10 x Reverse Transcription Buffer/ 1,50 pl
MultiScribe"™ Reverse Transcription (50 U/pl)/ 1,00 pl
RNase Inhibitor (20 U/ul) / 0,19 ul

H,O Nuclease frei/ 4,16 pl

mMiRNA spezifischer RT Primer/ 3,00 pl

Sample RNA (2 ng/ul)/ 5,00 pl

Gesamtmenge 15,00 pl

Tab. 9: Temperaturprotokoll und Mastermix fir TagMan® MicroRNA Assays Kit mit Tag-
Man® Fast Advanced Master Mix.

Temperaturprotokoll und Mastermix TagMan® MicroRNA Assay Kit

Dauer/ Temperatur/ Anzahl der Zyklen 10 min/95°C/ 1
15s/95°C/ 40
60 s/60°C/ 1
Mastermix/ Menge TagMan® MicroRNA Assay/ 1,00 pl

TagMan® Fast Adv. Master Mix/ 10,00 pl
H,O Nuclease frei / 7,67 pl
cDNA-L6sung/ 1,33 pl

Gesamtmenge 20,00 pl

In Tab. 10 sind samtliche miRNA-Kits mit ihrer 'mature accession'-Nummer und den

MiRNA-Sequenzen ersichtlich. AnschlieBend wurde manuell die Schwelle in der ex-
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ponentiellen Phase mit StepOnePlus Instrument Software (Applied Biosystems, Carl-
sbad, USA) gesetzt. Die analysierten Cgs wurden in Excel (Microsoft, Redmond,
USA), fur weitere Analysen in R, exportiert. Als Referenzgene dienten hsa miR 125b

und hsa let 7a.

Tab. 10: Aufstellung der untersuchten miRNAs mit Mature Accession Number, Bezeichnung
und Mature miRNA-Sequenz.

Mature Accession Number Bezeichnung

Mature miRNA Sequenz

MIMATO0000521
MIMATO0000523
MIMATO0000524
MIMATO0000648
MIMATO0000208
MIMATO0000136
MIMATO0000140
MIMAT0000144
MIMATO000769
MIMATO0000213
MIMATO0000519
MIMATO0000237
MIMATO0000565
MIMATO0000143
MIMATO0004620
MIMATO0004622
MIMATO0000134
MIMATO0000146
MIMATO0000659
MIMATO0000372
MIMATO000376
MIMATO0003456

hsa-let-7a
hsa-let-7c
hsa-let-7e
hsa-miR-10a
hsa-miR-10b
hsa-miR-125b
hsa-miR-128a
hsa-miR-132
hsa-miR-133b
hsa-miR-184
hsa-miR-200a
hsa-miR-204
hsa-miR-328
hsa-miR-9
mmu-let-7a
mmu-let-7c-1
mmu-miR-124a
mmu-miR-134
mmu-miR-212
mmu-miR-294
mmu-miR-298
mmu-miR-495

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
UCACAGUGAACCGGUCUCUuUU
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
CuGGCCcucucuGcccuuccau
AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU
CUAUACAAUCUACUGUCUUUCC
CUGUACAACCUUCUAGCUUUCC
UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG
UAACAGUCUCCAGUCACGGCCA
AAAGUGCUUCCCUUUUGUGUGU
GGCAGAGGAGGGCuUGUUcuUuccc
AAACAAACAUGGUGCACUUCUU

3.6 Bioinformatische Auswertung der Transkriptionsergebnisse
Die statistische Analyse der Transkriptionsergebnisse der Microarrays erfolgte mittels
R/Bioconductor Softwarepackage LIMMA (Linear Model for Microarray Analysis;
Smyth 2005; Huber et al., 2015; Ritchie et al., 2015) unter Berucksichtigung der
Genonthologie (AmiGo-Datenbank; Carbon et al., 2009) wund der Pathway-
Architektur (KEGG-Pathway; Kanehisa et al., 2000 und 2017). Die Ergebnisse der
Genexpressionsanalyse (RT-gPCR-Array, Einzel-RT-qPCR) wurden mittels deskrip-
tiver Statistik in R (R Development Core Team 2013) Bioconductor Plattform (Gent-

leman et al., 2004) bioinformatisch weiterverarbeitet. Zur differenzierteren Betrach-
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tung der biologischen Prozesse wurde das GO Enrichment Tool GOrilla (Eden et al.,
2009) angewendet. Die funktionelle Interpretation der Microarray-Daten wurde in
DAVID (Dennis et al., 2003; Huang et al., 2009) visualisiert.

Die Joint-Analysis der Target mMRNAs zu den ausgewdahlten miRNAs wurde Uber
zeitgemalRe Analyse-Algorithmen wie DIANA (Vlachos et al., 2015) sowie der auf
experimentell verifizierten und weitreichenden Datenbanken basierenden préadiktiven
miRNA-Interaktionen der Software miRWalk2.0 (Dweep et al., 2015) untersucht.

3.6.1 Statistische Auswertung der Daten in R

Programmiersprache R

R (R Development Core Team 2013) ist eine Open-Source-Alternative (freie Prog-
rammiersprache) zur kommerziellen Statistik-Software S-Plus mit der Programmier-
sprache S fir statistisches Rechnen und statistische Grafiken. Die Nutzung der Re-
positories aus Bioconductor setzt R als Programmiersprache voraus. Der Funktions-
umfang von R kann durch eine Vielzahl von Core-Paketen erweitert und an spezifi-
sche statistische Problemstellungen angepasst werden. Eine groRe Anzahl an Pake-
ten kann dabei direkt als Basisfunktionalitat aus einer tber die R-Console abrufbaren
Liste ausgewahlt und automatisch installiert werden. Das offizielle Package-
Repository als zentrales Archiv fur diese Pakete ist das 'Comprehensive R Archive
Network' (CRAN). Aktuell (Februar 2017) existieren Uber 10.119 verflugbare Soft-
ware-Packages auf CRAN (http://cran.r-project.org/web/packages/) und tber 1296
Software-Packages auf Bioconductor (http://www.bioconductor.org/) (Ilhaka and
Gentleman 1996; Huber et al., 2015).

HTgPCR — High-throughput-gPCR

Aufgrund hoher Datenmengen bei High-throughput-gPCR-Anwendungen ist es not-
wendig, eine effiziente Datenverarbeitung in jeder Analysestufe zu gewéahrleisten.
Das Software Package HTqPCR in R/Bioconductor, basierend auf der Programmier-
sprache R, ist zur Analyse von high-density-qPCR-Arrays in allen Phasen der Daten-
Akquirierung und -Verrechnung geeignet. Es ist mit verschiedensten Werkzeugen
des Bioconductor-Projects adaptierbar und bietet die Moglichkeit unkompliziert Daten
in andere Analyse-Systeme zu integrieren (Dvinge und Bertone 2009). Der Workflow
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von HTgPCR bei der Analyse von qPCR-Daten ist in Abb. 17 (Mitte) dargestellt und
besteht aus nachfolgend beschriebenen Einzelschritten. Zunachst werden die Roh-
daten (Ct-Werte der Gene) in tabulatorgetrennten Textfiles in der Objektklasse gPCR
eingegeben und gespeichert. Zur Daten-Qualitatskontrolle (QC) ist es madglich ver-
schiedene Kriterien (Ct-Werte Gesamtdarstellung, spatiale Darstellung, Duplikate,
Hauptkomponentenanalyse (PCA), Replikatvariation) tber die spezifizierten Plot-
Befehle in R angewendet zu visualisieren. Zur Validierung der Zuverlassigkeit wer-
den die qPCR-Daten funktionsassoziiert kategorisiert, gefiltert und dargestellt. Die
Normalisierung erfolgt Uber finf unterschiedliche Methoden. Hiervon skalieren drei
Methoden ('scale.rankinvariant’, 'deltaCt' und 'geometric.mean’) jede individuelle Pro-
be nach einem vorgegebenen Wert und zwei (‘quantile’ und 'norm.rankinvariant’) be-
rechnen die Verteilung der Ct-Werte. Das anschlielBende Filtern ermdglicht die Ex-
klusion sowohl individueller Funktionen, als auch die von Funktions-Gruppierungen
niedriger Qualitat oder Analyseunrelevanz. Durch Anwendung der Standardnotierung
[,] aus R kann eine kleinere Untereinteilung des gPCset-Objekts erreicht werden, um
eine anteilige Merkmalklassifizierung oder Exklusion weniger Proben zu analysieren.
Nach einer erneuten qualitativen Beurteilung (QC) der Probenkorrelation, Verteilung
der Ct-Werte, Vergleich der unbearbeiteten und der normalisierten Ct-Werte der Pro-
ben, Boxplots, Scatterplots, Heatmaps und Koeffizientenvariation erfolgt ein Cluste-
ring in hierarchischer (Euklidsche oder Pearson-Korrelation) oder Hauptkomponenten
(PCA)-Struktur. Der letzte Programmierschritt beinhaltet die Signifikanzanalyse der
verschiedenen Ct-Werte (Differentialexpression). Es stehen in HTQPCR die drei sta-
tistischen Testarten t-Test, Mann-Whitney (Wilcoxon-Rangsummentest) und LIMMA
zur Verfigung.

Die abschlieRenden Rechenergebnisse lassen sich wiederum generalisiert explizit
durch den Befehl 'plotCtOverview' (QC) oder die relativen Ct-Werte in Abhangigkeit
des p-Values zweier Gruppen mit 'plotCtRQ' darstellen. Individuelle Fokussierung auf
Ct-Werte, die Dispersion oder die kategorische Zuordnung der Richtigkeit der Daten
kénnen Uber den Befehl 'plotCtSignificance' visualisiert werden.

Hierbei werden signifikante p-Values aus den Ergebnissen der 'ttestCtData’- oder
'limmacCtData’-Funktionen (relative Quantifizierung) mit den eingegeben Daten dieser
Funktionen, in einem Barplot markiert dargestellt, verglichen. Bei einem Vergleich

mehrerer Relationen mit der Funktion ‘limmacCtData’ kbnnen Cluster gleicher Eigen-
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schaften basierend auf den Euklidschen Abstdnden im Heatmap durch die Funktion

'heatmapSig' sichtbar werden (Dvinge 2015).

/~  plotCtOverview\

plotCtCard/plotCtArray (readCtData )
plotCtCor [ qPCR-Set ]‘7 new(“gPCRset’, ...)
plotCVBoxes changeCtLayout
plotCtVariation - cbind
plOtCtPCA —’| QC ] \rbind y
\_ plotCtReps / ) .
. — setCategory
plotCtCategory _>[ Kathegorien ]< filterCategory

/ plotCtBoxes \ [ Normalisierung ]i—normalizeCtDaTa

plotCtDensity J
plotCtHistogram y '
plotCtHeatmap [ Filter ]4— filterCtData
plotCtScatter .
plotCtPairs 4
\ plotGenei/—P[ QcC ]
i ttestCtData
clusterCt [ Statistik mannwhltnethData
heatmapSig limmaCtData
plotCtRQ - 4 —
plotCtSignificance Datenvisualisierung ]

Abb. 17: Workflow in HTQPCR zur Analyse von gPCR-Daten; links: Anweisungsfunktionen
(R-Commands) zur Visualisierung; Mitte: Programmschritte als Workflow anhand typischer
gPCR-Analyse; rechts: Anweisungskommandos (R-Commands) der einzelnen Rechenschrit-
te zur Datenanalyse. (modifiziert nach Dvinge, 2015)

Differentielle Expressionsanalyse fur Microarrays

Das R/Bioconductor-Softwarepackage LIMMA (Smyth 2005; Ritchie et al., 2015) eig-
net sich besonders bei kleinen Sample-Gré3en als integrative Lésung zur Datenana-
lyse bei Genexpressionsanalysen, speziell bei Microarrays und High-throughput-
Datensatzen. Das Package umfasst statistische Methoden (Abb. 18), die eine Infor-
mationserweiterung durch empirische Bayes Methoden (Statistik basierend auf Ab-
schatzung der Hyperparameter) zur spateren Varianzabschatzung erzielen, die eine
Betrachtungsgewichtung zur Variation der Datenquantitdt erlauben, die eine Va-
rianzmodellierung bei Auftreten einer technischen oder biologischen Heterogenitat

zulassen und die Varianz-Stabilisierungen zur Rauschunterdriickung als Daten-
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Vorverarbeitungs-Methode ermdglichen. Mithilfe dieser Methoden werden die
Schlussfolgerungen beziiglich der Gene und der Gen-Levels in kleinen Experimenten
hochst effizient verbessert (Ritchie et al., 2015).

Angewendete statistische Algo-

Matrix der Expressionswerte rithmen in LIMMA, die Folgen-
der Microarrays des ermdglichen:
— GepelD  JISKI[LSK Z[CMP_1]CMP_3
11303
L 11305 27 ] 5
11308 Informations-
- erweiterung
l L LIMMA liefert aussagekraftige
Quantitative

Schlussfolgerungen fir Diffe-

Gen- Gewichtung rential-Expressionsanalyse.
Linear- E(\ ¢ ) = Xﬁt’
modelle ‘ 5
P
b 2 o S’ ¥ '
Var( )yyj ) — O‘q /‘1"” ﬁ,, W
. : . Varianz "
Modellierung Abgeschatzte genspezifische
Parameter werden zur Gen-
Priorisierung und zum Gene-
Set-Test verwendet.
Daten Vor-
verarbeitung

Abb. 18: Schematische Darstellung der essentiellen Hauptkomponenten jeder LIMMA-
Analyse. Fur jedes Gen g gibt es einen Vektor der Genexpressionswerte y, und eine Design-
Matrix X, die diese Werte zu den Koeffizienten By korreliert. (modifiziert nach Ritchie et al.,
2015)

LIMMA wendet zwei verschieden spezifizierte Matrizen zur Analyse zusammenges-
tellter Microarray-Experimente an. Die Design-Matrix (Abb. 18) reprasentiert ver-
schiedene RNA-Targets, die im Array hybridisiert wurden. Die Kontrastmatrix stellt
die definierten Koeffizienten (Design-Matrix) vergleichend gegeniber, wobei jede
Gegeniberstellung mit einem Vergleich der RNA-Targets korrespondiert (Smyth
2005). Mathemathisch wird das Linearmodell E modifiziert nach Smyth (2005) wie

nachfolgend beschrieben.

E (y5) = XBy
Hierbei sind die Expressionsdaten des Gens gim Genexpressionswert y, enthalten,
X entspricht der Design-Matrix und B, dem Koeffizientenvektor. Die Reihe des Gens

g der Expressionsmatrix wird als yg bezeichnet und beinhaltet entweder Log-Ratios
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oder Log-Intensitaten. Der Contrast of Interest ist gegeben, wenn a, = CTﬁg, wobei C

der Kontrastmatrix entspricht. Die Koeffizientenkomponente des angepassten Mo-
dells nach der Funktion 'ImFit()' enthalt die geschétzten Werte des Koeffizientenvek-

tors B, und nach Anwendung der Funktion ‘contrasts.fit()' die geschatzten Werte fir
ag (Smyth 2005). Zur Vereinfachung der Konfiguration eines modifizierten Matrixde-

signs kann alternativ die Funktion 'modelMatrix()' angewendet werden.

Die generierten Microarray-Daten aus der Versuchsreihe CRAMS V wurden in R sta-
tistisch (LIMMA) analysiert. Hierzu war es notig den nachfolgenden komprimiert dar-
gestellten Programmablauf in R zu schreiben. Die explizite Version der einzelnen
Commands der jeweiligen Programmierschritte mit explizierter Deskription befindet
sich im Anhang (9.2).

Statistische Analyse der Microarray-Daten - Programmierung in R

1. Installieren und Laden der initialisierenden Paketzusammenstellung ‘Install/Load
Initial Package Set'.

Im ersten Schritt wird das Paket 'oligo’, ein Paket zur Analyse von Oligonucleotide-
Arrays, installiert. Daraufhin wird das Paket 'Platform Design Info for Affymetrix Mo-
Gene-1_0-st-vl', das speziell fir unser verwendetes Array gestaltet wurde, mit dem
zuvor aufgerufenen in Verbindung gebracht. Weiterhin wird in einem nachsten Schritt
das passende Transcript-Cluster 'mogenel0sttranscriptcluster.db’ zu unserem Mic-
roarray assembliert. AnschlieRend wurden die Daten in Linearmodellen und Expres-
sion fur Microarrays analysiert.

2. Bestimmung der Arbeitsrichtung 'Set/Check Working Directory’

Die Working Directory muss alle Rohdaten und Phanotyp-Daten (‘design matrix/ tar-
gets.txt') enthalten.

3. Einlesen der CEL-Files und Phanotyp-Text-Files

4. Einleitende explorative Datenanalyse

In Histogrammen und Box Plots wird die Intensitatsverteilung der einzelnen Arrays
dargestellt. Zur Kontrolle technischer Probleme werden die Arrays als Cel-File-Bilder
visualisiert.

5. Zusammenfassung der Expressionswerte zur Normalisierung und Hintergrundkor-
rektur als Vorverarbeitung (Pre-Processing). In der angewandten RMA-Analyse (Ro-

bust Multi-Array Analysis) werden die Daten subtrahiert, normalisiert und summiert.
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Anschlie3end werden die Rohdaten mit den verarbeiteten Daten verglichen und als
Box Plots, Histogramme, M-A Plots (Blend-Altman Darstellung, transformiert in M-
(log-ratios) und A-Skalierung (gewogener Mittelwert)) dargestellt.

6. Die Annotation-Files werden importiert und vektoriell umgewandelt sowie die Kont-
rollproben aus der Annotation-File entfernt.

7. Das Package 'Limma’ (modified t-test; eBayes Function) wird geladen und Design
Matrix aktiviert. Das Linearmodell wird fir jedes Gen angepasst und die differentielle
Expression berechnet. AbschlieBend werden die Daten gespeichert und in Excel-

Files exportiert.

3.6.2 Funktionale Interpretation der Microarray-Daten

Functional Annotation Tools in DAVID

Nach Auswahl der signifikanten Gene aus den Daten der Microarray-Analyse
(CRAMS V) wurden diese mittels des Functional Annotation Tools in DAVID (Data-
base for Annotation, Visualization and Integrated Discovery; Dennis et al., 2003) v6.7
in Anlehnung an Huang et al., (2009) Uberfuhrt. Diese funktionale Annotation in
Bioinformatics Microarray Analysis (Web-based Service) ermdglicht eine gruppieren-
de Analytik und Visualisierung der annotierten Gene. Die Eingabe und bioinformati-
sche Bearbeitung der Daten in DAVID ist in Abb. 19 'Flow Chart' explizit immersiv
dargestellt.

Die Eingabe der Daten (Excel-File) erfolgt in einem Basisdaten-Management auf drei
verschiedenen Wegen, wie der Web-Hinterlegung in Online-Formularen (Web Depo-
sit Filling Online Forms), der Web-Hinterlegung in projektdefinierten Dateien (Web
Deposit by a Project Definition File) oder aber basierend auf der Befehlskonsole tber
projekt-definierte Dateien lokaler User (Command Console based by a Project Defini-
tion File, local Users only). Nach erfolgter Ubertragungskontrolle (Check Upload Sta-
tus) besteht die Moglichkeit weitere Daten nach Suche, Downloaden und Editieren
(Search/Browse/Download/ Edit) erneut dem Basisdatenmanagement zuzufihren.
Die Datenanalyse beinhaltet nach Vorgabe der verwendeten Array-Spezifikation eine
Datenaufbereitung, bei der zunéchst eine Hintergrund-Subtraktion und danach inner-
halb des Arrays eine Normalisierung durchgefuhrt wird. Im nachsten Schritt folgt eine
Normalisierung zwischen den Arrays, eine plattformibergreifende Sondierung und
abschlieRende Normalisierung. Letztendlich werden die Daten innerhalb der Daten-

aufbereitung einer Differentialanalyse unterzogen (Abb. 19).
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Abb. 19: Basisdaten-Eingabe und Datenanalyse mittels WebArrayDB. (modifiziert nach
http://www.webarraydb.org/webarray/index.html)

Datenanalyse

Zur funktionellen Annotation der verwendeten Microarrays Affymetrix Mouse Gene-
Chip® 1.0 ST erfolgt konkret nachfolgende Eingabe und Bearbeitung der Commands
in DAVID:

DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis (Web-based Ser-

vice).
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0 1. Create a list of Significant Genes (AffylID"s)
0 2. Go to the DAVID Functional Annotation Bioinformatics Micro-
array Analysis Website and Start Analysis
= 2.1 david.abcc.ncifcrf._gov
= 2.2 Click on "Start Analysis" Tab
= 2.3 Select the "Upload" tab in the Blue right Side Bar
(top Left)

e 2.3.1 In step 1 of Upload, Copy the signifi-
cant genes (AffyID"s) from the filtered Excel
file and Paste them into the Upload Data Field
(Step 1A: Paste a list)

e 2.3.21In step 2 of Upload, select "Affymetrix Exon
Gene ID"

e 2.3.31In Step 3 of Upload, Select Gene List

= 2.4 Select the "Background”™ tab in the Blue right Side
Bar (top Right)
e 2.4.1Select Affymetrix Exon Background, Mogenel-0-
st-vlservice)

e #--> Once Gene list and Background are entered-Selected, the analysis

should complete automatically

3.6.3 Molekulare Interaktionen, Reaktionen und Relationen

KEGG-Pathway

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ist eine Enzyklopedie von Ge-
nen und Genomen, die die funktionalen Bedeutungen auf molekularer und héherer
Ebene ermdglichen. Molekulare Funktionen reprasentiert die KEGG Orthology (KO)
durch funktionale Orthologie der Gene und Proteine, wahrend Funktionen hdherer
Ebene durch Vernetzungen molekularer Interaktionen, Reaktionen und Relationen in
KEGG Pathway Maps, BRITE Hierarchien und KEGG Modulen definiert sind. Die
KEGG PATHWAY-Datenbank ist die Hauptdatenbank in KEGG (Kanehisa et al.,
2000 und 2017) und besteht aus manuell erstellten Referenz Pathway Maps zusam-
men mit organismusspezifischen Maps, die rechnergenerierte KO-Zuweisungen des
Genoms mit Referenz-Pathway aufweisen (Kanehisa et al., 2017). Die Untergruppie-
rung der KEGG-Pathway-Einteilung erfolgt in Kategorien wie Stoffwechsel (Metabo-
lism), Genexpression- und Regulation (Genetic Information Processing), Umge-

bungsinteraktionen (Environmental Information Processing), zellulare Prozesse (Cel-
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Abb. 20: Humanpathologie — Pathway-Map fir 'non-small cell lung cancer' (nichtkleinzelliges
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Bronchialkarzinom; hsa05223) mit markierten (rot) pathologiebedingten genetischen Altera-
tionen. Die pharmakologischen Ansatzpunkten der Wirkstoffe Gefitinib und Erlotinib ftr
EGFR und Crizotinib fur ALK sind farblich (lila) hervorgehoben (modifiziert nach Kanehisa et
al., 2017).

lular Processes), Systeme des Organismus (Organismal Systems), Humanpathologie
(Human Diseases) und Arzneimittelentwicklung (Drug Development) beschreiben.
Hierarchisch untergeordnet befinden sich verschiedene Maps wie relevante Stoff-
wechselvorgange, Signalinteraktionen sowie humanspezifische Pathologien, die wie-
derum in Subklassen, auf Transkriptom-Ebene, relevante regulierende Einzelgene
farblich markiert graphisch darstellen, wobei das Pathway-Tool 'Color Pathway' mit
eingestellter colorierter Gradation von grin (Downregulation) bis rot (Upregulation)
entsprechend 'negative-zero-positive' (-1/+1) verwendet wird.

Diese Integration der generierten Genomdaten der Versuchsreihen fuhrt zu organis-
menspezifischen Pathway-Maps mit metabolischen und regulatorischen Pfaden. Die
in der Pathway-Datenbank als Protein-Network gespeicherten Pathway-Diagramme
beinhalten im wesentlichen drei verschiedene Interaktionstypen (Edges), wie Direct
Protein-Protein Interaction, Gene Expression Relation und Enzyme-Enzyme Relation.
Die zugehdorigen Bausteine (Nodes) sind als Gene Product oder Subnetwork gege-
ben.

Die Humanpathologie, mit 81 (Stand 1. Oktober 2016) verschiedenen Maps, ist durch
die kontinuierliche Aktualisierung zu einer der Hauptkategorien der manuell erstellten
Referenz Pathways herangewachsen. Die Pathologie Pathway Map fir 'non-small
cell lung cancer' (Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom; hsa05223), bei dem bekannte
Genmutationen grafisch farblich rot hervorgehoben sind, ist in Abb. 20 dargestellt.
Die verschiedenen medikamentdsen Ansatzpunkte mit den bekannten Wirkstoffen
Gefitinib (D01977) und Erlotinib (D04023) fir das Onkogen EGFR-(Epidermaler
Wachstumsfaktor-Rezeptor; transmembrandse Rezeptor-Tyrosinkinase; in Tumoren
Uberexprimiert)-Mutation und Crizotinib (D09731) fur das ALK-(EML4-ALK-
Translokation; Anaplastische Lymphomkinase - Echinoderm Mikrotubuli assoziiertes
Protein-4)-Fusionsgen. Tumor-Supressoren sind in Abb. 20 ebenso rot an entspre-
chender Stelle im Zellzylus-Pathway markiert (Kanehisa et al., 2017).
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3.6.4 Klassifizierung der annotierten Gene

AmiGo-Datenbank

Die hierarchische Gruppierung in Haupt- und Unterklassen erfolgte durch Eingabe
der annotierten Onthologie Gene in die AmiGo-Database (http://amigo.geneontology.
org/cgi-bin/amigo/go.cgi) nach Carbon et al., (2009).

Die Hauptklassifizierung der Gene Ontology zeigt eine Unterteilung in Cellular Com-
ponent, Biological Process und Molecular Function. Hierbei kbnnen die Genprodukte
mit den zellularen Komponenten (Cellular Component) assoziieren oder sich selbst
darin befinden, wobei sie an dieser Stelle an biologischen Prozessen (Biological Pro-
cess) partizipieren und somit eine oder mehrere molekulare Funktionen (Molecular
Function) ausuben.

Die Unterklassifizierungen, die die regulierenden Gene enthalten, wird in positiv und
negativ regulierend getrennt dargestellt. Hierbei werden die Werte der auf und ab
regulierenden Gene in beschreibender Statistik A (In (ratio)) = In (Anzahl der aufregu-
lierten Gene/Anzahl der annotierten Gene) - In (Anzahl der abregulierten Ge-
ne/Anzahl der annotierten Gene) pro Unterklasse normiert sowie nach Rangfolge

dargestellt.

‘enriched GO terms' in GOrilla

Das webbasierte Analyse-Tool GOrilla (Gene Ontology EnRichment AnaLysis and
VisuaLizAtion Tool; Eden et al., 2009) bietet die Moglichkeit auf Basis der GO-
Datenbank (Gene Ontology Database), Gen-Sets in angereicherten (enriched) GO-
Gruppierungen, hierarchisch der entsprechenden Gene, zu identifizieren. Uber- oder
unterreprasentierte GO-Gruppierungen anhand Annotierungen des entsprechenden
Gen-Sets werden durch die Enrichment-Analyse gefunden. Die signifikant regulierten
Gene werden in den GO-Bereichen Molecular Function, Biological Process und Cel-
lular Component separiert dargestellt. Weiterhin sind die markierten GO-Terme in
einer Tabelle anhand ihrer Bezeichnung sowie der Beschreibung und den entspre-
chenden P- und FDR-g-Values, dem errechneten Enrichment und den selektierten
Genen aufgefihrt.

Die Daten-Analyse ist in GOrilla via zweier Applikationsmodi mdglich: Einerseits die
Darstellung der angereicherten GO Gruppen an der Spitze einer Rangliste von Ge-
nen unter Anwendung der mHG Statistik (minimale hypergeometrische Verteilungs-

statistik) als eine mogliche Variante der Analytik, andererseits, wie mit unseren Da-
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ten-Ergebnissen appliziert, die Moglichkeit der Darstellung der angereicherten GO
Gruppen in einer Gegeniberstellung des Target Gene Sets (up- und downregulierte
Gene) zum Background Gene Set (gesamte Anzahl der Gene) wiederum rechnerisch
mittels standardisierter hypergeometrischer Statistik.

Die hypergeometrische Verteilung (HGT) zur ldentifikation angereicherter GO-Terme
zeigt bei einer Gesamtanzahl von N Genen, bei denen B dieser Gene in GO-Termen
und n dieser Gene im Target-Genset assoziiert sind, die Wahrscheinlichkeit, dass b
oder mehr Gene des Target-Gensets mit dem gegebenen GO-Term assoziiert sind.

Mathematisch stellt sich die Enrichment-Analyse wie folgt dar:

m(N-n
Prob(X = b) = HGT(b; N, B,n) = Z?i?“é“"”(l)(zvﬁ

(5)

Der minimal hypergeometrische (MHG) Wert ergibt sich bei Ersatz eines Target-
Gensets durch eine geordnete Liste von Genen g; bis gn. Durch Definition eines La-
bel-Vektors fiir 1 bis n € {0,1}" in Ubereinstimmung der Assoziation der geordneten
Gene des GO-Terms, ist ; = 1 wenn g; mit dem Term assoziiert ist, und ergibt mathe-

matisch:

mHG (A) = min__, HGT (b, (1); N,B,n)

Zur Vermeidung von statistischem Bias aufgrund der Mehrfachbezeichnung gleicher
Gene wurden Duplikate automatisch entfernt, wobei das Gen mit der jeweils héch-
sten Rangerscheinung statistisch erhalten blieb. Das Ergebnis der Enrichment-
Analyse im Bereich 'biological process' kann klassisch in einer hierarchischen Struk-
tur (Abb. 21) visualisiert werden. Alternativ wurden jedoch die Ergebnisse aufgrund
der Vielzahl der Gruppierungen und zur Gestaltung der besseren Ubersichtlichkeit in
Excel transferiert. Die Weiterverarbeitungen und Darstellungen erfolgten als Kreis-
diagramme mit den entsprechenden Zahlenwerten. Die Beziehungen der angerei-
cherten Begriffe konnten so deutlich abgegrenzt und klar strukturiert grafisch und
tabellarisch dargestellt werden. Der p-Value-Threshold wurde vor Rechenbeginn bei

p < 0,001 parametriert.
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Abb. 21: Baumdiagramm zur Onthologie 'biological process'. (modifiziert nach http://cbl-
gorilla.cs.technion.ac.il/pics/tree_example.png)
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4. Ergebnisse

4.1 Morphologie
Die auf MEAs, Deckglasern (Cover Slips) und 6-Wellplatten grof3flachig kultivierten
neuronalen Netzwerke des Frontalen Cortex embryonaler Mausegehirne (Ransom et
al., 1977) zeigten an Tag 21 nach Aussaat nahezu kein Migrationsverhalten, bei der
Literatur entsprechender guter zellularer Morphologie (Potter et al., 2001), sowie re-
gulare interzellulare synaptische Verbindungen mit gleichmaRiger basaler Gliabe-

wachsung im Glia- zu Neuronenverhaltnis von 4:1 (Gross et al., 1997).

MEAs

An Tag 1 nach Aussaat (Abb. 22 A) konnte durch Phasenkontrast-Mikroskopie eine
relativ gleichmafige Verteilung kleiner, kugeliger, frisch isolierter und dissoziierter
Zellen beobachtet werden. Eine Differenzierung zwischen Glia und Neuronen war zu
diesem Zeitpunkt zellphysiologisch noch nicht méglich. Im Stadium der embryonalen
Entnahme waren die Zellen nicht mehr pluripotent, aber auch noch nicht vollkommen
ausdifferenziert. Sie waren jedoch in der Lage, nach der mechanischen Trennung,
aufgrund des Prozedere wahrend der Zellgewinnung, zu einem vollkommen intakten
neuronalen Netzwerk heranzuwachsen. An Tag 3 DIV (Abb. 22 B) konnten deutliche
Zeichen einer neuronalen Vernetzung und Zentralisierung mikroskopiert werden.
Aufgrund des fortschreitenden zellularen Wachstums erfolgte die neuronale Darstel-
lung unter Phasenkontrastmikroskopie jetzt leuchtend und plastisch, wodurch deut-
lich eine optische Separation zur Neuroglia erméglicht wurde. Klare neuronale Struk-
turen durch clusterartige Migration und verstarkte Auspragung der Netzwerkverbin-
dungen bildeten sich ab Tag 8 DIV heraus (Abb. 22 C und D). Im weiteren tempora-
ren Verlauf, von DIV 14 bis DIV 21 (Abb. 22 E bis H), wurde visuell die Zunahme der
Volumina der Zellkompartimente detektierbar. Die Soma zeigten intensivere Lumi-
neszenz und die Dendriten und Axone eine Zunahme der Leitungsquerschnitte.

Auch im Bereich der mit Silikonlack beschichteten Zuleitungen, auRerhalb des Elekt-
rodenzentrums auf MEAs, erfolgten Zelladhasion und reguldre Morphologie in neu-
ronalen Clustern (Abb. 22 D, F und H).
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Abb. 22: Mikroskopische Kontrolle der neuronalen Zellkulturen auf MEAs der Versuchsreihe
CRAMS V; A: MEA 90909 Tag 1 10x; B: MEA 90911 Tag 3 10x; C: MEA 90916 Tag 8 10x;
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D: MEA 90916 Tag 8 20x; E: MEA 90922 Tag 14 10x; F: MEA 90922 Tag 14 20x; G: MEA
90930 Tag 21 10x; H: MEA 90930 Tag 21 20x.

Deckglaser und 6-Well-Platten

Die elementare Praparation der Oberflachen (Lehle et al., 2008; Dryia et al., 2008)
von den Deckglasern und den 6-Wellplatten erméglichte, ebenso wie bei den MEAs,
ein regulares Zellwachstum mit entsprechender Zelladhasion. Die mikroskopische
Kontrolle mittels Phasenkontrastmikroskopie der Kulturen auf Deckglasern und 6-
Wellplatten ergab ebenfalls an Tag 21 nach Aussaat eine adaquate Morphologie
(Potter et al., 2001) sowie regulare interzellulare synaptische Verbindungen bei basa-

ler Gliabewachsung im Glia- zu Neuronenverhaltnis von 4:1 (Gross et al., 1997)
(Abb. 23).

Abb. 23: Mikroskopische Kontrolle der neuronalen Zellkulturen auf Deckglas und 6-Well-
Platte der Versuchsreihe CRAMS V; A: Deckglas, DIV 21, 10-fach; B: Deckglas, DIV 21, 20-
fach; C: 6-Well-Platte, DIV 21, 10-fach; D: 6-Well-Platte, DIV 21, 20-fach.
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Die visuelle Kontrolle der Zellkulturen des Frontalen Cortex an den Tagen DIV 1, 3,
8, 14 und 21 nach Aussaat verlief konform den visuellen Kriterien fur neuronales
Zellwachstum (Potter et al., 2001) (Abb. 22).

4.2 Burst und Spikes

Die elektrophysiologische Signalaktivitat, die sogenannten Spikes, Spike Trains und
Bursts als elementares Kriterium der neuronalen Vitalitat (Gross 1994; Johnstone et
al., 2010), zeigte bei jeweils drei randomisierten Zellkulturen auf MEA pro Versuchs-
reihe eine Aktivitat von 50-60% des Verhaltnisses der aktiven zu der Gesamtelektro-
denzahl am Tag 21 nach Aussaat. Samtliche erfassten Daten indizierten eine homo-
gene Netzwerkaktivitat und sehr gute Qualitat der Kulturen.

Die Ableitung der Signalmuster erforderte ein jeweiliges Aufbauen der besiedelten
MEAs im Versuchstand. Nach Aufbau bendtigten die neuronalen Netzwerke eine
Ruhezeit von ca. 30 min zur Akkommodation im Versuchstand. Es zeigten sich regu-
lare Spontanaktivitdten (Abb. 24) als Ableitungssignale. Die mit der Plexon Software
aufgenommenen Signale und Muster zeigen in Abb. 24 A einen ausgewéahlten Kanal
(Elektrode 58) mit vier ,feuernden’ Neuronen und in Abb. 24 B die gesamte 64-
Elektroden-Matrix des MEA (59 definierte Neurone). Die spatiotemporale Erfassung
als Burst-Muster mit einzelnen Timestamps aller definierten (59 der bis zu 256 Neu-
rone) aktiven Neuronen (vertikal) ist in Abb. 24 C Uber einen zuvor festgelegten Zeit-
raum von 20 s (horizontal) zu erkennen. Der Referenzstatus der Neuronen des Fron-
talen Cortex (FCN) bezieht sich auf die Grundlinie der Spontanaktivitat. Die Amplitu-
den der aufgezeichneten Signale lagen Ublicherweise zwischen 100-500 pV, mit ei-
nem exzellent hohen Signal-Rausch-Verhaltnis bei einer Rauschamplitude von 20 bis
40 pV.
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Abb. 24: Ableitungssignale kortikaler neuronaler Zellkultur mittels Plexon-Software (CRAMS
V); A: Vier aktive Neurone auf einer ausgewahlten Elektrode; B: 64-Elektroden-Matrix des
MEA MMEP-4 in Online-Darstellung mit chronologisch kumulierten Signalen einer oder meh-
rerer Neurone (Waveforms) C: Einzeldarstellung aller aktiven Neurone des MEA in zeitlicher
Reihenfolge (ca. 20 sec.; Timestamps).

Die gewonnen Waveshapes und Timestamps (Kapitel 3.4.1) wurden mit dem Plexon-
Software-Paket (Rasputin und Neuroexplorer, Nex Technologies, Littleton, MA, USA)
online analysiert. Es erfolgte die Darstellung der Histogramme der Einzelkanéle (Mi-
nuten-Mittelwerte, PopVector) sowie der Rasterplots (Abb. 25 C).

In der Offline-Analyse bot sich die Mdglichkeit, Uber die Software des CNNS 'iBurst'
die Dateien in Einzelkanaldateien zu splitten, wodurch die den einzelnen Neuronen
genau zugeordneten Signalmuster bearbeitet werden konnten. Ebenso wurde durch
Autoplots (CNNS-Software) die Ubertragung in Excel-Makros ermoglicht. Burst-
Parameter konnten analysiert und die Erfassung der Variation der Koeffizienten

('burst rate, spike rate, burst duration, burst amplitude’) durchgefihrt werden.
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Abb. 25: Bursts als Rasterplot (Timestamps) von 37 aktiven Neuronen des Frontalen Cortex
Uber eine Dauer von 360 sec (CRAMS V).

In jeder der durchgefiihrten Versuchsreihen wurde bei drei randomisierten MEAs
(CRAMS V; insgesamt 143 aktive Neurone) die Signalaktivitat Gber einen Zeitraum
von 30 min aufgezeichnet und analysiert. Die neuronale Spontanaktivitat erwies sich
gleichermal3en als sehr gut mit keinen signifikanten Unterschieden (P > 0.05, t-Test)
im Mittelwert der Anzahl der Spikes pro Minute (SR) und der Anzahl der Bursts pro
Minute (BR) (Tab. 11). Dies lasst auf eine homogene spatiotemporale Netzwerkakti-
vitat der neuronalen Zellen auf MEAs schliel3en.

Tab. 11: Die Mittelwerte der Spikes pro Minute (SR) und Bursts pro Minute (BR) jeweils
dreier randomisierter Zellkulturen des Frontalen Cortex auf MEA der zwei Versuchsreihen
CRAMS V und X als Qualitatskriterium fir homogene spatiotemporale Netzwerkaktivitat.

Versuchsreihe  Mittelwert Spikes pro Minute (SR) Mittelwert Bursts pro Minute (BR)

CRAMS V 311459, 298+42, 306+46 20£3, 1742, 19+2

CRAMS X 301+52, 309150, 297+44 1942, 20+2, 1843
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4.3 Genexpression

4.3.1 Microarray — Ontology und Pathway

Zur Erfassung des gesamten Transkriptoms der Maus wurden Affymetrix Mouse Ge-
ne 1.0 ST Microarrays mit 28853 Genen verwendet. Hierbei zeigten sich 1808 Gene
mit signifikanter Expression (P < 0.05, Bayes moderated t-test) im Vergleich der sti-

mulierten Proben (CRAMS V) zu den Referenzproben.

Gene Ontology

905 Gene (3,13% aller analysierten Gene) der 1808 signifikanten Gene waren in der
Gene Ontology annotiert. Der Fold-Change dieser annotierten Gene lag zwischen
1,733 und 0,622. Von diesen zeigten 409 Gene (1,42%) ein reduziertes Expressi-
onsniveau in einem Bereich von 0,833 bis 0,622 und 496 Gene (1,72%) waren signi-
fikant hochreguliert in einem Fold-Change-Bereich von 1,145 bis 1,733.

Die Einteilung der Gene mit signifikant unterschiedlicher Expression, zwischen den
einfach stimulierten (Stimulationsart A) Proben und den Neutral-Proben, wurde funk-
tionell anhand der Gene Ontology der AmiGo Datenbank in den Bereichen 'biological
process’, 'cellular component’ und 'molecular function' (Abb. 26) (Stock et al., in
praep. a) vorgenommen. Hierbei war der grof3te Einfluss der Regulationen in beiden
Richtungen durch Magnetstimulation mit Stimulationsmuster A deutlich erkennbar im
Bereich der biologischen Prozesse (biological Process), gefolgt von 'cellular compo-

nent' und 'molecular function'.

molecular
function

150 e

molecular
function

16% N\
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Abb. 26: Verhaltnis der positiv (A) und negativ (B) regulierten Gene, erfasst durch Microar-
ray-Analyse (Mouse Gene 1.0 ST, Affymetrix), zur Anzahl aller annotierten Gene in der ers-
ten hierarchischen Gruppe der jeweiligen Ontology-Klassen ‘biological process', ‘cellular
component' und 'molecular function' gemaR AmiGo-Datenbank (Stock et al., in praep. a).

Zur Untersuchung der Unterklassen der ersten drei Ontologien nach vorherrschen-
den auf- oder abregulierenden Genen in deskriptiver Statistik wurde der A In (ratio) =
In (Anzahl der aufregulierten Gene im Verhaltnis zu den annotierten Genen) - In (An-
zahl der abregulierten Gene im Verhéltnis zu den annotierten Genen) jeder Unter-
klassifierung berechnet und in Abb. 27 dekrementierend dargestellt. Die Subklassen
'structural molecule activity' (molecular Function) und 'synapse part' (cellular Compo-
nent) wiesen die starkste Reprasentanz an signifikant auf- bzw. abregulierten Genen
im Verhéltnis zu allen annotierten Genen dieser Sequenz auf. Die Subklasse 'sugar
utilization' wurde ausgeschlossen, da nur eine Annotation in der AmiGO-Datenbank,
keine Hochregulation und nur eine Abregulation gefunden wurde. Auch 'virale repro-
duction' wurde bei diesem Vergleich ausgeschlossen, da sich 10 Annotationen in
AmiGO, keine Abregulation und nur eine Hochregulation zeigten. Die klassifizierten
Expressionsgruppierungen wiesen keinen signifikanten Unterschied auf (P < 0,5; x*-
Test).
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Abb. 27: Verhaltnis der dominierenden positiv und negativ regulierten Gene, erfasst durch
Microarray-Analyse (Mouse Gene 1.0 ST, Affymterix) zur Anzahl aller annotierten Gene in
den jeweiligen Unterklassifizierungen der Gene Ontology gemals AmiGo-Datenbank. Die
gestrichelten Linien bezeichnen die Schwellenwerte bei doppelter Prasenz der auf- und ab-
regulierten Gene.

Samtliche signifikanten 905 Gene in Up- und Down-Regulation sind zusammenge-
fasst und Ubersichtlich in Tab. 12 in alphabetischer Reihenfolge gruppiert. Hierbei
sind die drei Hauptkategorien unterteilt in die einzelnen Subklassen entsprechend
der Gene Ontology.

Tab. 12: Funktionelle Klassifizierung der signifikanten Gene unterschiedlicher Expression
nach Behandlung A versus Kontrolle (CRAMS V) entsprechend der Gen-Onthologie der
AmiGo-Datenbank, basierend auf der Microarray-Analyse (Mouse Gene 1.0 ST, Affymterix).
Die einzelnen Gene kdnnen in mehr als einer Untergruppierung erscheinen.

Number of genes Number of genes

Class Subclass down regulated up regulated
Biological process
biological adhesion 4 14
biological regulation 112 110
cell killing 2 4
cellular component biogenesis 5 18
cellular component organization 23 38
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Cellular component
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‘enriched GO terms' in GOrilla

Das Analyse-Tool GOirilla registrierte 11166 Gene von insgesamt 11436 Gen-Termen
des eingegebenen Background-Set. Hierbei wurden 10979 Gene durch ihr Gensym-
bol und weitere 187 durch andere Gene IDs (Identitaten) erkannt. 1226 duplikate
Gene (Bias) wurden entfernt, wobei jeweils das Gen mit héchstem Ranking erhalten
blieb, und es resultierte somit eine Gesamtzahl von 9940 Genen. Hiervon waren wie-
derum 9015 Gene mit einem GO-Term assoziiert. Von den eingegebenen Target-
Gen-Sets (insgesamt 905 Gene) wurden 439 Gene der Down-Regulation und 342
der Up-Regulation erkannt und registriert (Stock et al., in praep. a).

Im Bereich 'cellular component' zeigten sich keine GO-Terme bei dem zuvor spezifi-
zierten Enrichment p-Value (p < 0,001).

In der Onthologie 'molecular function' (Abb. 28, Tab. 13) zeigte sich Uberschneidend
sowohl in Up- als auch in Down-Regulation ein Enrichment in den zwei Gruppen Ge-
ruchsstoffbindungsproteine (‘odorant binding proteins’, OBP) und olfaktorische Re-
zeptoraktivitat (‘olfactory receptor activity'). Diese regulative Beeinflussung der ent-
sprechenden Gene olfaktorischer Assoziation belegt auch die Arbeit von Henkin et
al., 2011, die der rTMS eine potentielle therapeutische Option zur Verbesserung bei
Phantosmie und Phantageusie sowie bei Dysosmie und Dysgeusie suggeriert. Dies
scheint wiederum auf einen herabgesetzten GAGA-Level (Levy et al., 2004) zurlck-
zufihren zu sein, wobei der Neurotransmitterspiegel durch Magnetstimulation dem
entgegen angehoben wird (Keck et al., 2002; Luborzewski et al., 2007).

Im Bereich der positiv regulierenden Gene (Abb. 28 A) fand eine nahezu homogene
Verteilung der 10 gefundenen GO-Terme statt, hingegen im Bereich der negativ re-
gulierenden (Abb. 28 B) waren die Struktur-Molekul-Aktivitat (17) und die Strukturbe-
standteile der Ribosomen (20) dominant (50 % aller gefundenen GO-Terme in 'mole-
cular Function', Down-Regulation).

Die molekulare Ubertragungsaktivitat (molecular Transducer Activity) und die Rezep-
toraktivitat (Receptor Activity) waren in der Up-Regulation der GO 'molecular function'
mit jeweils 47 Genen vertreten. Ahnliche Werte zeigten die Signal-Rezeptor- und die
Signal-Ubertragungsaktivitat mit je 46 Genen sowie die transmembranose Signalre-
zeptoraktivitdt mit 45 Genen. Diese funf Terme mit zusammen 231 (65 %) von 354
annotierten Genen zeigten deutlich hochregulierte Aktivitat in der intra- oder extra

zellularen Signal- und Informationsibertragung.
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B threonine-
threonine-  type
odorant olfactory type endo- peptidase odorant
binding receptor peptidase  activity binding
activity activity

olfactory
receptor
activity

Abb. 28: Positiv regulierte (A) und negativ regulierte (B) Gene in der Onthologie 'molecular
function' der enriched GO-terms in GOirilla.

Tab. 13: Funktionelle Klassifizierung der signifikanten Gene unterschiedlicher Expression
nach Behandlung A versus Kontrolle (CRAMS V) entsprechend der Gene Enrichment-
Analytik fir die Onthologie 'molecular function' in GOirilla, basierend auf der Microarray-
Analyse (Mouse Gene 1.0 ST, Affymterix).

'I\:Alj)rll?:(t:ilé)lr?r GO Term Description ggn'l‘?:rlr:

Up-Regulation
GO0:0005549 odorant binding 10
GO0:0004984 olfactory receptor activity 26
GO0:0003677 DNA binding 38
GO0:0003690 double-stranded DNA binding 21
GO0:0060089 molecular transducer activity 47
GO0:0004872 receptor activity 47
G0:0043565 sequence-specific DNA binding 28
GO0:0004871 signal transducer activity 46
G0:0038023 signaling receptor activity 46
G0:0004888 transmembrane signaling receptor activity 45

Down-Regulation
G0:0005549 odorant binding 5
G0:0004984 olfactory receptor activity 8
G0:0016298 lipase activity 9
G0:0004620 phospholipase activity 9
GO0:0003735 structural constituent of ribosome 17
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G0:0005198 structural molecule activity 20
GO0:0004298 threonine-type endopeptidase activity 3
GO0:0070003 threonine-type peptidase activity 3

Die Verteilung der gefundenen GO-Terme in der Onthologie 'biological process' sind
in Abb. 29 A und B sowie in Tab. 14 dargestellt.

In der Up-Regulation der biologischen Prozesse zeigt die Regulation der biologi-
schen Prozesse eine deutliche Prasenz mit 168 Genen (35 %). Vielzellulare Prozes-
se auf Organismen Ebene zeigte die zweitgro3te Anzahl mit 69 Genen (16 %), ge-
folgt von System-Prozessen mit 43 Genen (9 %) in der Onthologie. Im Bereich der
neurologischen Prozesse und Wahrnehmungen zeigten sich die neurologischen Sys-
tem-Prozesse, der Rezeptor-Signal-Pathway, die sensorische Wahrnehmung, die
sensorische Wahrnehmung chemischer Stimuli und die sensorische Wahrnehmung
des Geruchs deszendierende Werte im Bereich von 41 bis 25 Genen (8 bis 5 %). In
der Summe sind somit 167 Gene (34 %) aller gefundenen GO-Terme in der Ontholo-
gie 'biological process'-Up-Regulation im neurologischen Bereich anzutreffen.

Die Down-Regulation der biologischen Prozesse wird durch die vier Onthologie-
Terme mit insgesamt 702 Genen (40% aller Down regulierten Gene der biologischen
Prozesse), wie den metabolischen Prozessen (196 Gene), den metabolischen Pro-
zessen der organischen Substanzen (177 Gene), den priméaren (167 Gene) und den
zellularen metabolischen Prozessen (162 Gene), bestimmt.

Die chemischen Reaktionen und Pathways (biosynthetic Process), die aus der Neu-
bildung von Substanzen resultieren, lagen bei der Down-Regulation bei 95 gefunde-
nen Genen. Im Bereich der biosynthetischen Prozesse der organischen Substanzen
waren es 92 Gene, bei den zellularen biosynthetischen Prozessen 86, bei den zellu-
lar- und Organ-Stickstoff zusammengesetzten biosynthetischen Prozessen 66 und 36
Gene. Es ergibt sich im gesamten Bereich der biosynthetisch assoziierten Vorgange
ein Anteil von 22 % aller annotierten down-regulierten Gene in der Onthologie 'biolo-
gical process'.

Die Gen-Onthologie der Stickstoff-beteiligten metabolischen Prozesse (Nitrogen
compound metabolic Process), bei denen organische oder anorganische Bestandtei-
le Stickstoff enthalten sind, zeigte 110 Gene. Die zellular-Stickstoff-gebundenen und
die Organ-Stickstoff-gebundenen metabolischen Prozesse lagen bei 97 und 56 Ge-

nen in der Down Regulation.
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Abb. 29 Positiv regulierte (A) und negativ regulierte (B) Gene in der Onthologie 'biological
process' der enriched GO-terms in GOrilla.
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Tab. 14: Funktionelle Klassifizierung der signifikanten Gene unterschiedlicher Expression
nach Behandlung A versus Kontrolle (CRAMS V) entsprechend der Gene-Enrichment-
Analytik fur die Onthologie 'biological process' in GOrilla, basierend auf der Microarray-
Analyse (Mouse Gene 1.0 ST, Affymterix).

Biological . Genes
Process GO Term Description in GO
Term
Up-Regulation
G0:0009593 detection of chemical stimulus 7
detection of chemical stimulus involved in
GO:0050907 sensory perception 6
G0:0051852 disruption by host of symbiont cells 3
disruption of cells of other organism involved
GO:0051818 in syr?qbiotic interaction k 3
G0:0007186 G-protein coupled receptor signaling pathway 41
G0:0051873 killing by host of symbiont cells 3
GO:0051883 I;;ﬂgié)tficc?#[seigcc&tgﬁr organism involved in 3
G0:0032501 multicellular organismal process 79
G0O:0050877 neurological system process 39
G0:0050789 regulation of biological process 168
G0:0019236 response to pheromone 3
G0:0007600 sensory perception 33
G0O:0007606 sensory perception of chemical stimulus 29
G0:0007608 sensory perception of smell 25
G0:0003008 system process 43
Down-Regulation
G0:0043604 amide biosynthetic process 22
G0:0009058 biosynthetic process 95
G0:0043603 cellular amide metabolic process 28
G0:0044249 cellular biosynthetic process 86
G0:0044255 cellular lipid metabolic process 32
G0:0034622 cellular macromolecular complex assembly 24
G0:0044237 cellular metabolic process 162
GO:0044271 g(re(ljlg‘laasrsmtrogen compound biosynthetic 66
G0:0034641 cellular nitrogen compound metabolic process 97
GO 0006335 SDeNn,?\bK?pl|cat|on-dependent nucleosome as- 4
GO:0034723 gDall\ln,?Z;etzipOI:]catlon-dependent nucleosome or- 4
G0:0006643 membrane lipid metabolic process 10
G0:0008152 metabolic process 196
G0:0001780 neutrophil homeostasis 3
G0:0006807 nitrogen compound metabolic process 110
G0:1901615 organic hydroxy compound metabolic process 19
G0:1901576 organic substance biosynthetic process 92
GO0:0071704 organic substance metabolic process 177
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organonitrogen compound biosynthetic pro-

G0:1901566 cess 36
G0:1901564 organonitrogen compound metabolic process 56
G0:0019637 organophosphate metabolic process 26
G0:0043043 peptide biosynthetic process 18
G0:0006518 peptide metabolic process 22
G0:0006644 phospholipid metabolic process 13
G0:0046173 polyol biosynthetic process 5
G0:0044238 primary metabolic process 167
G0:0051290 protein heterotetramerization 4
G0O:0065004 protein-DNA complex assembly 7
G0:0043900 regulation of multi-organism process 18
G0:0002831 regulation of response to biotic stimulus 12
GO:0071826 (rjltr:onucleoproteln complex subunit organizati- 11
G0O:0007606 sensory perception of chemical stimulus 8
G0:0007608 sensory perception of smell 8
G0:0044711 single-organism biosynthetic process 37
G0:0006665 sphingolipid metabolic process 10
G0:0000387 spliceosomal snRNP assembly 4
G0:0006412 translation 17
Pathway Analytik

Die Pathway-Analytik ermdglicht, basierend auf der anwachsenden Zahl der Microar-
ray-Analysen und RNA-Sequenzierungen, die unterschiedlich regulierenden Gene zu
registrieren und ihre biologische Signifikanz zu verdeutlichen. Gestdrte oder abwei-
chende Gene konnen so in biologischer Relation aus grof3en Datenmengen identifi-
ziert werden, wodurch die Mdglichkeit geschaffen wird, Datensatze zu hinterfragen
(Kavanagh et al., 2013).

Zur Analyse der funktionalen Hierarchie der biologischen Systeme wurden mittels
Microarray-Analyse Transkriptomanderungen bei elektromagnetischer Befeldung er-
fasst. Um Stoffwechselwege (Pathways) zu identifizieren wurde die KEGG-
Datenbank, die den Zugriff auf Enzyme, Substrate, Reaktionsaktivatoren und -
Inhibitoren ermdglicht, ausgewahlt. Nach Pathway-orientierter bioinformatischer
Auswertung (KEGG Pathway) zeigten sich signifikante Einflusse der rMS auf die
Transkription relevanter Gene in den Pathways Morbus Alzheimer, Chorea Hunting-
ton, Morbus Parkinson, Vaskulare glatte Muskelkontraktion und Arachidonsaure-

Metabolismus (Stock et al., in praep. a).

Morbus Alzheimer (Alzheimer's Disease AD)
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Wie in Abb. 30 ersichtlich, regulierten im Bereich der mitochondrialen Atmungskette
der Neuronen innerhalb der Enzym-Komplexe I-V die entsprechenden Gene am sig-
nifikantesten im positiven Maximalbereich (roter Bereich der Farbskala) der Up-
Regulation.

Hierbei erfolgt in den Komplexen I-1V der eigentliche Mechanismus der oxidativen
Phosphorylierung und in dem Komplex V die ATP-Synthase mittels protonenmotori-
scher Kraft. Die Energie fiur die Protonenpumpen wird Gber den Elektronenfluss der
Komplexe I-1V geliefert, wobei die H*-lonen vom extra-mitochondrialen in den intra-
mitochondrialen Raum transferieren.

Die NMDA-Rezeptoren zeigten eine positive Auspragung im mittleren Bereich. Die
ionotropen Glutamat-Rezeptoren in der Zellmembran veranlassen durch Bindung des
Liganden Glutamat die Offnung der spezifischen lonenkanale (Ca**-Kanale) und so-
mit Ca®*-Freisetzung. Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) mit ihrer Isoform nNOS
(extrem kurzen Halbwertszeit von ca. 5 sec), die im ZNS die Funktion eines Neuro-
transmitters tbernimmt, zeigt im Pathway ebenso erhdhte Aktivitat.

Neprilysin oder Neutrale Endopeptidase (NEP) regulierte geringfligig hoch bei der
Degradation des R-Amyloid. Im Extrazellularraum baut NEP durch enzymatische
Spaltung Peptidhormone wie Glukagon und Beta-Amyloid ab (Malito et al., 2008).
Hier konnte NEP den geschwindigkeitsregulierenden Schritt beim Abbau definieren
und damit den AD-assoziierten Abbau von Beta-Amyloid beschleunigen (Pacheco-
Quinto et al., 2013).

Der Regulator des Reifungsprozesses 'anterior pharynx-defective 1' (APH-1) des ka-
talytisch aktiven Présenilins des Proteinkomplexes der y-Sekretase im Membranpro-
tein regulierte im positiven Bereich geringfligig, was eine aktive Einleitung der Bil-
dung des Membranprotein-Komplexes durch noch unreife Bestandteile bedeutet. Die
Enzyme der Phospholipase C (PLC), deren Reaktionsschritt verantwortlich fur die
Weiterleitung von Signalen von extra- nach intrazellular ist, lassen das Second Mes-
senger IP3 verstarkt entstehen. Das Mikrotubuli assoziierte Protein Tau (Protein zu
Tangles), involviert in einer Anzahl an neurodegenerativen Erkrankungen, sowie die
Cystein Aspartat Protease-7 (CASP-7), ein Protein der Apoptose, lagen leicht im auf-
regulierten Bereich.

Negativ reguliert erschienen Calcineurin (CN), ein Protein der Phosphatase, und Cy-
tochrom c (CytC), ein Elektronen-Carrier Protein der mitochondrialen oxydativen

Phosphorylierung.
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Abb. 30: Alzheimer-Erkrankung: Visualisierung der KEGG-Pathway-Analyse in der Unter-
gruppierung Human Diseases / Neurodegenerative Diseases / Alzheimer's Disease mit farb-
lich hervorgehobenen regulierenden Genen der Micro-Array-Daten der Versuchsreihe
CRAMS V.

Chorea Huntington (Huntington's Disease HD)

Im Bereich der mitochondrialen Atmungskette (Abb. 31) der Neuronen innerhalb der
Enzym-Komplexe I-V regelten die entsprechenden Gene am signifikantesten im posi-
tiven Maximalbereich der Farbskala. Demgegentber zeigte sich Cytochrom c¢ (CytC)
negativ geringfligig markiert.

Der RNA-Polymerase Il (POL I1)-Enzymkomplex zeigte sich maximal im positiven Up-
Regulationsbereich auf der Referenzskala. Er katalysiert die Synthese von RNA bei
der Transkription der DNA in Eukaryoten. Weiterhin waren im Bereich der RNA po-
lymerasen/transkriptionalen Repression die RNA-Polymerase Il (TAF4/TAFI1130) und

die Glutathion Peroxidase 1 (Gpx1) geringfugig positiv reguliert hervorgehoben. Das
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Protein p53 im p53-Signal-Pathway lag im identischen positiven Bereich hochregu-

liert, der RE1-Silencing Transcription Factor (REST) hingegen im Negativen gering-

fugig und der zellulare Transkriptionsfaktor (CREB) deutlich abreguliert.

Dynactin oder Dynein Activator Complex, als ein Protein mit vielfachen Untereinhei-

ten im bidirektionalen intrazellularen Transport, war leicht positiv reguliert.

Der Adaptorprotein-Komplex AP2, zwischen der &auf3eren Vesikelmembran und

Clathrin lokalisiert, regulierte ebenfalls leicht im Positiven, gleiches zeigte sich fir die
Phospholipase C (PLC) und NMDAR.
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ses / Neurodegenerative Diseases / Huntington's Disease mit farblich hervorgehobenen re-
gulierenden Genen der Micro-Array-Daten der Versuchsreihe CRAMS V.

Morbus Parkinson (Parkinson's Disease PD)

Alle funf Komplexe der mitochondrialen Atmungskette Cx I-V (Abb. 32) zeigten ma-

ximalen Bereich der positiven Regulation, wie bereits zuvor bei den Pathways AD
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und HD. Wiederum wurde auch die gleiche negative Regulation des Cytochrom c
(CytC) wie bei AD und HD auf dem Pfad der Apoptose angezeigt. Die Se-
rin/Threoninkinase LRRK2, die mutiert zu familiarer Morbus Parkinson fuhren kann,
erschien leicht negativ markiert, mit einem Rlckgang der pathologiebedingten anor-
malen Phosphorylierung.

Im Ubiquitin-Pathway, bei der Aufspaltung der Polyubiquitin-Kette in die Monomere,
regulierte Ubiquitin Carboxyl-Terminal Esterase L1 (UCHL1), das Enzym, das mutiert
in kausaler Relation der Pathogenese der PD steht, leicht ins Positive.

Das endoplasmatische Retikulum assoziierte Enzym Ubc6/7 der Ubiquitin geflhrten

Proteolyse lag im negativen Bereich der Regulation.
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Abb. 32: Parkinson-Erkrankung: Visualisierung der KEGG-Pathway-Analyse in der Unter-
gruppierung Human Diseases / Neurodegenerative Diseases / Parkinson's Disease mit farb-
lich hervorgehobenen regulierenden Genen der Micro-Array-Daten der Versuchsreihe
CRAMS V.
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Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 37 (PaelR), lokalisiert in Zell- und endoplasmati-
schen Retikulum Membranen, regelte hingegen im positiven Bereich.
Das Gen Synphilinl kodiert ein Protein, das mehrere Protein-Protein-Interaktions-

doménen enthélt und zeigte ebenfalls eine positive Regulation in geringer Auspra-

gung.

Vaskuléare glatte Muskelzellen Kontraktion (vascular smooth Muscle Contraction
VSMC)

Im Bereich der Vasokonstriktion (Abb. 33) lieR das von peripheren Gewebszellen
gebildete Hormon Endothelin die G-Protein-gekoppelten Endothelin-Rezeptoren Typ
A (EDNRA) auf einen leicht positiven Bereich der Farbskala ansteigen. Hierarchisch
nachfolgend in der glatten vaskularen Muskelzelle stiegen die G-Proteine G-Alpha 12
und G-Alpha 13 (Ga 12/13), die notwendig fur Regulation des Zytoskeletts (Rho) und
Wachstumsfaktor induzierte Zellmigration sind (Shan et al., 2006), auf den gleichen
positiv regulierten Wertebereich. Hingegen regulierte die Roh-assoziierte Proteinki-
nase 1 (ROCK) ins leicht Negative. Die Aufzweigung des G-Proteins G-Alpha 11 in
Phospholipase A (PLA) regulierte, deutlicher als die in Phospholipase C (PLC), leicht
ins Positive. Im Arachidonsaure-Metabolismus erfolgte auf dem Pfad nach dem up-
regulierten PLC das Zytochrom Cyt p450, das hydroxylierend 20-HETE bildet, down-
reguliert in einer mittleren Aktivitat, der Farbskala entsprechend. Im Signalweg des
Arachidonsaure-Metabolismus zeigte sich der Kaliumionenaussto3 Kca Uber das
down regulierte Gen KCNMB2 reduziert. Bei der Muskelkontraktion zeigte sich wei-
terhin der Proteinkinase-Weg PKC positiv regulatorisch erhéht.

Die Vasodilatation zeigte, wie bei der Konstriktion, den Kaliumionenausstol3 Kca des
Kalzium gesteuerten Kaliumkanals reduziert. Das Gen ADORA2, das die Adenosin-
gesteuerten transmembrandsen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kodiert, bewegte
sich ebenfalls im negativen Regulationsbereich. Die gleichen Werte zeigte in Folge
das hochkomplexe Expressionsmuster der Guanin-Nukleotid-bindenden-Protein Un-
tereinheit Alpha Gs. In Reaktion reguliert das Protein-kodierende Gen AC deutlich im
positiven Bereich. Das Protein ist durch die Kalzium/Calmodulin-Konzentration ge-

steuert und an der Gehirnentwicklung beteiligt.
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Abb. 33: Vaskulare glatte Muskelzellen-Kontraktion: KEGG-Pathway-Analyse in der Unter-
gruppierung Organismal Systems / Circulatory System / Vascular Smooth Muscle Contracti-
on mit farblich hervorgehobenen regulierenden Genen der Micro-Array-Daten der Versuchs-
reihe CRAMS V.

Arachidonsaure-Metabolismus (Arachidonic Acid Metabolism)

Die Arachidonsaure wird Uber die Cytochrom-P4-Enzyme zu 20-HETE (20-
Hydroxyeicosatetraensaure) hydroxiliert (Abb. 34). Hierbei zeigte die Regulationsak-
tivitat von CYP4A einen leicht negativen (Down-Regulation) und CYP4F einen mittle-
ren positiven (Up-Regulation) Farbausschlag im Pathway. Weiterhin katalysierte un-
ter anderem das Enzym CYP4A11 die Arachidonsaure zu 19(S)HETE bei einer ne-
gativen Regulation. Ebenfalls erfolgten deutlich negative Regulationen im Cytoch-
rom-P-Komplex (CYP2, CYP4A) des Epoxygenase-Pathways bei der Metabolisie-
rung der Arachidonsaure in Tetrahydrofuran-Diol in die vier regio- und stereoisome-
ren Epoxy-Eicosatrienséduren (EETs). Auf dem Pathway zur Bildung von 16(R)-HETE
war deutliche negative Regulationsaktivitat des Cytochroms CYP2C (1.14.14.1) sich-

tbar. Die Arachidon-15-Lipoxygenase (1.13.11.33) zeigte geringe negative Regulati-
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on zur Bildung von 15(S)-HPETE, das wiederum bei deutlicher negativer Expression
auf zwei Wegen zu den Epoxy-Derivaten (EETs)11-Hydroxy-14,15-Epoxy-
Eicosatriensaure und 15-Hydroxy-11,12-Epoxy-Eicosatriensaure epoxiliert. Ebenfalls
ausgehend von 15(S)-HPETE bildete sich bei mittlerer Up-Regulation metabolisch
durch Glutathion-Peroxidase (1.11.1.9) die 15(S)- Hydroxyeicosatetraensaure.

Die Arachidonat-12-Lipoxygenase (ALOX12) zeigte mittlere down-regulierte Aktivitat
bei der Dioxigenase von Arachidonsaure zu 12(S)HPETE.

Das Glycerophospholipid Lecithin metabolierte mittels sekretorischer Phospholipase
(3.1.1.4) zu Arachidonsaure bei einer maximalen Up-Regulation auf der Referenz-
skala.

Durch verschiedene COX-Enzyme (Zyklooxygenase) wird die Bildung von Prostag-
landinen und Thromboxanen initiiert. Im Pathway zeigte sich eine positive Aktivitat
der Prostaglandinendoperoxidase-Synthase (1.1499.1) bei der Bildung von Prostag-
landin G2 (PGG,), das wiederum (1.1499.1) zu PGH;, katalysiert um weiter
(5.3.99.3) das Prostaglandin PGE; zu bilden. Den gleichen positiven Regulationsbe-
reich zeigte die Carbonyl Reduktase 1 (NADPH, 1.1.1.184) bei der Bildung von
PGFyq.

Die Glutathion-Peroxidase (1.11.1.9), zur Bildung von 5-HETE aus 5-HPETE, zeigte
positive Up-Regulation, ebenso wie bei der Umwandlung von Leukotrien B4 in 20-
Hydroxy-Leukotrien B4 durch Leukotrien, die B4-Monooxygenase (1.14.13.30).
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Abb. 34: Arachidonsaure-Metabolismus: Graphische Darstellung der KEGG-Pathway-

Analyse in der Untergruppierung Metabolism / Lipid Metabolism / Arachidonic Acid Metabo-

lism mit farblich hervorgehobenen regulierenden Genen der Micro-Array-Daten der Ver-
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4.3.2 RT-gPCR-Arrays — Alzheimer und Neurodegeneration

Unter Verwendung von Mouse Alzheimer's Disease 96 StellARray™ RT-qPCR Array
und Mouse Neurodegeneration 96 StellARray™ RT-qPCR Array von Bar Harbor Bio-
technology (Trenton, USA; Lonza Cat. number 00188072 und 00188174) konnten
vom gleichen Probenmaterial (Stimulation-A, einfach; Referenzproben) wie dem der
Microarrays, RT-gPCR-Daten von insgesamt 171 verschiedenen Genen ermittelt
werden. Die Normalisierung des Alzheimer-Arrays erfolgte mit den Referenzgenen
Nctsn und Dhcr24, die des Neurodegeneration-Arrays mit Nefm und Trp53. 17 Gene
(Apoe, App, Bacel, Bdnf, Casp3, Gsk3b, Casp6, Ide, Lrpl, Mapt, Mme, Nael, Nestn,
Psenl, Snea, Psenen, Psen2) waren auf beiden Arrays identisch und wurden mit
den Referenzgenen Dctnl und SSr4 normalisiert (9.4.5) und valildiert.

Nach AA-Cqg-Normalisierung zeigten hierbei 10 Gene (Aphla, Crh, Gap43, Gga3, II6,
Lrpl, Nael, Pinkl, Psenl, Ube2g2) signifikante Genexpressionsanderungen (p <
0,05; Bayes moderated t-test) und 11 weitere Tendenzen (0,05 < p < 0,1; Bayes mo-
derated t-test) in einem Fold Change-Bereich von 1,76 bis 0,653.

4.3.3 Validierung selektierter Gene mittels RT-qPCR

Auf den Microarray- und RT-gPCR-Array-Ergebnissen basierend wurden 16 Kandi-
datengene (Abb. 35) in Einzel-RT-gPCR-Analysen mit sechs biologischen und je drei
technischen Replikaten zur Erh6hung der statistischen Aussagekraft je Stimulations-
art (einfach-Stimulation A, vierfach-Stimulation A, vierfach-Stimulation B) und Refe-
renz untersucht (Stock et al., 2012; Medina und Tunez, 2013; Lenz et al., 2015 und
2016; Grehl et al., 2016). Bei Stimulationsart A im Vergleich zur Referenz zeigte sich
lediglich ein Gen (Gga3) als signifikant reguliert. Bei vierfach-Stimulation A trat bei
vier Genen (Calm4, Gap43, 116, MEOX2) eine signifikante Genexpressionsanderung
mit Anderungswerten von 2,30 bis 0,51 auf. Die vierfach-Stimulation B zeigte sechs
signifikante Genexpressionsdnderungen (Calm4, 116, Meox2, Nael, Pinkl, Psenen)

im Bereich von 5,39 bis 0,60 im Vergleich zu den Referenzproben (Abb. 35).
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Abb. 35: Genexpressionsanderungen der Kandidatengene nach verschiedenen Behand-
lungsmustern im Verhdltnis zur Referenzgruppe nach AA Cg-Normalisierung. Sternchen zei-
gen signifikante Expressionsunterschiede (p < 0,5; t-Test) zwischen Behandlung und Refe-
renz (Stock et al., 2012).

Der Vergleich zwischen den Behandlungen vierfach-A und -B zeigte bei drei Genen
(Actb, Bcl2I1, 116) signifikante Anderungen in der Genexpression in einem Bereich
des Fold Changes von 1,777 bis 0,373 wie in Abb. 36 ersichtlich (Stock et al., 2012).
Die Daten der Einzelgenvalidierungen der 27 Gene nach Stimulation mit Muster A

(einfach) sind tabellarisch im Anhang zu finden (9.4.4).
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Abb. 36: Fold Change der Kandidatengene in Gegenuiberstellung von vierfach-A vs. vierfach-
B-Behandlung. Die Sternchen markieren die unterschiedlich signifikant exprimierten Gene
nach AA C4-Normalisierung zwischen vierfach-A und B Behandlung (p < 0,5; t-Test) (Stock et
al., 2012).

4.3.4 Micro-RNA-Profiling

Der Einfluss von Magnetstimulation auf die Expressionsregulation der miRNA neuro-
naler Zellen ist, wie in Abb. 37 dargestellt, deutlich sichtbar und signifikant fur eine
grofl3e Anzahl von miRNAs im Vergleich zur Kontrollprobe (Stock et al., in praep. b).
Die Daten wurden AA Cq normalisiert unter Verwendung von hsa-miRNA-125b und
mmu-let-7a als Referenz und subsequent nach t-Test zeigten sich Expressionsande-
rungen von 41 und 36 % der miRNA bei Behandlung A und B. Im Gegensatz zur
Target-Gen-Validierung, bei der die meisten Gene auf die Einfach-Stimulation A sig-
nifikant regulierten, wurden die miRNAs nahezu gleich durch Stimulation A und B
beeinflusst. Hierbei zeigten die miRNAs hsa-miR-133b, hsa-miR-200a, hsa-miR-212
und mmu-miR-124a signifikante Expressionsanderungen fiir beide Stimulationsarten.
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Ein ahnlicher Trend war bei der Regulation von hsa-let-7e, hsa-miR-128a und hsa-
miR-204 durch Stimulation A erkennbar, wobei hsa-miR-204 Tendenz zur Signifikanz
(p-value < 0.1) bei Behandlung B zeigte.

Dennoch konnten signifikante miRNA-Expressionsanderungen bei jeweils nur einer
Stimulation, wie bei Behandlung B fir hsa-miR-10b, mmu-miR-134 und mmu-miR-

294 und bei Behandlung A fir hsa-miR-9 und mmu-miR-495, gefunden werden.

E quadruple A treatment vs control
E quadruple B treatment vs control

fold change

miRNAs

Abb. 37: Genexpressionsregulationen der miRNA fur vierfach-B und vierfach-A-Stimulation
im Vergleich zur Referenzgruppe (' signifikante Anderung) (Stock et al., in praep. b).

Im direkten Vergleich der beiden Stimulationsarten (Abb. 38) wurden &hnliche Effekte
der Expression der miRNA deutlich (Stock et al., in praep. b). Es trat nur eine geringe
Anzahl an signifikant unterschiedlichen Expressionen beider Stimulationsarten auf,
betreffend die miRNAs, die nur bei einer Behandlungsart im Vergleich zur Kontroll-
gruppe regulierten, wie hsa-miR-10b, hsa-miR-9 und mmu-miR-134. Die signifikante
Expressionsdnderung von hsa-miR-200a zeigte eine erhthte Down-Regulation bei
Behandlung B.

Die gesamten Werte der Stimulationsarten A und B im Vergleich zur Kontrollgruppe
sowie A und B im direkten Vergleich, einschliel3lich der p-Values und der exakten
Fold Changes fur alle miRNAs, befindet sich tabellarisch im Anhang.
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Abb. 38: Genexpressionsregulationen der miRNA fir vierfach-B-Stimulation im Vergleich zu
vierfach-A-Stimulation (' signifikante Anderung).

4.3.5 Integrative Analyse — Target Gene Interaction

Die Joint-Analyse zwischen den ausgewahlten miRNAs und den Ziel-mRNAs erfolgte
durch Dateneingabe der miRNAs sowie der Target-Gene-IDs oder -Namen in der
Analyse-Software DIANA-mirPath v3.0 (Vlachos et al., 2015) sowie miRWalk2.0
(Dweep et al., 2015).

DIANA-mirPath v3.0

DIANA-mirPath appliziert vorbestimmte miRNA-Targets (in CDS oder 3-UTR Regio-
nen), die auf Basis von DIANA-microT-CDS Algorithmen oder auch experimentell
validierten miRNA-Interaktionen, abgeleitet von DIANA-TarBase (DIANA-TarBase
v7.0), resultieren (Vlachos et al., 2015). Mit mehr als einer halben Million miRNA-
Gen-Interaktionen, basierend auf experimentell validierten Experimenten unter Im-
plementierung von 356 verschiedenen Zelltypen und 24 Spezies, stellt DIANA-
TarBase v7.0 eine der grof3ten Datenbanken weltweit dar (Vlachos et al., 2014).

In der Darstellung microRNA/Pathway-Clusters zeigte der Pathway Alzheimer's Di-
sease (Abb. 30, hsa05010) drei verschiedene Gene (APH1A, LRP1, PSEN1) korre-
liert mit sechs miRNAs, wie in Tab. 15 ersichtlich. In der Hierarchie der Signifikanz-
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Cluster 'pathway unions' positionierte sich der Pathway AD an erster Stelle (p-Value
< 0,1), gefolgt von 'NF-kappa B signaling pathway' (hsa04064, BCL2L1), 'Antigen
processing and presentation' (hsa04612, HLA-B) und 'Notch signaling pathway'
(hsa04330, APH1A und PSENL1). Die Signifikanz-Cluster der vier Pathways in Ab-
hangigkeit der gewéahlten miRNAs sind zweidimensional als Heatmap in Abb. 39 vi-

sualisiert (Stock et al., in praep. b).

Tab. 15: microRNA / Pathway Cluster Alzheimer's Disease (hsa05010).

MiRNA database target gene gene Ensembl id
hsa-let-7e-5p Tarbase LRP1 ENSG00000123384
Tarbase PSEN1 ENSG00000080815
hsa-miR-125b-2-3p Tarbase LRP1 ENSG00000123384
hsa-miR-128-3p microT-CDS PSEN1 ENSG00000080815
hsa-miR-132-3p Tarbase APH1A ENSG00000117362
hsa-miR-200a-3p Tarbase PSEN1 ENSG00000080815
hsa-miR-200a-5p microT-CDS PSEN1 ENSG00000080815
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Abb. 39: Heatmap der miRNA-Zielgen-Interaktion in Relation der analysierten Pathways
(Stock et al., in praep. b).

Samtliche miRNA-Gen-Interaktionen der von uns untersuchten hsa-miRNA (4.3.4
Micro-RNA-Profiling) und der selektierten Zielgene (4.3.3 Validierung selektierter Ge-
ne mittels RT-gPCR) sind in Tab. 16 dargestellit.
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Tab. 16: Integrative Analyse aller ausgewahlten microRNAs korreliert mit den Target-Genen
aus 4.3.3 in DIANA-mirPath v3.0

mMiRNA database target gene gene Ensembl id
hsa-let-7a-5p Tarbase PICALM ENSG00000073921
Tarbase APH1A ENSG00000117362
Tarbase GGA3 ENSG00000125447
Tarbase LRP1 ENSG00000123384
Tarbase UBE2G2 ENSG00000184787
Tarbase IL6 ENSG00000136244
microT-CDS BCL2L1 ENSG00000171552
hsa-let-7c-5p microT-CDS BCL2L1 ENSGO00000171552
hsa-let-7e-5p Tarbase LRP1 ENSG00000123384
Tarbase PSEN1 ENSG00000080815
microT-CDS BCL2L1 ENSG00000171552
hsa-miR-10a-5p Tarbase GAP43 ENSG00000172020
hsa-miR-10b-3p Tarbase HLA-B ENSG00000234745
Tarbase APH1A ENSG00000117362
microT-CDS HLA-B ENSG00000234745
TargetScan HLA-B ENSG00000234745
hsa-miR-125b-2-3p Tarbase LRP1 ENSG00000123384
hsa-miR-125b-5p Tarbase PICALM ENSG00000073921
hsa-miR-128-3p microT-CDS PSEN1 ENSG00000080815
hsa-miR-132-3p Tarbase APH1A ENSG00000117362
hsa-miR-133b Tarbase HLA-B ENSG00000234745
hsa-miR-184 TargetScan BCL2L1 ENSG00000171552
hsa-miR-200a-3p Tarbase PICALM ENSG00000073921
hsa-miR-200a-5p microT-CDS PSEN1 ENSG00000080815
hsa-miR-204-5p Tarbase PICALM ENSG00000073921
hsa-miR-212-3p Tarbase PICALM ENSG00000073921

miRWalk 2.0

Die Eingabe der selektierten Gene wird grundséatzlich auf zwei verschiedenen Wegen

durchgefihrt. Alternativ kann die Dateneingabe im Modul 'vorhergesagtes Zielmodul'

(predicted Target Modul) oder 'validiertes Zielmodul' (validated Target Modul) erfol-

gen.

‘predicted target modul' basiert auf zwolf verschiedenen miRNA-Target-Prediction-
Programmen (DIANA-microTv4.0, DIANA-microT-CDS, miRanda-rel2010, mirBridge,
miRDB4.0, miRmap, miRNAMap, doRINA i.e.,PicTar2, PITA, RNA22v2, RNAhyb-
rid2.1 and Targetscan6.2) zur Bildung neuer komparativer Plattformen der Bindungs-

seite des Promotors (vier Vorhersage-Datensets), der cds (funf Vorhersage-
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Datensets), 5-UTR (vier Vorhersage-Datensets)- und 3-UTR (13 Vorhersage-
Datensets)-Regionen (Dweep et al., 2015).

Es erfolgte die Eingabe der Zielgene (4.3.3 Validierung selektierter Gene mittels RT-
gPCR) im Bereich des validierten Zielmoduls Gene-miRNA-Targets (validated Gene-
MIiRNA Interaction Information Retrieval System). In diesem Bereich des validated
Target Modul sind verifizierte miRNA-Target-Interaktionen basierend auf mehr als
13650 Publikationen in vier bestehenden Ressourcen (miRTarBase, PhenomiR,
miR2Disease and HMDD) in miRWalk 2.0 (Dweep et al., 2015) dokumentiert und
angewendet.

Diese Moglichkeit der integrativen Analyse (Tab. 17) zeigte eine Korrelation dreier
Zielgene (IL6, BCL2L1, LRP1) mit drei gefundenen miRNAs (hsa-let-7a-5p, hsa-let-
7c-5p, hsa-miR-9-5p), die ebenfalls in den selektierten miRNAs vorhanden sind. Das
Gen LRP1 korrelierte, in Ubereinstimmung mit den Zuordnungen aus DIANA-mirPath
v3.0, mit hsa-let-7c-5p. Die selektierten mus musculus-miRNAs zeigten keine Korre-
lation zu den Target-Genen aus 4.3.3 in miRWalk 2.0.

Tab. 17: Integrative Analyse der Target-Gene mit den selektierten miRNAs in miRWalk 2.0

MiRNA database target gene gene Ensembl id
hsa-let-7a-5p miRWalk IL6 ENSG00000136244
hsa-let-7¢c-5p miRWalk BCL2L1 ENSG00000171552
hsa-miR-9-5p miRWalk LRP1 ENSG00000123384
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5. Diskussion

5.1 Einzelgenexpressionsanalytik

Die Ergebnisse zeigen, dass grundsatzlich, bei murinen neuronalen Zellverbanden in
vitro, wie auch in anderen Forschungsarbeiten am Organismus gezeigt (Mller et al.,
2000; Kudo et al., 2005; Medina und Tunez 2013; Nardone et al., 2015 ), nach repeti-
tiver Magnetstimulation verschiedener Stimulationsmuster, signifikante Genexpressi-
onsanderungen eintreten. Die in der Einzel-gRT-PCR spezifisch ermittelten Gene
stellen die Basis zum Verstandnis der Wirkung der rMS auf neuronale Netzwerke des
Frontalen Cortex dar. Hiermit lassen sich aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse
der Genexpressionsdnderung neuronaler Netzwerke durch repetitive Magnetstimula-
tion moglicherweise rehabilitative Verbesserungen in vivo (Medina-Fernandez et al.,
2017) erreichen, sowie Anwendungsperspektiven bei diversen pharmakologischen
und toxikologischen Tests (Johnstone et al., 2010; Grehl et al., 2016) in vitro er-
schlief3en.

In Folgeuntersuchungen mit veranderten bzw. wiederholten bekannten Stimulations-
mustern kénnten die verschiedenen Pathways charakterisiert und die funktionellen
Interaktionen innerhalb einer Gruppierung von Genen (Gstir et al., 2014) aufgezeigt
und verstanden werden. Weitreichend wére eine koordinierte Transkriptom-Reaktion,
hervorgerufen durch validierte magnetische Stimulationsmuster, denkbar. Eine fo-
kussierte und skalierte Beeinflussung Alzheimer- und Neurodegeneration-assoziierter
Gene wie z.B. Psenl (Miller et al., 2010) oder Rnf103 (Yasojima K. et al., 1997; Tsu-
jimura et al., 2008), das durch andere Arbeitsgruppen belegt im Organismus Beein-
flussung durch repetitive Magnetstimulation (Kudo et al., 2005) erfahrt, ist moglich.
Die reziproken Interaktionen der miRNAs mit Zielgenen kénnen hierbei Uber eine
durchgefiihrte Jointanalyse Hinweise und Erklarungen geben, die ein Verstandnis
des komplexen Zusammenspiels der Einzelgenexpressionen geben kdénnen (Godard
et al., 2015).

5.2 Stoffwechselvorgange, Signalinteraktionen sowie Patholo-

gien
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Die Darstellungen der Pathologien Alzheimer-Erkrankung (AD), Parkinson-
Erkrankung (PD) und Corea Huntingon (HD) in Pathways (KEGG) zeigen Ubersich-
tlich die annotierten Gene und aktiven Enzyme bei unterschiedlichen normierten po-
sitiven sowie negativen Regulationen aufgrund Magnetstimulation farblich markiert
(Abb. 30 - 32). Hierbei fanden bei allen pathologiebezogenen Genen und Metabolis-
men aller drei Pathways Regulationen statt. Analogien bestanden bei den Chromatin-
Komplexen |-V im Bereich positiver Regulation der Mitochondrien sowie einer negati-
ven Aktivitat des Zytochrom C. Mdglicherweise kann die pathologiebedingte Apopto-
se basierend auf mitochondrialen Dysfunktionen, wie beispielsweise dem gestorten
Proteinabbau, durch Magnetstimulation retardiert oder vielleicht sogar terminiert wer-
den. Somit kbnnte dem oxydativen Stress aufgrund des Anstieges der basischen
Aminosauren (Arginin, Lysin und Ornithin) und dem daraus resultierenden Freisetzen
des Proteins Zyto-chrom C (Braun et al., 2015) durch Magnetstimulation entgegen
gewirkt und ein rehabilitativer Prozess eingeleitet werden.

Im Pathway Huntington Disease zeigte sich eine deutliche Negativregulation in den
Genen REST und CREB. Eine Herabsetzung der Hemmung der transkriptionalen
oder post-transkriptionalen Genexpression beim Gen-Silencing (REST) lasst eine
hohere Expression neuronaler Gene wie BDNF oder nicht kodierender miRNAs, die
elementar fur neuronale Vitalitat, Plastizitdt oder dendritisches Wachstum sind (Hell-
mann et al., 2012; Moumné et al., 2013), zu. Dies wirde im pathologischen HD-
Organismus der REST-gesteuerten Gen-Repression, bei der REST aufgrund gestor-
ter Huntingtin-(Htt)-Interaktion Gberexprimiert, entgegen wirken. Die PD-Pathogenese
korreliert mit einer Variabilitat der CAG-Wiederholung im Htt-Gen (Lee et al., 2015).
Dies musste in weiterfihrenden Experimenten validiert und examiniert werden um
eine magliche gezielte Regulationsmanipulation zu erschliel3en.

Die negative Aktivierung des LRRK2-Gens im Bereich der anormalen Phosphorylie-
rung der Mitochondrien im mitochondrialen Pathway der Parkinsonschen Krankheit
stellt einen deutlichen therapeutischen Ansatz dar, der in weiteren skalierten Unter-
suchungen eine kontrollierte Beeinflussbarkeit moglich machen kénnte, da LRRK2-
Mutationen erwiesen mit PD korrelieren. LRRK2 (PARKS) stellt kausal 10% der auto-
somal dominant vererbten Parkinson-Formen sowie bei 3 % der sporadischen patho-
logischen Falle (Simon-Sanchez et al., 2009). Im Parkin-Ubiquitin Proteosom Path-
way kann eine stressbedingte Abhéngigkeit der PaelR-Aktivitat (Anhaufung von un-

gefaltetem PaelR) im endoplasmatischen Retikulum letztlich zum Zelltod fihrend, mit
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Magnetstimulation assoziiert werden. Dem gegenuber verstarken Hsp70 und CHIP
als Cofaktoren Parkins die Ubikinase von PaelR und wirken kontrar dem Zelltod (Ta-
kahasi & Imai 2003). Auch scheint sich eine erhdhte Aktivitat bei Synphilinl, das ei-
nem Abbau durch das Proteasom von Alpha-Synuclein entgegen wirkt (Alvarez-
Castelao & Castafio 2011), positiv zu erhdhen. In einer Einzelgenuntersuchung der
Regulationsreaktionen bei fein abgestimmter Magnetstimulation unterschiedlicher
Intensitaten und unterschiedlicher Frequenzen (70 +/- 4 Hz) kdonnte eine direkte Kor-
relation und Schlisselgenfunktion evident werden. Basierend auf diesen Daten sollte
eine Untersuchung des Gesamtgenoms bei markanten Stimulationswerten in Path-
way orientierter Darstellung erfolgen um die komplexe Vernetzung im Pathway zu
visualisieren und das Regulationsverhalten weiterer Gene, Enzyme und Proteine zu
analysieren, die systematische ambivalente Gesamtdynamik zu erfassen (Godard et
al., 2015) und, wie bisher erfolgt, gezielte Einzelgenanalytik durchzufihren.

5.3 Pathologie-korrelierende MicroRNA-Regulationen

Die anormale Expression verschiedener miRNAs in psychischen Erkrankungen wie
Depression, Autismus und vielen weiteren, ist auch bei neurodegenativen Erkran-
kungen wie Morbus Alzheimer (AD), Morbus Parkinson (PD) und Corea Huntington
(HD) evident (Chan et al., 2012).

Pathologien kausal bedingter Up-Regulation einer miRNA kann eine miRNA-
Inhibitionstherapie entgegen wirken, wahrend bei Repression der miRNA eine miR-
NA-Ersatztherapie mdglich ist (Zhang et al., 2013; Bhalala et al., 2013; Abb. 10).
Hierbei ist die Mdglichkeit, wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, eine unterschied-
liche Beeinflussung der Expression der miRNA durch unterschiedliche Stimulations-
muster der Magnetstimulation gegeben. Ahnliches belegen auch Experimente mit
ITMS bei Frequenzen von 10 Hz von Feng et al. (2014), bei denen neuronale
Stammzellproliferation mittels magnetstimulierter Up-Regulation der miRNA-25 und
des identifizierten Target-Gens p57 bei erfolgter Down-Regulation erzielt werden
konnte.

Eine durch Magnetstimulation hervorgerufene Up-Regulation der entsprechenden
MiRNA wirkt somit als miRNA-Amplifikation mit entsprechender Zielgendeaktivierung,
hingegen bei Down-Regulation als miRNA-Inhibitor mit daraus resultierender Ziel-

genaktivierung.
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Somit konnte durch definierte Magnetstimulation bedingte Up-Regulation der ent-
sprechenden miRNA &hnliche Amplifikation wie durch modifizierte Doppelstrang-
RNA-Molekile als miRNA-Mimics oder der Anwendung DNA-basierter Plasmide
(Abb. 10, 1) erzielt werden. Andererseits kdbnnte Magnetsimulation-bedingte Down-
Regulation inhibitorische Effekte, hervorgerufen durch Antagomire (anti-miRs, che-
misch synthetisierte Oligonukleotide), Plasmid-Inhibition, 'locked nucleic acids'
(LNAs) oder miRNA-Sponges, substituieren (Abb. 10; 3, 4) (Ma et al., 2010; Bhalala
et al., 2013).

Eine pro-inflammatorische Reaktion mit Makrophagenaktivierung, wie durch die
MiRNA-125b mit Target Gen IRF4 hervorgerufen (Ponomarev et al., 2013), erscheint
in den vorliegenden Experimenten bei beiden Stimulationsarten A und B geringfligig
gegeben, wie sich an den positiven Fold Changes aus Abb. 37 erkennen lasst. Im
Falle der Alzheimer-Erkrankung (AD), bei dem eine zu geringe Makrophagenaktivie-
rung einen Anstieg an Amyloid-Ablagerungen hervorruft, kann die Up-Regulation der
MiRNA-125b durchaus sinnvoll sein. Bei der Identifikation der miRNA-Regulationen
von Alzheimer-(AD)-Patienten zeigten Cogswell et al. (2008) die miRNA-9 signifikant
negativ reguliert in den Bereichen des Hippocampus, Cerebellum und medialem fron-
talem Gyrus. Auch hier kdnnte Magnetstimulation der Stimulationsart B, wie in unse-
ren Versuchen gezeigt, entgegen wirken. Weiterhin war bei den AD Patienten die
MiRNA-200 im Hippocampus positiv und im medialen frontalen Gyrus wiederum ne-
gativ reguliert, wobei durch die Magnetstimulation beider Stimulationsarten A und B
negative Regulation der miRNA-200 hervorgerufen wurde und somit partiell eine Ab-
senkung im Hippocampus erreicht werden konnte. Dies bedarf jedoch eingehender
hochfokaler Magnetstimulations-Experimente an transgenen Mausen, da der Hippo-
campus ohne Beeinflussung anderer Partitionen des Encephalons lokal diffizil insis-
tierbar ist. Die Ergebnisse von Lau et al. (2013) zeigen im frihen und mittleren Sta-
dium der AD geringste Mengen an miRNA-10b im humanen Frontalen Cortex gegen-
Uber normal. Dies zeigten bereits die Ergebnisse von Cogswell et al. (2008) an hu-
manem Gewebe und cerebrospinalem Liquor post mortem. miRNA-10b kann in kar-
zinogenem Gewebe Supression und Aktivierung der Translation verschiedener Gene
hervorrufen (Ma et al., 2010), Uber das Regulationsverhalten in validem neuronalen
Zellgewebe ist in der Literatur wenig zu finden, lediglich die Aussage, dass miRNA-

10b im Cerebrum fehlend sei, und in der Entwicklungsphase flir humane neuronale

123



Diskussion

Progenitor-Zellen (hNPCs) eine kausale Rolle spielen kdnnte (Jonsson et al., 2015).
Beide in der vorliegenden Arbeit angewandten Stimulationsarten wirken bei miRNA-
10b kontrar hochregulierend, Stimulationsart B signifikant.

In allen temporaren Phasen von AD zeigte sich miRNA-200a durchwegs positiv regu-
liert. In unseren Versuchen reguliert bei beiden Stimulationsarten miRNA-200 signifi-
kant negativ. Die miRNA-200-Familie ist in der Literatur in vielen karzinogenen Stu-
dien als Tumorsupressor beschrieben (Feng et al., 2014), jedoch existiert wenig Lite-
ratur tber miRNA-200 in neuronalem (Trimbach & Prakash, 2015) oder sich entwi-
ckelndem neuronalen Gewebe (Pandey et al., 2015). Down-regulierte miRNA-200
unterstitzt neuronale Proliferation, hingegen Up-Regulation neuronale Differentiation
(Pandey et al., 2015; Beclin et al., 2016).

Somit kdnnen MiIRNA-10b und miRNA-200a als durch Magnetstimulation beeinfluss-

bare Schlisselgene bei AD angesehen werden.

Die neuropathologischen Kennzeichen der Parkinson-Erkrankung (PD) sind nicht nur
im Verlust der nigrostriatalen dopaminergen Neurone (PDN) oder der zellularen Ak-
kumulation des AlphaSynuclein in den Lewy-Koérperchen (PDD) sichtbar, sondern
betreffen auch Areale des Préafrontalen Cortex mit dopaminergen Auslaufern patho-
logischer Kennzeichnung, jedoch nicht in der mortalen Exhibition als neuronaler Zell-
tod (Hoss et al., 2016).

Die heterogene Kausalitdt der PD-Pathogenese ist assoziiert mit einer Dysregulation
der miRNA (Kim et al., 2007). Hoss et al. (2016) konnten jedoch keine signifikanten
Expressionsanderungen der miRNAs (miRNA-133b, miRNA-134b, miRNA-34c), wie
in den Arbeiten von Kim et al. (2007) und Mifiones-Moyano et al. (2011), feststellen,
was sich auf fundamental differenziertes Gehirngewebe (Substantia nigra und Fron-
taler Cortex) zuruckfuhren lasst. Dies zeigt deutlich die sensible Beurteilung der Ex-
pressionsergebnisse in Relation zum untersuchten Gewebe sowie der molekularen
Analysemethoden wie RT-gPCR, Micro-Arrays und miRNA-Sequencing. miRNA-10b
ist bei PD (Hoss et al., 2016) signifikant down-reguliert. Die Stimulationsarten A und
B (signifikant) unserer Versuchsreihen zeigten hier eine Up-Regulation. Diese mag-
netstimulations-bedingten Regulationen kénnten eine mdgliche Pathologieassozia-

tion bei PD darstellen.
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Packer et al. (2008) zeigte einen signifikanten Abfall von miRNA-9 bei Corea Hun-
tington-(HD)-Patienten im fortgeschrittenen Stadium mittels eines Rasters von vor-
hergesagten REST-miRNA-Korrelationen. Eine Up-Regulation von miRNA-9, wie in
unseren Versuchen an salubren neuronalen Netzwerken durch Stimulationsart B
durchgefuhrt, konnte als miRNA-Amplifikation diesem HD-pathologischen supprimier-
ten miRNA-Level entgegen wirken, jedoch ist hier Validierung der Regulation unter

Verwendung HD-pathologischer Zellkulturen notwendig.

Die Stimulation mit Muster B (30 Hz) zeigte eine signifikante Erhéhung der miRNA-
134, die mit Muster A (70 Hz) eine Down-Regulation. miRNA-134 korreliert inhibie-
rend auf Ube3a, das die aktivitatsabhangige synaptische Entwicklung und Plastizitat
reguliert. Eine bidirektionale Stimulationsart-abhangige Regulation kénnte in Korrela-
tion zu Autismus oder Angelmann-Syndrom stehen (Valluy et al., 2015).

Ein mdglicher therapeutischer Nutzen der Bestimmung der miRNA als Biomarker
(Pritchard et al., 2012) fur die Feststellung der temporar optimalen Applikation der
Magnetstimulation, ahnlich der temporal dependenten Pathologie-Bestimmung der
medikamentdsen Therapie traumatischer Hirnverletzungen (TBI), aus Tierexperimen-
ten bekannt, oder der Unterscheidung bei Apoplexie-Pathologie zwischen ischami-
schem und hamorrhagischem Infarkt, ware denkbar (Bhalala et al., 2013). Die diag-
nostische Applikation der zellfreien zirkulierenden miRNA in Blut, Liquor, Flissigkei-
ten und Gewebe zur Graduierung der differenten Entwicklungsstadien der Friher-
kennung von Erkrankungen des zentralen Nervensystems stellt einen vielverspre-
chenden Therapieansatz mit ersten Erfolgen dar (Sheinerman & Umansky 2013; Ba-
sak et al., 2016; Sharma et al., 2016).

MiRNA-124 (auch miRNA-124a) gilt als die am meisten im Cerebellum vorkommende
(Guo et al., 2009) sowie am besten an verschiedenen Organismen untersuchte miR-
NA (Gao, 2010). Die signifikante negative Regulation der anti-inflammatorischen
mMiRNA-124a bei unseren beiden Stimulationsmustern A und B korreliert in einem
Ansteigen der Proliferationsrate sowie einer negativen Expression des Interleukin 6
(IL-6). Somit kénnte via Magnetstimulation die Mdglichkeit der Modulation der Mik-
roglia und Makrophagen bei neurodegenerativen Erkrankungen zur Uberwindung der
Blut-Hirnschranke gegeben sein (Ponomarev et al., 2013).

MiRNA-128a exprimiert in adulten neuronalen Zellen und reguliert das motorische

Verhalten durch Modulation neuronaler Netze sowie deren Exzitabilitat (Tan et al.,
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2013). Die Supression der miRNA-128, wie in unserem Fall durch beide Stimulatio-
narten hervorgerufen, bewirkt eine Expression der extrazellularen signalregulieren-
den Kinase (ERK2, MAPK1) und somit neuronal exzitatorisch. Die Stimulation mit
Muster A (70 Hz) zeigte signifikante Down Regulation und damit Erhéhung der moto-
rischen Signalaktivitat.

Ein Gesamt-miRNA-Profiling neuronaler Zellkulturen des Frontalen Cortex und ande-
rer Segmente des Cerebellum (Pritchard et al., 2012) nach elektromagnetischer Be-
feldung, mit der Analyse aller zur Zeit bekannter miRNAs, wird sicherlich einige hoch-
interessante miRNA-Regulationen aufdecken, die in weiteren Studien validiert und
auch in Anbetracht der reziproken mRNA-Regulationen korreliert werden mussen.
Diese Netzwerk-Genregulationsmuster basieren auf der Tatsache, dass eine miRNA
mehrere hundert mMRNAs regulieren kann und hierin multiple komplexe biologische
Informationen enthalten sind. Aktuell sind 709 verschiedene miRNAs beim Maus-
miRNome und 1113 beim Human miRNome mittels kommerziell erhaltlicher Micro-
RNA-gPCR-Array-Panels gleichzeitig analysierbar (System Biosciences 2017,
http://www.mirbase.org/search.shtml). Eine Selektion Pathologie-relevanter miRNAs
wie bei Gstir et al. (2014), zusammengestellt auf einem Microarray, stellt eine effi-
ziente Moglichkeit der Erfassung einer fokussierten Diversifikation durch Magnetsti-

mulation dar.

5.4 Integrative Analyse

Die Software-Tools miRWalk2.0 und DIANA-mirPath v3.0 dienten zum Auffinden der
Korrelationen unserer selektierten Zielgene und miRNAs. miRWalk fand lediglich bei
drei miRNAs (hsa-let-7a-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-9-5p) und drei Zielgenen (IL6,
BCL2L1, LRP1) Korrelation. In Ubereinstimmung der Ergebnisse aus DIANA-mirPath
v3.0 korrelierte das Gen LRP1 mit hsa-let-7c-5p.

In DIANA zeigte sich GAP43 mit hsa-miR-10a korreliert. Experimentell bewirkte die
vierfache Stimulation A eine signifikante Down-Regulation, wobei hsa-miR-10a in Re-
pressorfunktion entsprechend reziprok positiv regulierte. Eine &hnlich negative Regu-
lation zeigte APH1A bei singularer und deutlicher bei vierfacher Stimulation A und
Hochregulation von hsa-miR-10b. Hierbei sind Polymorphismen in der Promoter-
Region dieses Gens assoziiert mit einem erhéhten Risiko einer Entwicklung der spo-
radischen Alzheimer-Erkrankung (AD). LRP1 regulierte bei allen Stimulationsarten

gering negativ und stimmt mit der positiven Regulation von hsa-miR-125b bei den
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Stimulationsarten vierfach-A und vierfach-B Uberein. Das Gen CALM4 regulierte sig-
nifikant positiv nach beiden Stimulationsarten (vierfach-A und B) bei entsprechend
signifikant negativ regulierender hsa-miR-200a ebenfalls bei beiden Stimulationsar-
ten. Auch die zusatzlich mit CALM4 korrelierende hsa-miR-212 regulierte in beiden
Stimulationsarten signifikant negativ. Diese konsistenten Regulationen der mRNAs
reziprok mit miRNAs nach Korrelationsanalyse in DIANA-mirPath v3.0 validieren die
Maoglichkeit, unter Vermeidung des Bias-Konflikts (Godard et al., 2015), selektierte
Genregulationen, durch verschiedene Stimulationsmuster hervorgerufen, in ihrer
Interaktion zu erfassen. Hieraus kdnnen Assoziationen und Funktionen mit weiteren
MRNAs oder miRNAs aufgedeckt werden, die das zu untersuchende Spektrum mit

experimenteller Unterstitzung erweitern und erkléaren (Vlachos et al., 2015).
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6. Schlussfolgerungen

Elektromagnetische Befeldung in Form von repetitiver Magnetstimulation (rMS) be-
einflusst das Transkriptom neuronaler muriner Zellen in multiplen Aspekten. Die For-
schungsergebnisse validieren bestehende und liefern neue Erkenntnisse sowie Pa-
thologie-assoziierte Schlisselgene (MiIRNA-10b, miRNA-200a), die als Basis flr wei-
terfihrende Untersuchungen dienen kénnen.

Die Methodik der Messung der Signalaktivitat auf MEAs als qualitatives Vitalitatskrite-
rium erflllte vollkommen die geforderten Kriterien. Die Validierung der elektrophysio-
logischen Signalaktivitat neuronaler Zellkulturen vor molekularer Expressionsanalytik
stellt ein Novum in der Methodik dar. Es zeigte sich weiterhin die Moéglichkeit einer
experimentellen Vorselektion bestimmter Feldapplikationen anhand der respondie-
renden Spontanaktivitat mit den entsprechenden Mustern und Amplituden.

Gezielte Gen- und miRNA-Regulationen, hervorgerufen durch unterschiedliche Sti-
mulationsmuster und Intensitaten, sind aufgrund der Ergebnisse realisierbar. Der
hochkomplexe Bereich des Gen-Silencing mit Regulation der miRNA und folgender
Aktivierung oder Supression bzw. Degradation selektierter mRNAs kann durch rMS
determiniert erreicht und beeinflusst werden. Pathologie-assoziierte definierte Regu-
lationen der mRNA und miRNA, durch rMS induziert, eréffnen neue non-invasive the-
rapeutische Forschungsansatze. Weiterflhrende intensive Untersuchungen, die zu
Validierungen und Evaluierungen der Wirkungsweise der rMS an gesunden und neu-
ropathologischen murinen Zellkulturen flhren, sind notwendig. Sukzessive kdnnen
durch Applikation an pathologischen Mausorganismen (transgene Mausen, AD, PD
und HD) oder Zellkulturen, basierend auf patienteneigenen iHPSCs (Mertens et al.,
2016; Tidball & Parent, 2016), die Stimulationsmuster optimiert werden.
Expressions-Profiling des gesamten Genoms und miRNoms bei Applikation der Sti-
mulation A (70 Hz Stimulation, 2-/4-/6-/8-fach) unterschiedlicher Intensitaten (Feld-
starken) und Intervalle sind vielversprechend. Hierbei ist eine Variation des zu unter-
suchenden Gewebes nicht nur nach Pathologie-bedingter Kausalitat sinnvoll, son-
dern auch kategorisch um komparativ gegentberstellen zu kénnen und reziproke
Regulationen zu erfassen (Lau et al., 2013). Die Variation der Parametrierung wie
Substitution des Kulturmediums (Serum-freie Zellkultur) durch Liquor-aquivalentes

Medium (Bikbaev et al., 2015) oder temporare Variation der Kryokonservierung post
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Stimulation stellen gravierende zu beachtende Faktoren der Genexpressionsanalyse

dar, die validiert werden mussen.
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9. Anhang

9.1 Protokoll zur experimentellen Vorgehensweise mit neurona-

len Zellkulturen auf MEA im Neuroversuchstand des Neuro-
labors, IMETUM, Garching.

Generelle Hinweise

Zur Durchfihrung der gesamten Vorbereitung, der Experimente und des Abbaus
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weisungen in dieser Anleitung nicht aul3er Kraft gesetzt. Bei eventuellen Unklarheiten

sind stets die zustéandigen Fachkrafte zu kontaktieren.

b)

Durchfiihrung

Abholung der Zellkultur aus dem Reinraum-Bereich Neurobiologie
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Es ist stets auf die Beschriftungen der Petrischalen zu achten!

Die Nummerierung (wichtig fur Populationsvektordarstellung) von Doppel-
kammer-Chips beginnt mit der Ziffer 5, die der Einfachkammer-Chips MMEP4
mit 4.

Bei Nutzung des Arbeitstisches UV-Licht anschalten (20-60 Minuten laufen
lassen!), wahrenddessen keinesfalls in das Licht sehen!

Arbeitstisch mit Natriumhyperchlorid reinigen und mit Ethanol nachwischen.

Mikroskop vor und nach Benutzung mit Alkohol abwischen.

Vorbereitungen im Arbeitsbereiches im Werkstofflabor

Das UV-Licht zur Sterilisation des Arbeitsbereichs anschalten. (Wahrenddessen-

sollte dort nicht gearbeitet werden.)

Nitril-Handschuhe anziehen und mit Ethanol desinfizieren.
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Folgende Aufbauten und Werkzeuge sind bereit zu halten und bei Bedarf selbst
zu reinigen:

0] Zellkammer
Kappe fur Kammer
O-Ring
Zebra-Strips (Fujipolo, Cranford, NJ,USA)
gof. Silikonfett
autoklavierte Pinzetten
Wattestabchen
Transferpipetten ggf. im Reinraum
Autoklaviertes Filterpapier
Natriumhyperchlorid
Ethanol

O 0O 0O 0O o o o o o o

e Gummidichtung (O-Ring) mit Pinzette in Unterseite der Kammer einsetzen,
ggf. vorher mit Silikonfett einfetten. Nicht berihren!

e Chip aus Petrischale mit Pinzette auf Filterpapier legen um Wasser abzu-
trocknen.

e Chip zentriert auf Kammer legen. Kammer nur an den Seiten berihren, wobei
das Glas vollstandig auf dem Gummiring aufliegen muss, sonst besteht
Bruchgefahr beim Festschrauben der Kammer!

e 2 ml Medium vom Rand der Kammer abpipettieren (1-2 mm Resthdhe).

e Latexring abnehmen, Kammer aufsetzen und mdglichst eben und gleichmalig
festschrauben.

e Abgenommenes Medium teilweise zuriickgeben (bis zur unteren Kante der
Kammer).

e Kappe der Kammer aufstecken.

e Medium mit Filterpapiersticken am Rand der Kammer méglichst vollstandig
abtupfen (seitlich dazwischen schieben).

e Kontakte der Messkammer mit Ethanol getrankten Wattestabchen reinigen.

e Zebra-Strips (Kontaktstreifen) ebenso reinigen und auf die Kontakte aufbrin-
gen.

c) Inbetriebnahme im Faraday'schen Kéfig
156



Anhang

d)

Verstarkerplatine aufstecken und vorsichtig und nicht zu fest auf Mikroskop-
Tisch mittels Schraubchen fixieren. Schrauben der Kammer nachziehen.
Gaszufuhr-Regelung (Haupthahn und Dosierhahn) fur medizinische Luft und
CO, offnen. Die Zulaufe fur Gas und Wasser befinden sich in Kuvetten mit
Natriumhyperchlorid zur Desinfektion, jedoch nicht in der Flussigkeit selbst!
Das abgestandene H,O zunéchst ablaufen lassen (hohe Geschwindigkeit, z.B.
1 ml/min an der Pumpe einstellen), den Anschluss der Begasungskammer mit
autoklaviertem Wasser spulen und reinigen.

Zufuhr an den Flaschen selbst 6ffnen und die Zusammensetzung auf 8% CO.
und 92% medizinische Luft mittels Feineinsteller justieren. Auf unterschiedli-
che Skalierungen achten!

Nachfillen der Wasserspritzen mit autoklaviertem Wasser nach Abklemmen
des Schlauchs mittels langlicher Nadeln.

Volumenstrom auf 200 pl/h an der Perfusionspumpe einstellen.

Konnektierung flr Hauptverstarker anbringen.

Abschirmfolie um Wasserleitung, Kammer und Faraday'schen Kéfig als elek-
trische Erdung festlegen.

Beide Temperaturfuhler einsetzen.

Filterbank anschalten.

Stromversorgungen sowie Plexon-Verstarker in Betrieb nehmen.

Bedienung der Plexon Software

'Plexon Server' starten.

'Plexon MEA Sort Client' 6ffnen.

Unter 'Settings' die 'Waveform' auf 1400 us und den 'Pre-threshold' auf 300 ps
einstellen, anschlieRend 'Settings' minimieren.

Es ist eine Rauschamplitude von 200-400 mV zu erwarten. Bei dauerhafter
Uberschreitung dieser kann von einem Defekt der entsprechenden Elektrode
ausgegangen werden.

Unter 'Settings' lasst sich die Gesamtverstarkung 'Gain' einstellen. Diese sollte
bei ca. 10.000 liegen.

157



Anhang

Der 'threshold' lasst sich Uber Anklicken der entsprechenden Spalte auf allen
Kanalen gleichzeitig setzen. Ein sinnvoller Wert ist hier erfahrungsgemaf
—17'.

Unter 'Register Global' sollte die Betrachtungszeit auf die maximalen 1,4 ms
eingestellt werden.

Wichtig: Das 'Setting'-Fenster darf nur minimiert und nicht geschlossen wer-

den!

e) Abbau der Zellkultur

Netzteile und Heizung ausschalten

Bei kontaminiertem Medium, Pilzbefall (Schimmel) oder Bakterien (Medium
milchig, gelblich oder anders verfarbt; kleine vibrierende Punkte im Mikroskop
sichtbar) den Chip mit Natriumhyperchlorid behandeln.

Kultur und Medium entsprechend den Sicherheitsvorschriften entsorgen!
Kappe der Zellkammer mit Ethanol reinigen. (Isopropanol wirde nicht komplett
verdampfen!)

Chips ausldsen und zur Reinigung im Reinraum abgeben.

O-Ring herausnehmen und diesen, die Kammer selbst und alle sonstigen Tei-
le reichlich mit demineralisiertem Wasser ausspulen. Indirekt sptlen, da durch
hohen Wasserdruck die Elektrodenstruktur auf dem Chip beschadigt werden
kann! Alle Teile der Kammer (auf3er dem Chip selbst!) mit ca. 10%-Deconnex
12PA (VWR) L6sung und danach zusatzlich doppelt in entmineralisiertem H,O
fur je 15 Min. bei 60-70 °C im Ultraschallbad reinigen. Zwischen den Reini-
gungsgangen mit entmineralisiertem H,O ausspulen, insbesondere die Zulau-

fel

Zusammenfassung der wichtigsten Einstellungen

Volumenstrom Reinstwasser wahrend dem Experiment: 200 pl/h
Volumenstrom Reinstwasser zwischen den Experimenten: 40 pl/h

Optimale Osmolaritat des Mediums: 300-320 mOsmol/kg

Temperatur auf PC Anzeige: 36 °C (niedrigerer Wert, da Messung leicht ver-
falscht)

Volumenstrom medizinische Luft: 92 ml/min
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e Volumenstrom CO,: 8 mi/min

e pH-Wertbeica. 7,4
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9.2 Statistische Analyse der Microarray Daten - Programmierung
in R

#Microarray: Magnetic Field Stimulated Mouse Neural Stem Cells

HRH R HHHHHH AR AR AR AR R AR R R R

#A) Statistically Analysis of Microarray (LIMMA, Linear Model for Microarray Analysis
in R)

##1.Install/Load Initial Package Set
source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

biocLite("oligo™) ## A package to analyze oligonucleo-
tide arrays expression/SNP/tiling/
exon) at probe-level. It currently sup-
port Affymetrix (CEL files) and Nim
bleGenarrays (XYS files).

biocLite("pd.mogene.1.0.st.v1") ## Platform Design Info for Affymetrix
MoGene-1_0-st-v1; This package is to
be used in conjunction with the oligo
package.
biocLite("mogenelOsttranscriptcluster.db") ## Affymetrix Mouse Gene 1.0-
ST Array Transcriptcluster Re-
vision 8 annotation data (chip
mogenelO0sttranscriptcluster)
assembled using data from
public repositories.

biocLite("limma") ##Load After rma() is completed
##Data analysis, linear models and
differential expression for microarray
data.

library(oligo)
library(pd.mogene.1.0.st.v1)
library(mogenelOsttranscriptcluster.db)

##2. Set/Check Working Directory (The Working Directory MUST contain the raw
data in .CEL format and the Phenotype Data (design matrix/ targets.txt) file)

A) Lab Computer
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setwd("C:/Users/AG MolZoo/Desktop/MouseArray/Marc/Limma(R)/Data and
Target File")

getwd() ## Ensure that the directory is set correctly

B) Home PC (Desktop)

setwd("C:/Users/controll/Desktop/MouseArray/Marc/Limma(R)/Data and
Target File")

getwd() ## Ensure that the Directory is set correctly

##3. Read in the CEL files and Phenotype Data txt files

##(SideNote): Affymetrix microarray data formats: Family of file
formats used for the storage and exchange of microarray
data and meta information.

#-->CEL files store a raster of intensity values of individual
probes.
#The CEL file stores the results of the intensity
calculations on the pixel values of the DAT file.
#This includes an intensity value, standard
deviation of the intensity, the number of pixels used
to calculate the intensity value,
#a flag to indicate an outlier as calculated by the
algorithm and a user defined flag indicating
the feature should be excluded from future analysis.
#CHP files contain processed information about probe
sets.
#CDF files describe which probes are part of which probe
set.
#GIN files store the gene names associated with each
probe set.
#PSI files store probe set names and the number of probe
pairs in a probe set.

##3.1 Import PhenoData as an AnnotatedDataFrame
##-->The Phenotype Data (PhenoData) is a Table in tab-
delimited text format which describes the experimental conditions
for each of the arrays (Also known as Target File)
#Each chip should be given a unique name or number (in
the Name column)
#The Affymetrix CEL file name should be listed for each
chip in the FileName column
#The Target column tells limma or affyimGUI which chips
are replicates
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##-->1t is important that the Cel filenames in the Name column
match the Cel filenames in the directory, as the phenodata will be
used to read in the CEL files in the next step.

## In this first step, the Phenodata is read in as an
AnnotatedDataFrame(Class Containing Measured Variables
(expr.Set) and their Meta-Data Description(Phenodata))

pd<- read.AnnotatedDataFrame("./targets.txt") ##Create an instance of
classAnnotatedData

Frame by reading a file
pd

##3.2 Import Cel files based on rownames of the PhenoData

data<- read.celfiles(rownames(pData(pd))) ##Reads CEL
files.
data

##3.3 Combine phenoData(pd) with data

phenoData(data) <- pd
phenoData(data)

##4. Preliminary Exploratory Data Analysis

##4.1 Histograms (Visualize the distribution of the intensities in each array of
the dataset)
##-->Used to visualise the spread of data and compare and con-
trast probe intensity between the arrays of the dataset
##The x-axis represents probe density level and the y-axis indi-
cates probe intensity.
##There are a number of inferences that can be made from
these plots
##1) a bimodal distribution in the raw data is often
indicative of array containing a spatial artifact
##2) an array which is shifted to the right often has
abnormally high background interference

hist(data, main="Raw/Pre-processed Microarray Data")
## Histogram of preprocessed data (Visualizes all arrays
in one graph)

##4.2 Boxplots (Visualize the distribution of the intensities in each array of the
dataset)
##Description: A boxplot is a convenient means by which to
compare the probe intensity levels
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##between the arrays of a dataset. Either end of the box
represents the upper and lower quartile.

## The line in the middle of the box represents the median.
##Horizontal lines, connected to the box by “whiskers”, indicate
the largest and smallest values not considered outliers. Outliers
are values that lie more than 1.5 times the interquartile range
from the first of third quartile (the edges of the box);

##they are represented by a small circle.

##If one or more arrays have intensity levels which are drastically
different from the rest of the arrays, this may indicate a problem
with these arrays.

##These kinds of problems can however sometimes be corrected
by normalization.

## For microarray data, these graphs are always constructed
using log2 transformed probe intensity

##values, as the graph would be virtually unreadable using raw
values.

boxplot(data, main="Raw/Pre-processed Microarray Data")

##4.3 M-A plots using raw/ unnormalized data
##--> An MA plot is an application of a Bland—Altman plot for
visual representation of two channel DNA microarray gene
expression data
##which has been transformed onto the M (log ratios) and A
(mean average) scale.

##Microarray data is often normalized within arrays to control for

systematic biases in dye coupling and hybridization efficiencies,

##as well as other technical biases in the DNA probes and the

print tip used to spot the array.[1]

##By minimizing these systematic variations, true biological
differences can be found.

##-->To determine whether normalization is needed, one can plot
Cy5 (R) intensities against Cy3 (G) intensities and see
whether the slope of the line is around 1

##For Affymetrix chips, there is only one channel on each array,
so the only meaningful way to define M (the log ratio) is to com-
pare each chip to pseudo-median reference chip.

par(mfrow=c(3,2)) ## par can be used to set or query graphical
parameters. Parameters can be set by specifying
them as arguments to par in tag = value form, or by
passing them as a list of tagged values.

MAplot(data) ## Creates an MA-plot with color coding for control
spots.
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##4.4 Visualize Cel File Image (Check for technical problems such as spots or
lines of fluorescent background)

image(data[,Ncel]) ## Select specific array
image(data[,1]) ## Select first array (#1) for visualization

##5. Summarizing Expression Values: Normalization and Background Correction
(Pre-processing)
##--> Pre-processing

##Before any kind of microarray data can be analysed for diffe-
rential expression
##several steps must be taken. Raw data must be quality as
sessed to ensure its
##integrity. Unprocessed raw data will always be subject to some
form of technical
##variation and thus must be preprocessed to remove as many
unwanted sources of
##variation as is possible, to ensure that results are of the
highest attainable level
##of accuracy. Ideally, the data being assayed should be pre-
processed using several
##different methods, the results of which should be compared to
identify which
##method is of the highest level of suitability. The most
appropriate method should
##then be used to preprocess the raw data before differential
expression analysis.

##Background Correction
##The first step is generally to background correct the
intensity reading for each
##spot. Background fluorescence can arise from many
sources, such as non-specific
##binding of labeled sample to the array surface,
processing effects such as deposits
##left after the wash stage or optical noise from the
scanner. There is always
##some level of background noise, even if nothing but
sterile water is labeled and
##hybridized to the array, some fluorescence will still be
picked up by the scanner.

##Normalization
##The next stage is normalization. The purpose of this
step is to adjust data for technical
##variation, as opposed to biological differences between
the samples. There
##will always be slight discrepancy between the
hybridization processes for each array
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##and these variations tend to lead to scaling differences
between the overall

##fluorescence intensity levels of various arrays. For ex-
ample the quantity of RNA

##in a sample, the amount of time for which a sample
spends hybridizing or the

##volume of a sample can all introduce significant
variance. Even subtle physical

##differences between arrays or between the scanners
used to read arrays can have

##an effect.

##Put simply, normalization ensures that when comparing
expression levels of

##different arrays, that we are, as much as is possible,
comparing like with like.

##Studies have shown that the normalization method used
has a significant difference

##on final differential expression levels, so it is vital to
choose an appropriate method.

##5.1 RMA Method (Robust Multi-Array Analysis)

#--> RMA is an academic alternative to Affymetrix algorithms for con-
verting probe
##level data to gene expression measures. This method is dis-
tinct from Affymetrix
##methods in that it completely ignores the MM probe readings;
the inventors of
##the algorithm claim that the MM probes introduce more noise
and that, while
##acknowledging that these probes do provide useful
information, have not, at the
##time of publication of the method, found a productive way to
use it.
##The methods works by adjusting for background noise on a
raw intensity scale,
##which does not lead to negative background corrected values.
The log2 transformed
##value of each background corrected PM probe is obtained and
these values
##are normalized using quantiles normalization, which was de-
veloped by Bolstad et al., (2003).
##Robust multi-array analysis is then carried out on the quan-
tiles.

allgene<- rma(data) ## Robust Multichip Average preprocessing
methodology. This strategy allows back
ground subtraction, quantile normalization
and summarization (via median-polish).
print(allgene) ## Gives a summary
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head(exprs(allgene)) ## Expression set table

##5.2 Exploratory Analysis: Comparing Raw Data Vs. Processed Data (RMA)

##5.2.1 Boxplots

par(mfrow=c(2,1))
boxplot(data, main="Raw/Pre-processed Microarray Data")
## Boxplot of Raw Data
boxplot(allgene, main="Processed Microarray Data")
## Boxplot of RMA processed Data

##5.2.2 Histograms

par(mfrow=c(3, 3)) ##NOT WORKING
hist(data, main="Raw/Pre-processed Microarray Data")

## Histogram of Raw Data
hist(allgene, main="Processed Microarray Data")

## Histogram of RMA processed Data

##5.2.3 M-A plots
par(mfrow=c(2,6))
MAplot(data) ## Creates an MA-plot using the Raw Data

MAplot(allgene) ## Creates an MA-plot using the RMA
processed Data

##6. Importing/Creating Annotation file from mogenel0sttranscriptcluster.db and re-
moving/ getting rid of Control Probes

##6.1 Load the "control annotations” (mogenel0stCONTROL) and "Array
Tools" package

data(mogenelOstCONTROL, package="ArrayTools")
##6.2 Create a Vector (rids; Reference IDs) containing all AffylDs (rownames
of expression set allgene)
rids<- rownames(exprs(allgene))
## Retrieve or set the row or column names

of a matrix-like object rids

##6.3 Create Annotation Vectors from mogenelO0sttranscriptcluster.db using
the rids object (Vector of AffylIDS)
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## mget searches for each rowid in mogenelOsttranscriptcluster.db
(which is an Affy probe identifier, e.g. 10608724 which corresponds to
NM_008818)

## unlist turns the list into a vector

## Note: To list the objects available in the annotation package

Is("package:mogenel0sttranscriptcluster.db™)
--> The Is function lists the R objects in your current
working environment.

ac<- unlist(mget(rids, mogenelOsttranscriptclusterACCNUM,
ifnotfound=NA))

en<- unlist(mget(rids, mogenel0sttranscriptclusterENTREZID,
ifnotfound=NA))

gn<- unlist(mget(rids, mogenel0sttranscriptclusterGENENAME,
ifnotfound=NA))

sm<- unlist(mget(rids, mogenelO0sttranscriptclusterSYMBOL,
ifnotfound=NA))

an<- cbind(id=rids, ## create annotation file
GeneName=gn,
Symbol=sm,
Accession=ac,
EntrezlD=en)

##6.4 Remove/ Get Rid of Control Probes from Annotation File

## Variable "an" is a matrix with all the annotation data within

## an[,1] %in% mogenel0stCONTROL[,1] selects those rows that are
not control probes

## so here we are getting rid of the control probe

ann<- an[!(an[,1] %in% mogenel0stCONTROL[,1]),]
## Annotation File without Control
Probes

gene<- allgene[!(an[,1] %in% mogenel0stCONTROL[,1])]
## Expression Set without Control
Probes

##7. Limma (modified t-test; eBayes function)
##Limma is a package for the analysis of gene expression
microarray data, especially the use of linear
#models for analyzing designed experiments and the
assessment of differential expression.
#Limma provides the ability to analyze comparisons
between many RNA targets simultaneously.
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#It has features which make the analyses stable even for
experiments with small number

#of arrays—this is achieved by borrowing information
across genes. The normalization and

#exploratory data analysis functions are for two-color spot-
ted microarrays. The linear model

#and differential expression functions apply to all micro-
arrays including Affymetrix and other

#single-channel microarray experiments

##7.1 Load Limma Library
library(limma)

#7.2 Design Matrix
##The design matrix indicates which RNA samples (Treatment or
Control) have been applied to each array

fac<- factor(pd$Target, levels=c("R","T"))
design<- model.matrix(~fac)
colnames(design) <- c("T", "R vs T")

##7.3 Fitting Linear Model

fit<- ImFit(gene, design) ##Fit linear model for each gene given
a series of arrays

##7.4 Calculate Differential Expression (Bayes Shrinkage of Standard Error)
#Given a series of related parameter estimates and standard
errors, compute moderated t-statistics,

#moderated F-statistic, and log-odds of differential expression by
empirical Bayes shrinkage of the
#standard errors towards a common value.

##These functions is used to rank genes in order of evidence for
differential expression. They use an

#empirical Bayes method to shrink the probe-wise sample
variances towards a common value and

#to augmenting the degrees of freedom for the individual
variances (Smyth 2004).

fit<- eBayes(fit)
##7.5 Save All Results

results<- topTable(fit,coef=2, genelist=ann, number="infin")
## Create topTable with all results
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tmpnam<- colnames(results)

## create Vector with Column names
tmpnam[1] <- "affylD"

## Change ID to "AffyID"
colnames(results) <- tmpnam

## Add modified Colname vector to

results
write.table(results, file="results.xlIs", sep="\t", row.names=F,
col.names=T, quote=F)

## Write results to excel file

HHHHHHHHHHHH R R H R H R
R HHHHHH AR AR AR AR R AR AR
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9.3 Programmablauf und Struktur der Microarray-Daten der ver-
wendeten Microarrays Affymetrix Mouse GeneChip® 1.0 ST in
DAVID — Funktionelle Annotation

#B) DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis (Web-based
Service)

HHHHHAHHHH AR AR AR R R

##1. Create a list of significant genes (AffylD's)

#--> Open the "results” excel file (from Step (A)6.5) and use the filter function
to filter genes based on their p-value (Set to 0.05 or 0.001 sign. level)

##2. Go to the DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis web-
site and start analysis

#2.1 david.abcc.ncifcrf.gov
#2.2 Click on "Start Analysis" Tab

#2.3 Select the "Upload" tab in the blue right side bar (top left)

#2.3.1 In step 1 of upload, copy the significant genes (AffylD’s) from the
filtered excel file and paste them into the upload data field (Step 1A: Paste a
list)

#2.3.2 In step 2 of upload, select "Affymetrix Exon Gene ID"

#2.3.3 In Step 3 of upload, select gene list

#2.4 Select the "Background" tab in the blue right side bar (top right)
#2.4.1 Select Affymetrix Exon Background, Mogenel-0-st-v1

#--> Once gene list and background are entered selected, the analysis
should complete automatically

R HHHHH R R H R H R
HRHHHHHHHHAHH AR AR AR AR R AR R R R R
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#C) Pathview: pathway based data integration and visualization (R)

B R R R R R R
##-> maps and renders user data on relevant pathway graphs. All users need
is to supply

## their gene or compound data and specify the target pathway. Pathview
automatically downloads the pathway

## graph data, parses the data, maps user data to the pathway, and renders
pathway graph with the mapped

## data. Although built as a stand-alone program, pathview may seamlessly
integrate with pathway and gene

## set (enrichment) analysis tools for a large-scale and fully automated
analysis pipeline.7

##1.Install/Load Initial Package Set

source("http://bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite("pathview")

library(pathview)

##2. Set/Check Working Directory (The Working Directory MUST contain txt)

A) Lab Computer

setwd("C:/Users/AG MolZoo/Desktop/MouseArray/Martin/Pathway Analysis/
PathViewR/Rsession")

getwd() ## Ensure that the directory is set correctly

B) Home PC (Desktop)

setwd("C:/Users/controll/Desktop/MouseArray/Martin/Pathway Analysis/
PathViewR/Rsession")

getwd() ## Ensure that the directory is set correctly

##3. Import Data (Text File) as Dataframe and Convert to Matrix

##->The txt file must contain 2 columns, the first with AffylDs and the second
with the LogFC values
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##NOTE: The first column/row (AffylD) can not contain a header, in
other words, field A1 must remain BLANK

##3.1 Read-in Data as DataFrame

data<- read.table(file="data.txt") ## Reads a file in table format and creates a
data frame from it, with cases corresponding
to lines and variables to fields in the file.

## Ensure data has been correctly read-in
## Ensure data is of class DataFrame

data
class(data)

##3.2 Convert DataFrame to Matrix

Mdata<- as.matrix(data)

is.matrix(Mdata)

Mdata

## as.matrix attempts to turn its argument

into a matrix

##4. Data Visualization (Kegg Pathways)

pv.out<- pathview(

gene.data = Mdata],

1],

pathway.id = "00590",

species = "mmu",

out.suffix = "ircdata",

kegg.native =T,
same.layer = T)
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## Outputs logical response

# Pathview is a tool set for pathway
based data integration and
visualization

# either vector (single sample) or a
matrix-like data (multiple sample).
Vector should be numeric with gene
IDs as names or it may also be
character of gene IDs. Character vec-
tor is treated as discrete or count data.
Matrix-like data structure has genes
as rows and samples as columns

# character, the KEGG pathway ID,
usually 5 digit, may also include the 3
letter KEGG species code

# character, either the kegg code,
scientific name or the common name
of the target species. This applies to
both pathway and gene.data or
cpd.data. When KEGG ortholog path
way is considered, species="ko". De
fault species="hsa", it is equivalent to
use either "Homo sapiens" (scientific
name) or "human" (common name)

# character, the suffix to be added
after the pathway name as part of the
output graph file
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### Relevant /Significantly Enriched KEGG pathway ID’s (Step B / DAVID Functional
Annotation Bioinformatics Microarray Analysis (Web-based Service))

## Parkinson's Disease## pathway.id = "05012"
## Alzheimer's Disease## pathway.id = "05010"
## Huntington's Disease## pathway.id = "05016"
## Smooth Muscle Contraction## pathway.id = "04270"

## Arachidonic Acid Metabolism## pathway.id = "00590"

R HHHHH R H R H R H R
HRH R HHHHHH AR AR AR AR R AR R R R
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9.4 Genexpressionsdaten

9.4.1 Genexpressionsregulationen der miRNA fir vierfach-A Stimulation im

Vergleich zur Referenzgruppe

quadruple A
Gene symbol t.test p.value AACt treatment vs
control
hsa let 7a -0,27194  0,78892 0,02271 0,98438
hsa let 7e -2,18338 0,04578 0,20783 0,86584
hsa let 7c -0,44221 0,66267 0,03023 0,97927

hsa miR 125b  0,29639 0,76973 -0,01291  1,00899
hsa miR 128a  -3,14356 0,00833 1,28866 0,40933
hsa miR 132 -1,59867 0,12429 0,56148 0,6776

hsa miR 133b  -2,8688 0,01045 1,74201 0,29895
hsa miR 184 -0,5078 0,61696 0,112 0,92531
hsa miR 200a  -4,37477 0,00045 1,12183 0,45951
hsa miR 204 -2,28052  0,0423 0,45272 0,73066
hsa miR 212 -3,30255 0,00671 0,56952 0,67384
hsa miR 328 -0,9273 0,36412 0,0337 0,97691
hsa miR 9 -2,45888  0,02669 0,27496 0,82647
hsa miR 10a 0,6093 0,55225 -0,05115 1,03609
hsa miR 10b 0,75351 0,45948 -0,38512  1,30597
mmu let 7a -0,33062 0,74473 0,01291 0,99109
mmu let 7c-1 -0,12028 0,90568 0,01859 0,9872

mmu miR 124a -2,83718 0,01398 0,83797 0,55943
mmu miR 134  -0,32137 0,75264 0,03363 0,97696
mmu miR 294  -0,95658  0,34928 0,10994 0,92663
mmu miR 298  -2,08616 0,05191 0,19966 0,87075
mmu miR 495  -3,48269 0,0023 0,33294 0,79392

9.4.2 Genexpressionsregulationen der miRNA fur vierfach-B Stimulation im

Vergleich zur Referenzgruppe

guadruple B
Gene symbol t.test p.value AACt treatment vs
control
hsa let 7a 0,05336 0,95809 -0,00475 1,0033
hsa let 7c -0,68531  0,50082 0,0532 0,9638
hsa let 7e -1,91857 0,06815 0,10083 0,93249
hsa miR 9 1,18394 0,25406 -0,12134  1,08774
hsa miR 10a -1,44762  0,17054 0,12719 0,91561
hsa miR 10b 2,92253 0,00894 -1,36734  2,57995

hsa miR 125b 0,91091 0,37262 -0,04631  1,03262
hsa miR 128a -1,79495 0,09741 0,7254 0,60483
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hsa miR 132 -0,6288 0,53712 0,17562 0,88538
hsa miR 133b -3,76701  0,00122 1,94613 0,25951
hsa miR 184 -2,24113  0,03982 0,43275 0,74085
hsa miR 200a -7,66593 O 1,76759 0,2937

hsa miR 204 -1,88413  0,07297 0,49718 0,70849
hsa miR 212 -3,10319  0,00954 0,48579 0,71411
hsa miR 328 -0,18125  0,85896 0,01452 0,98999
mmu let 7a -1,11636  0,27735 0,04631 0,96841
mmu let 7c-1 -1,03564 0,31383 0,14456 0,90466

mmu miR 124a  -2,23115  0,04487 0,78846 0,57896
mmu miR 134 3,18654 0,00539 -0,2463 1,18616
mmu miR 294 -2,41288  0,02694 0,4096 0,75283
mmu miR 298 0,10238 0,91945 -0,00808 1,00562
mmu miR 495 0,29989 0,7688 -0,05262 1,03714

9.4.3 Genexpressionsregulationen der miRNA fir vierfach-B Stimulation im

Vergleich zu vierfach-A Stimulation

guadruple A
Gene symbol t.test p.value AACt treatment vs
guadruple B
treatment
hsa let 7a 0,25434  0,80161 -0,02745 1,01921
hsa let 7c -0,28942 0,7751 0,02297 0,9842
hsa let 7e 1,11467 0,28254 -0,107 1,07699
hsa miR 10a -1,55388  0,13452 0,17834 0,88372
hsa miR 10b 2,42265  0,02471 -0,98223 1,97551
hsa miR 125b 0,679 0,50478 -0,0334 1,02342
hsa miR 128a 1,00497 0,32584 -0,56326 1,4776
hsa miR 132 1,28554 0,2153 -0,38586 1,30664
hsa miR 133b -0,30228  0,76542 0,20412 0,86807
hsa miR 184 -2,02471 0,05777 0,32075 0,80065
hsa miR 200a -2,13352 0,0445 0,64576 0,63916
hsa miR 204 -0,24706  0,80912 0,04446 0,96965
hsa miR 212 0,3634  0,71981 -0,08373 1,05976
hsa miR 328 0,2353  0,81742 -0,01918 1,01338
hsa miR 9 2,86287 0,0091 -0,3963 1,31613
mmu let 7a -1,04841 0,30625 0,0334 0,97712
mmu let 7c-1 -0,69772 0,49279 0,12596 0,91639
mmu miR 124a 0,11147 0,91229  -0,04951 1,03492
mmu miR 134 2,35107 0,02932 -0,27993 1,21413
mmu miR 294 -1,80715  0,08885 0,29966 0,81244
mmu miR 298 1,99075 0,06 -0,20774 1,15488
mmu miR 495 2,11062 0,05145 -0,38556 1,30636
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9.4.4 Targetgenvalidierung nach Stimulation A (einfach)

Gene symbol t.test p.value AACt foldchange
Meox2 -2.4283 0.0180 0.3201 0.8010
Calm4 -1.8739 0.0678 0.5021 0.7061

IL1a 1.8490 0.0690 -0.1681 1.1236
Psenen 1.2332 0.2220 -0.0531 1.0375
Nael 1.2294 0.2270 -1.0671 2.0952
Actb -1.2181 0.2276 0.0644 0.9563
Rnf103 -1.1406 0.2580 0.0731 0.9506
Gal -1.0333 0.3089 0.5294 0.6928
Aphla 0.9328 0.3546 -0.0594 1.0420
Bacel -0.9070 0.3678 0.0673 0.9545
Mfab2 -0.8915 0.3765 0.0422 0.9711
Ubeg2g2 0.8383 0.4048 -0.0542 1.0383
Bcl211 -0.7850 0.4354 0.0361 0.9753
Calm3 0.7717 0.4429 -0.0403 1.0284
Psenl 0.7374 0.4634 -0.0387 1.0272
Gfap -0.6789 0.4999 0.0718 0.9514
Mme 0.6323 0.5294 -0.0516 1.0364
Gap43 -0.6030 0.5486 0.0421 0.9712
Snca -0.5568 0.5797 0.0302 0.9793
Gga3 0.4577 0.6487 -0.4552 1.3709
Crh 0.3871 0.6999 -0.0254 1.0177
St6gall 0.3830 0.7032 -0.0198 1.0138
IL3 0.3095 0.7579 -0.0690 1.0490
Pinkl -0.1397 0.8893 0.0023 0.9984
Lrpl 0.1150 0.9089 -0.0023 1.0016
Abcbla -0.0777 0.9383 0.0056 0.9961
IL6 -0.0654 0.9481 0.0102 0.9930

9.4.5 Genexpression der Microarrays Alzheimer Disease 96 StellARay™ und

Neurodegeneration 96 StellARay™

Vergleich der Cgs der behandelten und der Referenzkulturen der identischen Gene des Alz-
heimer- und des Neurodegeneration-gPCR-Arrays

Alzheimer Disease Neudegeneration
mean C, control mean C, treatment gene symbol mean C, control mean C, treatment
17,71 17,58 Apoe 17.90 17,71
19,94 19,79 App 19.69 19,71
24,26 23,97 Bacel 23,76 23,90
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22,63
26,64
26,20
23,18
24,32
22,44
22,81
30,88
24,67
23,82
24,55
36,23
23,31
24,27

22,33
26,43
25,95
23,04
24,19
22,19
22,64
30,36
24,38
23,63
24,58
35,97
23,35
23,92

Bdnf
Casp3
Casp6
Gsk3b

Ide

Lrpl

Mapt

Mme

Nael
Nestn
Psenl
Psen2

Psenen

Snea

22,17
26,36
25,83
23,07
24,57
22,01
22,63
29,73
24,31
23.22
24,39
37,18
22,91
23,65

22,20
26,30
25,95
22,63
24,65
21,91
22,89
29,14
24,27
23,29
24,48
37,27
23,07
24,43
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