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1. Zusammenfassung

In der sogenannten GIN-Maus (GIN: green fluorescent protein-expressing interneu-
rons) wird GFP (green fluorescent protein) unter der Kontrolle des Promotors fur das
Gen der Glutamat-Decarboxylase (GAD67) exprimiert. Durch die GFP-Expression
wird in dieser Mauslinie eine Untergruppe Somatostatin (SOM)-exprimierender GA-
BAerger Interneurone markiert.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit war die Analyse einer Population GFP-
exprimierender Neurone, die sich in den tiefen Schichten des piriformen Cortex be-
fand und bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurde. Die GFP-
exprimierenden Neurone in diesem Gebiet zeichneten sich durch eine hohe Dichte
und eine lokal kompakte Anordnung aus. Ein anatomischer Vergleich mit den Daten
aus dem ,Mouse Brain Atlas” von Franklin und Paxinos [2012] legte nahe, dass diese
Zellen dem Nucleus endopiriformis und mdglicherweise auch dem Claustrum zuzu-
ordnen waren. Hierbei handelt es sich jeweils um Kerngebiete, deren genaue Funkti-
on es noch zu klaren gilt.

Um die in Frage stehenden Neurone von GFP-exprimierenden Neuronen anderer
corticaler Gebiete abzugrenzen, wurden sie in dieser Arbeit anhand ihrer Lage zu-
sammenfassend als endopiriforme Population (EPP) bezeichnet. Immunhistochemi-
sche, morphologische und elektrophysiologische Untersuchungen an den Neuronen
der EPP zeigten, dass diese nicht den klassischen corticalen GIN entsprachen, da
weder eine Immunreaktivitdt fir SOM noch fur GAD65/67 nachgewiesen werden
konnte. In einem Grol3teil der GFP-positiven Neurone wurde stattdessen uberra-
schenderweise eine Immunreaktivitat fur CaMKlla, einem Marker fir Pyramidenzel-
len nachgewiesen. Zell-Rekonstruktionen einzelner Biocytin-injizierter, GFP-positiver
Neurone der EPP unterstitzten die neurochemischen Befunde: die GFP-positiven
Neurone zeigten eine Pyramidenzell-ahnliche Morphologie und unterschieden sich
somit deutlich von den ,klassischen“ GIN. Auch in der Elektrophysiologie zeigten sich
deutliche Unterschiede. Sowohl die Analyse der passiven als auch die der aktiven
Membranparameter legten nahe, dass sich die Neurone der EPP deutlich von den
echten SOM-exprimierenden Interneuronen unterschieden und somit als eigenstan-
dige Zellgruppe zu betrachten waren. Die gewonnenen Daten wurden mit den Eigen-
schaften GFP-negativer Neuronen der gleichen Region sowie mit denen von GIN

und von Pyramidenzellen in corticalen Rindenschichten verglichen.



Die vorliegende Arbeit belegt damit erstmalig, dass die Aktivierung des Promotors fir
das Gen der Glutamat-Decarboxylase in der untersuchten transgenen Mauslinie
nicht notwendigerweise zur Ausbildung eines zellularen GABAergen Phanotyps fuh-

ren muss.



2. Einleitung

2.1. Neuronale Netzwerke

Die Wahrnehmung von Sinneseindricken ist ein komplexer integrativer Vorgang.
Sensorische Stimuli werden dabei erst in ihre einzelnen Komponenten zerlegt, tber
afferente Bahnen zum cerebralen Cortex geleitet und anschlie3end wieder zu einem
Gesamteindruck zusammengesetzt. Die Art und Weise wie solche Informations-
verarbeitungsprozesse im Zentralnervensystem (ZNS) erfolgen, deren zellulére Be-
standteile sowie die Entwicklung dieser Bestandteile, ist eine zentrale Frage der Neu-
rowissenschaften [Harris et al., 2013, Keller et al., 2014, Luhmann, 2017, Poldrack et
al., 2015, Vicente et al., 2011, Woolgar et al., 2016]. Im cerebralen Cortex erfolgt
diese Informationsubertragung hauptsachlich Gber Projektionsneurone, deren Aktivi-
tatsmuster jedoch von exzitatorischen und inhibitorischen Interneuronen moduliert

wird.

2.2. Pyramidenzellen und Interneurone des cerebralen Cortex

Beginnend mit den Untersuchungen von Golgi [1989] und Ramon y Cajal [1952]
konnten viele Informationen Uber den cytoarchitektonischen Aufbau des cerebralen
Cortex gewonnen werden. Inzwischen unterscheidet man eine Vielzahl unterschiedli-
cher Neuronenklassen. Die wichtigsten ,Gegenspieler® sind dabei glutamaterge Pro-
jektionsneurone und GABAerge Interneurone. Beide Zelltypen unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer immunhistochemischen, morphologischen und elektrophysiologi-
schen Eigenschaften deutlich. Im Folgenden soll ein Uberblick tiber den Aufbau und
die Merkmale von Pyramidenzellen und Interneurone des cerebralen Cortex gegeben

werden.



2.2.1. Corticale Projektionsneurone

Die grol3e Mehrheit der Projektionsneurone im cerebralen Cortex sind Pyramidenzel-

len. Sie bilden mit 70-80% die weitaus grof3te Neuronengruppe [Tamamaki et al.,

2003] und zeichnen sich im Gegensatz zu den Interneuronen durch eine relativ uni-

dorsal

Projektionsneuron

ventral

Abbildung 1: Darstellung einer corticalen Pyramidenzelle.
Konfokale Bildaufnahme (25x0,6-fache Vergro3erung)
einer Biocytin-injizierten Pyramidenzelle (links) sowie
zusatzlich eines GIN (rechts) aus dem sensomotorischen
Cortex (Maf3balken 100 pm).

forme Morphologie aus. Typisch ist
ein  grolBer, pyramidenférmiger
Zellkdrper mit einem oder zwei api-
kalen Dendriten. Vom Soma aus
gesehen verlaufen diese Dendriten
immer in Richtung der Piaoberfla-
che. AulRerdem besitzen Pyrami-
denzellen mehrere kurze basale
Dendriten, die sich oft horizontal
ausbreiten. Die Dendriten weisen
oft zahlreiche Dornfortsatze (soge-
nannte ,Spines”) auf [DeFelipe et
al.,, 1992, Kay et al.,, 2014]. Das
Axon verlasst das Soma meist in
entgegengesetzter Richtung zum
apikalen Dendriten. Aus dem Axon
austretende Kollateralen konnen
lokal, vertikal oder horizontal zum
Soma orientiert sein. Abbildung 1
zeigt beispielhaft eine typische Py-
ramidenzelle aus eigenen Bildauf-
nahmen. Zuséatzlich ist auch ein
Interneuron  abgebildet, dessen
genauere Charakterisierung im
nachsten Unterpunkt erfolgt.

Im Neocortex (Isocortex, d.h. sechs
Schichten) sind Pyramidenzellen in
fast allen Schichten vorhanden.

Ausnahmen bilden die Schicht I, in



der sie nicht vertreten sind, und die Schicht VI, wo sie nur selten aufzufinden sind. Im
dreischichtigen Allocortex sind die Pyramidenzellen vor allem in der von der Piaober-
flache aus gesehen tiefsten Schicht zu finden. Der Transmitter der Pyramidenzellen
ist Uberwiegend Glutamat, welches lber Glutamat-Rezeptoren exzitatorisch auf die
nachgeschalteten Zellen wirkt. Zu den ionotropen Glutamat-Rezeptoren zahlen der
NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat), der AMPA- (engl. fur a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoazol-Proprionsaure) und der Kainat-Rezeptor (benannt nach Kainsaure). Aul3er-
dem wirkt Glutamat an Rezeptoren der metabotropen Glutamat Rezeptor-Familie,
MGIuR [Emson et al., 1979].

Als atypische Pyramidenzellen bezeichnet man solche Neurone der Schicht II, die
nur einen kurzen oder keinen apikalen Dendriten aufweisen oder solche in der
Schicht V, die mit mehreren apikalen Dendriten ausgestattet sind [DeFelipe et al.,
1992]. Besonders infragranuldre Pyramidenzellen scheinen sich durch Variabilitat
hinsichtlich ihrer Morphologie auszuzeichnen. Dennoch weisen auch alle atypischen
Pyramidenzellen die wichtigsten morphologischen Gemeinsamkeiten aller Pyrami-
denzellen auf, namlich Dendriten mit zahlreichen Dornfortsdtzen und glutamaterge
corticocorticale Projektionen [DeFelipe et al., 1992].

Inhibition oder Exzitation werden an verschiedenen Orten der Pyramidenzelle vermit-
telt. Synaptische Verbindungen kénnen an distalen oder proximalen Dendritenseg-
menten, am Soma oder an proximalen oder distalen Axonsegmenten bestehen und
so unterschiedliche Wirkung entfalten. Pyramidale Axone bilden mit nachgeschalte-
ten Neuronen bevorzugt Synapsen des asymmetrischen Typs [Buhl et al., 1994,
DeFelipe et al., 1992, Miles et al., 1996].

2.2.2. Corticale Interneurone

Nur 15-30% aller corticalen Neurone sind Interneurone [Tamamaki et al., 2003].
Dennoch zeichnen sie sich durch eine weitaus gré3ere Diversitat als Pyramidenzel-
len aus. Durch ihre Vielfalt wird die Komplexitat lokaler neuronaler Netzwerke deut-
lich erhoht. Im Gegensatz zu Pyramidenzellen sind die Ausbreitungsbereiche sowohl
von Dendriten als auch von Axonen haufig lokal begrenzt und ihre Dendriten weisen

keine oder nur wenige Dornfortséatze auf. Efferenzen der Interneurone sind sowohl



mit Pyramidenzellen als auch mit Interneuronen verschaltet und bilden vor allem Sy-
napsen des symmetrischen Typs.

y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Transmitter der Interneu-
rone des cerebralen Cortex. Glycin und verschiedene Neuropeptide spielen ebenfalls
eine wichtige Rolle. Die Synthese von GABA erfolgt aus dem exzitatorischen Neuro-
transmitter Glutamat durch die Glutamat-Decarboxylase (GAD). Postsynaptisch wirkt
GABA Uber GABAA- und GABAs-Rezeptoren auf nachgeschaltete Zellen. Der GA-
BAa-Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter lonenkanal, der bei Aktivierung die Leit-
fahigkeit fur Chloridionen erhoht. Der GABAg-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter
Rezeptor, der postsynaptisch die Kalium-Leitfahigkeit der Zelle erhéht und prasynap-
tisch die Calcium-Leitfahigkeit vermindert. Dadurch kommt es zu einer Hyperpolari-
sation der nachfolgenden Zelle beziehungsweise zu einer Verminderung von erre-

genden postsynaptischen Potenzialen (EPSPs) [Howe et al., 1987].

T

Nestkorbzelle "-“‘ ) o
\ ~ \\ N

N \ /\

GroRRe Korbzelle Kleine Korbzelle

"V

. |
.Double-Bouquet® e 1/,
Zelle ‘.‘ / AL /T |
Vol { - \
\ |/ \ )
| Il', l.’fl M AN / J II'I,
I'| / I e 'Ir \ - h

andelier

\ N Zelle
|,_ \ Neurogliaforme
M A\ 1 Zelle o TF3
b Martinotti :
t \ Zelle {Fi
LBitufted” Zelle

Abbildung 2: Schematische Darstellung verschiedener Interneuron-Klassen. Blau: Axon, Rot: Dendri-
ten



Die Klassifizierung der GABAergen Interneurone erfolgt anhand ihrer Morphologie,

ihrer Lage innerhalb einer corticalen Schicht, der Richtung ihrer axonalen Projektion,

der Expression von Calcium-bindenden Proteinen und Neuropeptiden und ihrer elekt-

rophysiologischen Eigenschaften [Ascoli et al., 2008, DeFelipe et al., 2013,
Feldmeyer et al., 2018, Markram et al., 2004, Tremblay et al., 2016].

Zu den morphologischen Subklassen zahlen Korbzellen, Chandelier-Zellen, Bipolar-

Zellen, sogenannte ,Double-Bouquet-Zellen (engl.: ,bouquet’ bedeutet Blumen-

straul3), ,Bitufted” Zellen (engl.: ,bitufted” beschreibt eine Morphologie, bei welcher

zwei Dendritenbdume das Zellsoma an jeweils gegensatzlichen Polen verlassen;

engl.:

Luft® bedeutet BlUschel) und neurogliaforme Zellen [Freund et al.,, 1996,

Markram et al., 2004]. Einige Interneuron-Klassen sind schematisch in Abbildung 2

dargestellt.

Etwa 50 % der Interneuronpopulation des cerebralen Cortex sind Korbzellen
[Markram et al., 2004]. Sie bilden bevorzugt an den proximalen Dendriten und
am Soma Synapsen mit nachgeschalteten Zellen. Der Begriff ,Korbzelle®
stammt von ihrer ,korbartigen“ Synapsenstruktur, die mehrere Korbzellen an
der jeweils nachgeschalteten Pyramidenzelle bilden. Die weitere Untergliede-
rung erfolgt anhand des dendritischen und axonalen Erscheinungsbildes in
drei Unterklassen [Markram et al., 2004]. Im neurochemischen Profil zeichnen
sich diese Zellen durch die Expression von Parvalbumin- (PV) oder Cholezys-
tokinin (CCK) aus.

a) Grol3e Korbzellen haben multipolare und dornenlose dendritische Zellforts-
atze. Der axonale Baum verzweigt sich extensiv in den dartber und darun-
ter liegenden Schichten und benachbarten sowie in weiter entfernten corti-
calen Saulen. Sie sind deshalb die vorrangige Quelle der lateralen Inhibiti-
on.

b) Kleine Korbzellen haben ein lokal begrenztes Axongeflecht, das nur selten
die corticale Ursprungsschicht verlasst. Je nach Lage handelt es sich um
multipolare, ,bitufted” oder bipolare Zellen.

c) Nest-Korbzellen sind eine Mischung grol3er und kleiner Korbzellen, die Sy-
napsen am Soma nachgeschalteter Zellen bilden.

Chandelier-Zellen sind Interneurone mit multipolarer oder bipolarer Morpholo-

gie, die vor allem mit Axonsegmenten nachgeschalteter Pyramidenzellen ver-



schaltet sind. Jede Zelle bildet radial verlaufende Reihen an Synapsen entlang
des Axonsegments vieler Pyramidenzellen. Sie weisen einen lokal stark ver-
zweigten Dendritenbaum auf und exprimieren in der Regel entweder Parval-
bumin oder Calbindin oder beide Calcium-bindenden Proteine. Méglicher-
weise sind sie durch ihre Verschaltung an der Synchronisation des Informati-
onsflusses Uber die Pyramidenzellen beteiligt [DeFelipe et al., 2013, Markram
et al., 2004].

Martinotti-Zellen finden sich in Schicht Il bis VI und projizieren mit ihrem Axon
in die Schicht I, wo es sich horizontal verzweigt und vor allem am distalen
Dendritenbaum von Pyramidenzellen in benachbarten und weiter entfernten
corticalen Saulen Synapsen bildet. Meist sind es Zellen mit ausgepragtem,
vorwiegend vertikal in gegensatzlichen Richtungen verlaufendem Dendriten-
baum. Im Gegensatz zu vielen anderen Interneuronen kénnen sie Dornforts-
atze an ihren Dendriten aufweisen [Feldmeyer et al., 2018, Markram et al.,
2004, Riedemann et al., 2018, Tremblay et al., 2016].

Bipolare Zellen (BPC) sind kleine Zellen mit spindelférmigen oder ovalen So-
mata und Dendritenbaumen, die sich in gegenséatzliche Richtungen verzwei-
gen. Das Axon entspringt in der Regel einem primdren Dendritenfortsatz und
bildet ein schmales Band innerhalb aller Schichten. Bipolare Zellen kdnnen
sowohl exzitatorisch als auch inhibitorisch wirken [DeFelipe et al., 2013,
Markram et al., 2004].

,Double-Bouquet” Zellen (DBC) liegen in Schicht Il bis V und zeigen in der
Regel eine bipolare Morphologie. Sie bilden eine Art vertikalen axonalen Zy-
linder, der stark verzweigt. Synapsen bilden sie vor allem mit den proximalen
dendritischen Fortsatzen nachgeschalteter Pyramidenzellen [Markram et al.,
2004].

,Bitufted" Zellen haben wie BPCs und DBCs gewohnlich ovale Zellkérper und
einen in zwei gegensatzlichen Richtungen verzweigten Dendritenbaum. Cha-
rakteristisch ist, dass sich die beiden Hauptdendriten in dichte Buschel ver-
zweigen. Im Gegensatz zu den beiden vorher genannten Zelltypen kann sich
das Axon auch in horizontaler Richtung stark ausbreiten. Die vertikale Projek-
tion ist daftr nur geringfiigig ausgepragt. Sie liegen in Schicht II bis VI und
projizieren vor allem auf den Dendritenbaum nachgeschalteter Pyramidenzel-
len [Markram et al., 2004].



¢ Neurogliaforme Zellen sind kleine, knopfartige Zellen mit schmalen, radiar ver-
laufenden und dornlosen Dendriten, die kaum verzweigen. Das Axon ent-
springt dem Zellkern oder einem proximalem Dendritenfortsatz und ist sehr
stark verzweigt [Markram et al., 2004, Tremblay et al., 2016].

Neben der variablen Morphologie zeigen Interneurone auch sehr heterogene neuro-
chemische Profile. Viele verschiedene Neuropeptide und Calcium-bindende Proteine
werden von GABAergen Interneuronen exprimiert. Zum Beispiel kbnnen durch das
Expressionsmuster von Somatostatin (SOM) und Parvalbumin (PV) zwei separate,
nicht Uberlappende Interneuronpopulationen gekennzeichnet werden [Urban-Ciecko
et al., 2016]. Allerdings gestaltet sich eine Klassifizierung anhand des neurochemi-
schen Profils schwierig, da Neuropeptide und/oder Calcium-bindender Proteine in
Interneuronen in unterschiedlichem Mal3e coexprimiert werden [Kawaguchi et al.,
2002, Kubota et al., 2011, Riedemann et al., 2016, Rudy et al., 2011, Tamamaki et
al., 2003, Xu et al., 2010].

Ebenso erweist sich die Klassifizierung anhand der passiven und aktiven elektrophy-
siologischen Eigenschaften als schwierig, da fir die erhobenen Daten aus unter-
schiedlichen Studien oft keine einheitlichen Mess- und Analyseverfahren verwendet
werden und diese somit nur beschrankte Aussagekraft besitzen [Ascoli et al., 2008].
Einige Klassifikationsschemata beziehen sich auf die Axon-Morphologie eines Inter-
neurons zur weiteren Typisierung [Markram et al., 2004]. Neuerdings bietet die Ein-
zelzell-Sequenzierung des Transcriptoms oder Proteoms einer Zelle einen neuen
Ansatz der Zell-Klassifizierung [Tasic et al., 2016].

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass bisher keine allgemeingultigen Schemata existie-
ren, um die Eigenschaften GABAerger Interneurone innerhalb einer Klasse (Morpho-
logie, Immunhistochemie, Elektrophysiologie, usw.) und auch klassenibergreifend
ausreichend zu erfassen und eine eindeutige Einteilung in unterschiedliche Gruppen
zu erlauben [Ascoli et al., 2008, DeFelipe et al., 2013, Markram et al., 2004, McBain
et al., 2001, Santana et al., 2013]. Diese Problematik fuhrte in der Vergangenheit
bereits so weit, dass Parra et al. [1998] vorschlugen, dass jedes Interneuron seine

eigene Klasse bilde.
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2.3. Weiterentwicklung der Untersuchungsmethoden

Die anatomische Vielfalt der Interneurone zeichnete sich bereits in den Werken von
Ramon y Cajal [1952] ab. Wahrend Pyramidenzellen anhand ihrer weitgehend uni-
formen Morphologie und Lage fur experimentelle Untersuchungen leicht identifiziert
werden konnten, gelang dies nur in begrenztem Umfang fur Interneurone. Im Laufe
der Zeit wurden deshalb immer spezifischere Untersuchungsmethoden entwickelt,
welche die Identifikation und Darstellung bestimmter Zellgruppen um ein vielfaches
erleichterten oder Uberhaupt erst ermdglichten. Zwei wichtige Entwicklungsschritte,
die viel zu dem heutigen Informationsstand beigetragen haben, sind die Kenntnis
Uber kodierende Sequenzen des Genoms und die Kenntnis dartber, welche Funktio-
nen sie erfillen, sowie die Schaffung von Tierlinien, deren Genom durch die Entwick-
lung gentechnischer Methoden modifiziert werden konnte.

2.3.1. Genetisch veranderte Tierlinien als Hilfsmittel zur Untersuchung
GABAerger Interneurone

Im Jahr 1973 wurde erstmals ein rekombinanter Organismus geschaffen, indem ein
konstruierter Plasmidring mit den Resistenzgenen fir zwei verschiedene Antibiotika
erfolgreich in die DNS (Desoxyribonukleinsdure) von Escherichia coli integriert wurde
[Cohen et al., 1973].

Nach und nach wurden die gewonnenen Erkenntnisse auf Invertebraten und hdhere
Wirbeltiere wie die Maus (Mus musculus) Ubertragen. Die Maus entwickelte sich da-
bei schnell zum Modelltier, da sie viele Gemeinsamkeiten mit dem menschlichen
Genom aufweist und zur Klasse der Saugetiere (Mammalia) zahlt. Durch Se-
qguenzanalyse der DNS in beiden Arten (Maus und Mensch) konnte gezeigt werden,
dass von den etwa 30.000 gemeinsamen Genen nur 300 (1%) einzigartig fur eine der
beiden Spezies ist [Pennacchio, 2003b, Waterston et al., 2002] und ein speziesuber-
greifender Vergleich deswegen grundsatzlich maglich ist.

Viele der friihen genetischen Modelle beruhten auf spontanen Mutationen, die zufal-
lig in Mauskolonien auftraten und einen erkennbar veranderten Phanotyp verursach-
ten, wie beispielsweise der schwere kombinierte Immundefekt (severe combined

immunodeficiency, SCID) [Bosma et al., 1983]. Solche spontanen Mutationen sind
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aber sehr selten und die Ursache des veranderten Phanotyps ist oft schwer zu identi-

fizieren, zu lokalisieren und zu analysieren.

2.3.1.1. Transgene Tierlinien

Durch Weiterentwicklung der Genanalyse [Lindblad-Toh et al., 2001, Pennacchio,
2003a, Waterston et al., 2002] zusammen mit der Genmanipulation, entstand die
Moglichkeit rekombinante Tierlinien (transgenic founder line) mit identischem geneti-
schen Hintergrund zu schaffen, die Uber einen langen Zeitraum hinweg konstant
blieben. Diese Methode wird auch heute noch angewendet.

Der Gentransfer erfolgt dabei durch Mikroinjektionen rekombinanter DNS in den Pro-
nukleus der befruchteten Mauszygote im Einzellstadium, die in ein fruchtbares Weib-
chen Ubertragen wird [Doyle et al., 2012, Gordon et al., 1980]. Konkret wird dabei ein
DNS-Konstrukt bestehend aus Protein-kodierenden und regulatorischen Elementen
injiziert. Damit ein solches Transgen erfolgreich in der eukaryotischen Zelle erkannt
und Ubersetzt wird, darf es eine bestimmte Basenpaarlange nicht Gberschreiten. Zu-
satzlich mussen, neben dem rekombinanten Genabschnitt selbst, funktionsttichtige
regulatorische Genabschnitte und eine Poly-A-Sequenz vorhanden sein. Um das
Expressionsmuster Uberprifen zu kénnen, wird das Transgen haufig an ein Repor-
tergen gekoppelt. Ein Beispiel daflr ist das grin fluoreszierende Protein (green flu-
orescent protein, GFP) oder die labortechnisch verbesserte Variante ,enhanced
green fluorescent protein“ (eGFP). GFP wurde 1961 erstmals von Shimomura als ein
Protein der Qualle Aequorea victoria beschrieben, das bei Anregung mit blauem oder
ultraviolettem Licht gruin fluoresziert [Shimomura et al., 1962]. Die Ubertragung des
Transgens auf die Wirtszelle erfolgt meist mit Hilfe eines Plasmidvektors oder durch
virale Transfektion. Zellen, die das Transkript erfolgreich exprimieren, kénnen mithilfe
des Reportergens durch Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden.

Eine oder mehrere Transgen-Kopien werden dabei in nicht vorhersagbare Abschnitte
des Genoms integriert und bei der Zellteilung an alle Tochterzellen weitergegeben. In
Abhangigkeit der verwendeten regulatorischen Sequenzen und auch des Ortes der
Integration in das Genom des Wirtstieres wird das Transgen in einem bestimmten
zeitlichen und rédumlichen Muster exprimiert. Jede transgene Tierlinie muss deswe-

gen sorgfaltig charakterisiert werden [Nagy et al., 2003, Ryding et al., 2001].
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Obwohl solche transgenen Tierlinien sehr vielversprechend sind, bergen sie auch
gewisse Risiken. Eines der Probleme wurde bereits erwahnt: ndmlich dass der ge-
naue Integrationsmechanismus und -ort des Transgens in diesem Verfahren nicht
bekannt ist. Im Falle von mehreren eingefligten Genkopien kann es zu einer Uberex-
pression des Transskripts im Vergleich zum endogenen Expressionsniveau der Wild-
typtiere kommen. AulRerdem kann das Zusammenspiel des Promotors beziehungs-
weise der Genkopie mit lokal vorhandenen Transkriptionsfaktoren nicht vorhergesagt
werden, wodurch es zu Gen-Silencing oder Gen-Enhancing kommen kann. Zuletzt
soll noch erwdhnt werden, dass aufgrund der limitierten Gesamtlange des Konstrukts
oft nur Teile von Genen und regulatorischen Elementen eingefligt werden kdnnen.
Transgene Tierlinien, die mithilfe des gleichen Genkonstrukts erzeugt wurden, wei-
sen deshalb unvermeidlich Unterschiede im Phanotyp auf [Doyle et al., 2012, Nagy
et al., 2003].

2.3.1.2. Knock-In und Knock-Out Modelle

Beim Gen-Targeting oder der homologen Rekombination wird ein bestimmtes Gen
gezielt angesteuert und inaktiviert (Knock-Out) oder mit einer rekombinanten Genko-
pie vertauscht (Knock-In) [Thompson et al., 1989]. Dieser gezielte Eingriff unter-
scheidet Knock-In- und Knock-Out-Modelle grundsatzlich von transgenen Tierlinien.
Bei der homologen Rekombination werden pluripotente Stammzellen der Maus ma-
nipuliert. Durch Verhinderung ihrer Differenzierung kénnen diese Zellen permanent in
diesem Stadium gehalten werden. Mit einem Targeting-Vektor kann ein bereits be-
kanntes Gen gezielt angesteuert werden. Zunachst diente diese Technik vor allem
der Inaktivierung von bestimmten Genen (,loss of function®). Meistens wird dabei
nicht ein ganzes Gen ausgeschaltet, sondern z.B. nur Teile der transkribierten Ab-
schnitte. Der Funktionsverlust muss entsprechend geprift werden.

Wird die Manipulation in Keimbahnzellen durchgefiihrt, kbnnen diese Tiere zum Tell
sehr komplex verdnderte Phanotypen aufweisen. Viele sterben bereits im Embryo-
nalstadium, da eben alle Zellen durch die Genablation in ihrer Funktion einge-
schrénkt wurden. Da die molekularen und zellularen Funktionen eines bestimmten
Gens oft nicht komplett nachvollzogen werden kdnnen, ist der Mechanismus hinter

dem Knock-Out eines bestimmten Gens oft schwer zu verstehen und der entstehen-
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dene Phénotyp umso schwerer zu charakterisieren. Zudem kann die Funktion eines
entfernten Gens durch die eines anderen Gens kompensiert werden [Nagy et al.,
2003, Ryding et al., 2001].

Vor allem aus den letztgenannten Grinden wurde das Gen-Targeting durch sog. ,in-
duzierbare Knock-Outs weiter verfeinert [Ablain et al., 2016, Branda et al., 2004,
Ryding et al., 2001, Young et al., 2008]. Diese Methode beruht auf der Verwendung
von Rekombinasen, z.B. der bakteriellen Cre-Rekombinase (Cre: causes recombina-
tion), die ortsspezifische genetische Rekombinationen erméglichen [Branda et al.,
2004, Lakso et al., 1992, Sternberg et al., 1981, Tang et al., 2015]. Dem Zielgen, das
in das Genom eingebaut werden soll, werden kurze repetitive Sequenzen hinzuge-
fugt, die als ,locus of crossover” (Lox) bezeichnet werden, und durch Rekombinasen
erkannt werden kénnen (Lox bezeichnet den Ort, an dem die Cre-Rekombinase an-
greift). Durch Stammzellmanipulation kdnnen Mauslinien (genannt ,floxed mice" bei
Verwendung der Cre/Lox-Strategie) geschaffen werden, die diese repetitiven Se-
quenzen zu beiden Seiten des Gens, das untersucht werden soll, tragen. Gleichzeitig
wird eine zweite transgene Mauslinie (Driver-line) entwickelt, in der die entsprechen-
de Rekombinase gekoppelt an einen zellspezifischen Promotor in das Genom inte-
griert wurde. Durch Kreuzung beider Tierlinien entstehen nach den Regeln der Ver-
erbung Nachkommen, bei welchen die Genablation nur in den Zellen stattfindet, die
aufgrund des spezifischen Promotors die entsprechende Rekombinase exprimieren.
Die Rekombinase erkennt dann die repetitiven Sequenzen beidseits des Zielgens
und entfernt es aus dem Genom der Maus. Dies ermdglicht die gezielte Untersu-
chung einer Genablation in einem bestimmten Gewebe ohne Beeintrachtigung ande-
rer Zellgruppen (,induzierbarer* Knock-Out) [Ryding et al., 2001].

Weitere Verfeinerungen der Technik des ,induzierbaren* Knock-Outs erlaubt es, ein
bestimmtes Gen nicht einfach nur abzuschalten, sondern mit einer rekombinant her-
gestellten Genkopie auszutauschen. Dadurch entstehen Knock-In-Tierlinien, die nur
in Zellen von Interesse das entsprechende Gen auch exprimieren [Doyle et al., 2012,
Taniguchi et al., 2011].
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2.3.2. Die Mauslinie FVB-Tg(GadGFP)45704Swn/J (GIN-Maus)

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an einer homozygoten Mauslinie,
bezeichnet als FVB-Tg(GadGFP)45704Swn/J durchgefiuihrt [Oliva et al., 2000]. Es
handelt sich hierbei um eine transgene Tierlinie, in der GFP unter der Kontrolle des
Glutamat-Decarboxylase 1 (Gadl)-
Promotors in das Mausgenom inte-
griert wurde. Die Idee hinter diesem
experimentellen Ansatz war die
Schaffung einer Mauslinie, in der
hemmende GABAerge Interneurone
durch das GFP (GFP-expressing
inhibitory interneurons = GIN) mar-
kiert werden, wodurch diese Zellen
identifizierbar und somit far ver-
schiedene Untersuchungsmethoden

(inklusive Elektrophysiologie) leich-

ter zuganglich wurden. Letztendlich

Abbildung 3: Darstellung einer GIN aus dem Hippo-
campus der Maus. Konfokale Aufnahme (25x0.6-fache
VergréRerung) eines Biocytin-injizierten GIN aus dem linie, in der eine Untergruppe Soma-
Hippocampus der Maus wie bei Oliva et. al. (2000)
erstbeschrieben (MaRRbalken 50 pm).

ergab sich als Phanotyp eine Maus-

tostatin-haltiger, GABAerger Inter-
neurone GFP-positiv erschien. Die-
se Mauslinie erlaubte deshalb die genaue Untersuchung dieses Interneuron-Subtyps
in unterschiedlichen Arealen des Gehirns.

Im Hippocampus wurden die GIN elektrophysiologisch als eine Gruppe regular entla-
dender Nervenzellen beschrieben, die mit relativ hoher Frequenz feuern und nur ge-
ringfigige Adaptation zeigen [Oliva et al., 2000]. Abbildung 3 zeigt eine Aufnahme
eines solchen GIN aus der CA3-Schicht (Cornu ammonis) des Hippocampus. Weite-
re Untersuchungen zeigten, dass das Muster der Coexpression verschiedener Calci-
um-bindender Proteine und Neuropeptide in GFP-exprimierenden Interneuronen die-
ser Mauslinie sehr vielfaltig war und deswegen die Mdglichkeit zur weiteren Subklas-
sifizierung bestand. Morphologisch zéhlen die GIN hauptsachlich zur Gruppe der
Martinotti-Zellen [Ma et al., 2006, Riedemann et al., 2016, Riedemann et al., 2018,
Xu et al., 2010].
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Neben den oben bereits genannten allgemeinen Einschrdnkungen hat diese trans-
gene Mauslinie den Vorteil, dass im Gegensatz zu Knock-In- oder Knock-Out-
Modellen die Expression der endogenen Allele unverandert blieb. In GAD67-GFP-
Knock-In-M&usen wurde ein deutlich reduzierter GABA-Gehalt im cerebralen Cortex
festgestellt [Tamamaki et al., 2003]. Da GABA vor allem wéahrend der pré- und post-
natalen Entwicklung fur die Reifung von Neuronen und Schaltkreisen im Neocortex
wichtig ist [Sutor et al., 2005], kann ein reduzierter GABA-Gehalt zu Fehlentwicklun-

gen im Neocortex fuhren [Denter et al., 2010].
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2.4. Fragestellung der Arbeit

Mittels der von Oliva et al. (2000) generierten Mauslinie konnten die Eigenschaften
dieser GFP-positiven GABAergen Interneurone in verschiedenen Hirnregionen un-
tersucht werden. Bei einer fluoreszenzmikroskopischen Analyse eines Gehirnschnit-
tes fiel eine sehr dichte Population dieser GFP-positiven Zellen im Bereich des tem-
poralen/piriformen Cortex auf. Nach Franklin und Paxinos [2012] waren diese GFP-
positiven Neurone dem Nucleus endopiriformis und/oder dem Claustrum zuzuord-
nen, hier auch als claustro-endopiriformer Komplex [Smith et al., 2018] bezeichnet
(vgl. Abb. 4-6).

Weil die GFP-positiven Neurone im claustro-endopiriformen Komplex der GIN-Maus
bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurden, war eine detaillierte Charakte-
risierung dieser Zellen das Ziel der hier vorliegenden Arbeit.

Insbesondere sollte den folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:

1) Lasst sich das neurochemische Profil dieser GFP-positiven Neurone mit dem
von GIN aus anderen corticalen Gebieten vergleichen?

2) Unterscheiden sich diese GFP-positiven Neurone von GIN aus anderen corti-
calen Gebieten im Hinblick auf ihre Morphologie?

3) Weisen diese GFP-positiven Neurone elektrophysiologische Eigenschaften

auf, die sie mit GIN aus anderen Cortex-Gebieten verbinden oder trennen?

Zur Beantwortung dieser Fragen erfolgte eine griindliche Analyse der immunhisto-
chemischen, morphologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Zel-
len im Vergleich zu den Eigenschaften von GFP-negativen Neuronen der gleichen
Region und von GIN und Pyramidenzellen corticaler Rindenschichten. Die GFP-
positiven Neurone der genannten Population wurden in der vorliegenden Arbeit als

endopiriforme Population (EPP) bezeichnet.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Tiere

Fur alle Experimente wurden Mause der transgenen Linie FVB-
Tg(GadGFP)45704Swn/J (Jackson Laboratories, Maine, USA) verwendet [Oliva et
al., 2000]. Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte im Tierstall des Instituts bei kon-
stanter Raumtemperatur und einem 12-Stunden Tag-Nacht-Zyklus. Wasser und Fut-
ter standen fur die Tiere frei zur Verfigung.

Alle experimentellen Verfahren wurden in Ubereinstimmung mit den Vorschriften des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und wurden von der Regierung von

Oberbayern genehmigt.

3.2. Immunhistochemie

3.2.1. Allgemeine Methoden

Fur immunhistochemische Untersuchungen ausgewahlte Tiere (postnataler Tag P30-
120) wurden durch eine Intraperitoneal-Injektion von Ketamin (100 mg/kg Korperge-
wicht) und Rompun (10 mg/kg Korpergewicht) anasthesiert. Nach Ausfall aller
Schutzreflexe wurden die Tiere transkardial mit 4% Paraformaldehyd (PFA) in Phos-
phat-Puffer (phosphate buffer, PB) perfundiert. Durch dieses Verfahren wurden
Erythrozyten aus den HirngefalBen und -kapillaren ausgewaschen, die sonst auf-
grund ihrer Peroxidase-Aktivitat einen starken unspezifischen Hintergrund verursa-
chen.

Die Gehirne wurden im Ganzen entnommen, Uber Nacht in 4% PFA-L6sung fixiert
und anschliel3end so lange in 10% Sucroselésung in PB gelagert, bis sie sich ab-
senkten. Dieser Schritt wurde jeweils mit 20%- und 30%-haltiger Sucroselésung wie-
derholt.

Sucrose diente in dieser Anwendung als Kryoprotektor, der die Bildung von Eiskris-
tallen in gefrorenen Schnitten durch partielle Dehydratation verhinderte. 30% Sucro-

seldsung gefriert etwa mit der gleichen Geschwindigkeit wie in PFA fixiertes Gewebe
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[Lineberger, 1980]. Vorteilhaft an diesem Verfahren ist die gute Antigenerhaltung des
Gewebes, wodurch die Bestimmung des Expressionsprofils verschiedener Neu-
ropeptide und Enzyme vereinfacht wird.

Anschliel3end wurden coronale Schnitte mit einer Dicke von 30-40 um mittels eines
Kryostats (CM3050, Leica, Wetzlar, Deutschland) hergestellt, in saubere 48-
Lochplatten tbertragen (Greiner GmbH, Deutschland) und vor weiterer Verwendung
mindestens 3 Mal mit PB gewaschen. Um die Permeabilitat der Lipidmembran fir
Antikérper zu erhdéhen, wurden die Gewebeschnitte anschlieRend in einer ,Perforati-
onslosung® mit dem Detergenz Triton X-100 (0,2-0,3% in PB: PB-T) fur ein bis zwei
Tage gelagert.

Der PB setzte sich zusammen aus 400 mM Naz2HPO4 (200 ml), 400 mM NaH2PO4
(50 ml) und destilliertem Wasser (750 ml), der pH-Wert lag bei 7,4.

3.2.2. Antikérper und Farbemethoden

Vor der Anwendung der jeweiligen Primarantikorper wurden Verdinnungsreihen er-
stellt, um das optimale Niveau zwischen Antikorperspezifitat und unspezifischem Hin-
tergrund zu ermitteln. Alle Antikdrper wurden nach den Datenblattern der Hersteller
auf ihre Spezifitat hin untersucht. Dabei konnte keine Kreuzreaktivitat mit anderen
Proteinen oder Peptiden gefunden werden, die ebenfalls fir die immunhistochemi-
sche Untersuchung verwendet wurden.

Zur Bestimmung des neurochemischen Profils wurden die Schnitte in unterschiedli-
chen Kombinationen von Priméarantikorpern inkubiert. Vor Beginn der Inkubation
wurden die durch Triton X-100 perforierten Schnitte fir 2 Stunden in PB mit 5% Zie-
genserum (normal goat serum, NGS) gelagert, um einer unspezifischen Antikérper-

bindung entgegenzuwirken.
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Antikérper und Ver-

dinnung

Antigen

Anbieter

Calcium/Calmodulin-
Kinase lla
(CaM-Kinase lla)
1:400

Glutamat-
Decarboxylase 65/67
(GADG65/67)

1:2000

Grun-fluoreszierendes
Protein

(GFP)

1:400

NeuN
1:200

Parvalbumin
(PV)
1:1000

Somatostatin
(SOM)
1:200

Aminosaurensequenz 461-
478 der CaM-Kinase ll-a der
Ratte

synthetisch hergestelltes
Peptid der C-terminalen Re-
gion der menschlichen
GADG67

ein mit einem Polyhistidin-
Tag versehenes grin-
fluoreszierendes Protein

(GFP) des Aequorea victoria

gereinigte Zellkerne aus dem

Maushirn

gereinigtes Parvalbumin aus

Innereien

synthetisch hergestelltes 1-

14 zyklisches Somatostatin

Sigma-Aldrich, C6974, po-
lyklonaler Antikorper aus

der Maus

Sigma-Aldrich, G5163 po-
lyklonaler Antikorper aus

dem Hasen

Millipore, 06-896, polyklo-
naler Antikérper aus dem
Huhn

Millipore, MAB377, mono-
klonaler Antikérper aus der

Maus

Swant 235, monoklonaler
Antikdrper aus der Maus

Millipore, MAB354, mono-
klonaler Antikoérper aus der
Ratte

Tabelle 1: Verwendete Priméarantikdrper sowie deren Antigene, Hersteller und Katalognummer
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Sekundéarantikdrper und Verduin- Herkunft Anbieter

nung

Alexa Fluor 488-konjugierter IgG- Ziege Invitrogen, Waltham, MA,
Antikdrper gegen Huhn A11039

1:500

Alexa Fluor 594-konjugierter IgG- Ziege Molecular Probes,
Antikérper gegen Maus Waltham, MA, A-11032
1:500

Cy3-konjugierter IgG-Antikorper ge- Ziege Dianova, Hamburg,

gen Maus Deutschland, 115-165-003
1:500

Dylight 649-konjugierter 1gG- Ziege Dianova, 115-606-072
Antikérper gegen Maus

1:500

Cy3-konjugierter IgG-Antikoroer ge- Esel Dianova, 711-165-152
gen Hase

1:1000

Dylight 649-konjugierter 1gG- Ziege Rockland, Limerick PA,

Antikérper gegen Ratte
1:1000

613-442-002

Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikorper sowie deren Wirt, Hersteller und Katalognummer.
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Da durch die Behandlung der Zellen mit PFA eine Reduktion der GFP-Fluoreszenz
auftreten kann, wurde das Fluoreszenzsignal in den GFP-positiven Zellen mit Hilfe
eines polyklonalen anti-GFP Antikdrpers (Huhn, Millipore, Billerica, MA, 06-896) ver-
starkt. Eine Zusammenfassung aller verwendeten Primarantikbrper mit Hersteller,
Katalognummer und verwendeter Verdinnung findet sich in Tabelle 1. Die Verdin-
nung der Primarantikorper erfolgte in 5% NGS-haltiger PB-T. Die Inkubation mit den
Antikérpern wurde bei 4°C auf einem horizontalen Schuttler durchgefihrt. Die Inku-
bationsdauer betrug fir alle Antikorper 24-48 Stunden.

Vor Beginn der Inkubation in Sekundarantikbrper wurden die Schnitte mehrmals in
PB gewaschen, um die Reaktion des Primarantikdrpers zu stoppen. Sekundaranti-
korper waren an Fluorochrome gekoppelt, um den Nachweis positiver Immunreaktio-
nen unter Fluoreszenzlicht zu ermdglichen. Die Verdinnung der Sekundarantikdrper
fand in der gleichen Losung wie die der Primarantikdrper statt. Die Inkubationszeit
betrug 3-4 Stunden und wurde zur Verhinderung des Ausbleichens der Fluoreszenz
nur im Dunkeln durchgefihrt. Hersteller, Katalognummer und die Verdinnung der
Sekundarantikdrper kdnnen Tabelle 2 entnommen werden.

Im Anschluss an die Farbung mit Sekundarantikdrper wurden die Schnitte mit PB
gewaschen und fur 15-30 Minuten in 4‘,6-diaminido-2-phenylindol (DAPI, Sigma-
Aldrich, D9564) in einer Verdiinnung von 1:1000 inkubiert, um die Zellkerne darzu-
stellen. Nur Zellen, deren Zellkerne identifiziert werden konnten, wurden in immun-
histochemischen Z&hlungen ausgewertet.

Zuletzt wurden die Schnitte nochmals in PB gewaschen und je 4 Schnitte auf einen
Objekttrager (Superfrost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgezo-
gen. Die Schnitte wurden mit einem auf MOWIOL-Basis hergestellten Eindeckmedi-
um Uberzogen und eingedeckelt (24x60 mm, Roth, Karlsruhe, Deutschland). Das
Einbettmedium bestand aus 6 ml Glycerol, 2,4 g MOWIOL 4-88, 12 ml Tris-ClI (0,2 M,
pH 8,5) und 6 ml ddH20.

3.2.3. Bildaufnahme

Bildaufnahmen wurden an einem LSM710 Konfokalmikroskop (Zeiss, Deutschland)
mit Hilfe der Software Zen (Zeiss) erstellt. Dazu wurde pro Praparat jeweils eine Auf-

nahme aus jeder Hemisphéren gemacht. Zur Beurteilung des Verteilungsmusters
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von Somatostatin (SOM) und GFP wurde ein 10-fach vergrol3erndes optisches Luft-
objektiv mit zusatzlicher digitaler Vergrd3erung von 0,6 verwendet, um einen guten
Uberblick Uber die EPP und den dartiber befindlichen Cortex zu erhalten. Die Auflo-
sung dieser Aufnahmen betrug 1024x1024 Bildpixel. Fur alle anderen Bildaufnahmen
wurde eine 40-fache VergroRerung eines Wasserimmersionsobjektivs ohne zusatzli-
che digitale Verstarkung gewahlt, um gezielt die EPP darzustellen. In dieser Konfigu-
ration wurden mehrere Schichtaufnahmen von 30-40 um desselben Gewebeschnit-
tes angefertigt (sog. Z-Stapel) und diese Z-Stapel zu einem 2-dimensionalen Bild
fusioniert (maximun intensity projection). Folgende Anregungswellenlangen wurden
verwendet: 488 nm zur GFP-Detektion (Argon-Laser), 561 nm zum Nachweis von
Alexa 594 oder Cy3 (Helium/Neon-Laser) und 633 nm zur Darstellung von Alexa
647- oder Dylight 649-positiver Neuronen (Helium/Neon-Laser). DAPI wurde mit ei-
ner Wellenlange von 405 nm (Diodenlaser) angeregt.

3.2.4. Quantifizierung der GFP-positiven Neuronen der endopiriformen

Population

Immunhistochemische Farbungen wurden an coronalen Gehirnschnitten durchge-
fuhrt. Dazu wurde jeder sechste Schnitt enthommen und gefarbt. Insgesamt wurden
pro Farbereihe mindestens 10 Schnitte von je mindestens 3 Tieren verwendet.

Fur die Auszéahlungen wurde eine Gitterstruktur entworfen, die zur Orientierung dien-
te und samtliche Aufnahmen der Schnitte im untersuchten Bereich in gleich grol3e
Abschnitte gliederte. Dieses Gitter wurde an jeder Hemisphare manuell von der
Piaoberflache ausgehend bis zum Beginn der weil3en Substanz Uber der EPP und
den dariber liegenden cerebralen Cortex positioniert und die Zellzahlen fur jedes
Fenster getrennt ausgewertet. Dabei entsprach der innerste Teil (1) des Gitters etwa
der EPP, die beiden dartber befindlichen (ll, 1ll) dem cerebralen Cortex. Zellzahlen
fur GFP und Somatostatin wurden jeweils getrennt bestimmt und im Anschluss dop-
pel-positive Zellen fur beide Marker gesucht. Unter 4.2.1. wurde das genaue Vorge-
hen beschrieben (siehe auch Abb. 7)
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3.2.5. Bildauswertung

Aufgenommene Abbildungen wurden im TIFF-Format digital gespeichert und mit Hil-
fe von Adobe Photoshop Version 10 ausgewertet. Bis auf Anpassung des Bildkon-
trastes und der Bildhelligkeit wurden durch das Programm keine Verdnderungen an
den Aufnahmen durchgefuhrt. Die Auszahlungen erfolgten manuell.

Alle gewonnen Daten wurden entweder als relative Mittelwerte + Standardfehler oder
als absolute Mittelwerte + Standardabweichung festgehalten. Statistische Tests wur-

den zur Analyse immunhistochemischer Daten nicht angewendet.
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3.3. Morphologie

3.3.1. Verwendete Antikdrper und Farbemethoden

Zur Untersuchung der Morphologie wurde bei einem Teil der Zellen wahrend der
elektrophysiologischen Ableitungen Biocytin injiziert. Biocytin wurde in der Pipetten-
l6sung (s.u.) gelést (0,3-0,5%) und durch positive Strompulse aus den Patch-Clamp-
Pipetten freigesetzt. Bei Biocytinkonzentrationen < 1% gentgten die Strompulse, die
wahrend der Zellableitungen zur Messung von elektrophysiologischen Parametern
appliziert wurden, um Biocytin freizusetzen [Horikawa et al., 1988]. Am Versuchsen-
de wurde die Patch-Clamp-Pipette erst vorsichtig zurlickgezogen, um die Zellmem-
bran nicht zu zerstéren, und dann schnell aus dem Schnitt entfernt, um mdglichst
wenig Hintergrund in den spéateren Aufnahmen zu verursachen. Schnitte mit Biocytin-
markierten Neuronen wurden in 4% PFA (in PB) bei 4°C lUber Nacht gelagert.

Nach Fixation wurden die Schnitte zur Perforation der Zellmembran mindestens 6-
fach in PB-T gewaschen und weitere 24 h gelagert. Vor Beginn der Immunfarbung
wurden die Praparate fur 2 Stunden in 5%-iger NGS in PB inkubiert, um unspezifi-
sche Reaktionen zu vermeiden. Zur Darstellung der mit Biocytin gefillten Zellen wur-
de Streptavidin Alexa 594 (Molecular Probes, Waltham, MA, S-11227) in einer Ver-
dinnung von 1:1000 in 5% NGS-haltiger PB den Schnitten hinzugefigt und die
Schnitte in dieser Lésung fir mindestens 12 Stunden inkubiert.

Die gefarbten Schnitte wurden wie oben beschrieben auf Objekttrager Ubertragen,
wobei nur ein Schnitt pro Objekttrager aufgezogen wurde. Die Einbettung erfolgte
auch hier mit einem auf MOWIOL basierenden Medium. Im Gegensatz zu den 30-40
pm dinnen Schnitten immunhistochemischer Farbungen wurde das 24x60 mm
Deckglas hier zu beiden Seiten durch 18x18 Deckglaser (Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land) als Abstandshalter unterstitzt, um Quetschungen des 300 um dicken Schnittes
zu vermeiden.

Nach der Antikérperfarbung erfolgte die Bildaufnahme am Konfokalmikroskop. Uber-
sichtsaufnahmen der Zelle wurden mit einem 10-fach vergro3ernden Luftobjektiv bei
einer digitalen VergroRerung von 0,6 aufgenommen. Mithilfe eines 20-fach vergr6-
Bernden Wasserimmersionsobjektivs mit digitalem VergroR3erungsindex von 0,6-0,8
wurde die ganze Zelle in der XY-Ebene erfasst. Die Ausbreitung der Zelle in der drit-
ten Ebene, der Z-Ebene (Tiefe des Gewebeschnitts), wurde unter manueller Durch-
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sicht am Mikroskop Uberpruft und festgelegt. In XY-Ebene wurden Bilder im Abstand
von 1-2 um aufgenommen (Erstellung von Z-Stapel) und durch eine Software tberla-
gert (maximum intensity projection). Die Auflésung der Aufnahmen betrug
4098x4098 Bildpixel. Die Speicherung der Dateien erfolgte im TIFF-Format.

3.3.2. Morphometrische Analyse und statistische Verfahren

Die Rekonstruktion Biocytin-markierter Zellen erfolgte mit Hilfe der Software Neuro-
lucida (MicroBrightField Bioscience, Williston, USA). Die Konfokalbilder wurden daftr
im TIFF-Format in das Programm eingelesen und die korrekte Voxeldimension an-
gegeben. Zellkern, dendritische und axonale Zellfortsatze wurden manuell rekonstru-
iert.

Mithilfe des Analyseprogramms Neurolucida Explorer (MicroBrightField Bioscience,
Williston, USA) wurden die folgenden morphologischen Parameter der rekonstruier-
ten Zellen bestimmt: Gesamtlange aller Dendriten, Gesamtzahl aller dendritischen
Knotenpunkte, maximaler Verzweigungsgrad des dendritischen Baums, Zahl der
dendritischen Primarprozesse und Gesamtflache aller Dendriten. In Sholl-Analysen
[Sholl, 1953] wurden auRerdem in 20 um Radien die Lange dendritischer und axona-
ler Prozesse pro Sektor sowie die Anzahl dendritischer und axonaler Knotenpunkte
pro Sektor bestimmt.

Zur Datenanalyse und statistischen Auswertung wurden die Programme Igor Pro
(WaveMetrics Inc., Lake Oswego, USA) und Prism 3 (Graphpad Software, San
Diego, USA) verwendet. Absolute Messwerte wurden als Mittelwert £+ Standardab-
weichung (SD), normalisierte Werte als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angege-
ben.

Fur die statistische Auswertung wurden je nach Datenlage folgende Tests angewen-
det: der gepaarte (verbundene) t-Test (2 Stichproben, parametrisch), One-way A-
NOVA und ANOVA fur wiederholte Messungen mit Bonferronis multiplen Post-Tests,
der nicht parametrische Mann-Whitney Test und der Kruskal-Wallis-Test mit Post-
Tests nach Dunn. Daten, die einen p-Wert kleiner als p < 0,05 aufwiesen, wurden als
signifikant gewertet (* = p< 0,05, ** = p < 0,01, *** = p <0,001).
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3.4. Elektrophysiologie

3.4.1. Perfusionslésungen

Alle elektrophysiologischen Versuche wurden an Gehirnschnitten in vitro durchge-
fuhrt. Um die Stoffwechselaktivitat des neuronalen Gewebes aufrechtzuerhalten,
wurden die Préparate wahrend der Inkubation und der Messungen standig mit artifi-
zieller cerebrospinaler Flussigkeit (,articifial cerebrospinal fluid“; ACSF) perfundiert
(siehe Tab. 3).

Substanz Summenformel Konz. [mM]
Natriumchlorid NacCl 125
Kaliumchlorid KCI 3
Natriumdihydrogenphoshat NaH2PO4 1,25
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 25
Calciumchlorid CaCl2 2
Magnesiumchlorid MgCl2 2
D-Glucose CeH1206 25

Tabelle 3: Zusammensetzung der ACSF

Fur die Schnittpraparation wurde eine Losung (Schneidelésung) mit anderer Zu-
sammensetzung verwendet (Tab. 4). Wichtig war der Unterschied in der Konzentrati-
on von Ca?*-lonen und Na*-lonen: Man geht davon aus, dass durch eine erniedrigte
Konzentration an Ca?*-lonen die neuronale Erregbarkeit herabgesetzt wird [Tanaka
et al., 2008]. Dadurch verringert sich die Gefahr der Exzitotoxizitat und der Auslo-
sung von epilepsieartigen Entladungen infolge der Traumatisierung durch die Prapa-
ration deutlich.

Beide Ldosungen wurden zu jedem Zeitpunkt mit Carbogen (95% O2 und 5% CO2)
begast. Dadurch wurde zum einen die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff gewahr-
leistet. AuRerdem bildeten CO2 und NaHCOs ein offenes Puffersystem, das zusam-
men mit NaH2PO4 den pH-Wert bei 7,4 (28°C) konstant hielt. Die hohe Konzentration
an D-Glucose von 25 mM (in vivo ca. 5 mM) stellte auch unter in vitro-Bedingungen
sicher, dass der Energiestoffwechsel der Zellen nicht eingeschrankt wurde.
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Substanz Summenformel Konz. [mM]
N-Methyl-D-Glucamin C7H17NOs 135
Kaliumchlorid KCI 1,5
Natriumdihydrogenphoshat NaH2PO4 1,5
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 23
Calciumchlorid CaCl2 0,5
Magnesiumchlorid MgCl2 3,5
Ascorbinsaure CeHsOs 0,4
D-Glucose CeH1206 25
Tabelle 4: Zusammensetzung der Schneidelésung
3.4.2. Intrazellularlésung
Substanz Summenformel Konz. [mM]
Kaliumgluconat CeH11KO7 135
Kaliumchlorid KCI 4
Natriumchlorid NacCl 2
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- C14H24N2010 0,2
N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-  CsH1sN204S 10
ethansulfonsaure (HEPES)
Magnesium-ATP Ci10H14MgNsO13Ps 4
Natrium-GTP C10H14N5014P3Na2 0,5
Phosphokreatin C4H10N30sP 10

Tabelle 5: Zusammensetzung der Intrazellularlésung

Da die Messungen in der Ganzzell-Konfiguration der Patch-Clamp Technik durchge-

fuhrt wurden, enthielten die verwendeten Glaselektroden eine Losung, die den lo-

nenverhaltnissen des intrazellularen Milieus &hnelte (Tab. 5). Der pH-Wert der L06-

sung lag bei 7,3; die Osmolaritat bei 290 mOsm.
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HEPES (siehe Tab. 5) diente als Puffer zur Konstanthaltung des intrazellularen pH-
Werts und der Calcium-Chelator EGTA (siehe Tab. 5) sorgte fur geringe intrazellula-
re Calciumkonzentrationen. Magnesium-ATP (Adenosintriphosphat) und Natrium-
GTP (Guanosintriphosphat) wurden als Energielieferanten und zur Aufrechterhaltung
von Second-Messenger-Systemen beigesetzt. Phosphokreatin war zur Rephospho-
rylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) notwendig.
Dadurch konnte der sogenannte ,Run-down® von intrinsischen und Liganden-

gesteuerten Membranleitfahigkeiten verhindert werden.

3.4.3. Praparation der Hirnschnitte

Als Versuchstiere wurden mannliche und weibliche GIN-M&use im Alter von 17 - 37
Tagen verwendet. Vor Beginn der Praparation wurden die Tiere in einer Narkose-
kammer durch Inhalation von CO2 betaubt. Nach Erreichen eines Toleranzstadiums,
das sich durch Ausfall der Stell- und Haltereflexe, vertiefte Atmung und fehlende
Cornealreflexe auszeichnete, erfolgte die Dekapitation. Der Kopf wurde fiur 30 Se-
kunden in eisgekihlte Schneidelosung getaucht. Die kaltebedingte Vasokonstriktion
fuhrte zum ,Auspressen” eines Grol3teils des verbliebenen Blutes. Nach Entfernung
von Kopfhaut und Schéadeldecke wurde das Gehirn im Ganzen entnommen und flr
60 Sekunden in eisgekuhlter Schneideldsung gelagert. Im Anschluss wurde das Ce-
rebellum manuell mit einer Rasierklinge entfernt und die beiden Hemispharen durch
einen Schnitt entlang der Fissura longitudinalis getrennt. Eine Halfte wurde als Re-
serve in der Schneideldsung aufbewahrt. Bei der anderen Halfte wurde durch zwei
coronale Schnitte der caudale und rostrale Pol entfernt. An der entstandenen cauda-
len Flache wurde das Gewebepraparat mithilfe von Cyanoacrylat-Klebstoff (LockTite
406, Henkel, Dusseldorf, Deutschland) auf einer Metallplatte aufgeklebt. Ein zuvor
auf dem gleichen Trager befestigter Agarblock stabilisierte die mediale Seite der pra-
parierten Hemisphare.

Die Metallplatte wurde dann in die Kammer eines Vibratoms (HM650V, MICROM
International; Walldorf; Deutschland) eingesetzt. Bei langsamer Vorschubgeschwin-
digkeit und mittlerer Vibrationsfrequenz wurden 6-8 coronale Schnitte mit einer Dicke
von 300 um angefertigt. Die Wanne des Vibratoms war dabei mit 4°C kihler Schnei-

deldsung gefullt und wurde kontinuierlich begast.
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Die praparierten Schnitte wurden in ACSF gesammelt und zur Erholung erst fir 30
Minuten bei 28°C im Warmebad und daraufhin fir mindestens 90 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. AnschlieBend konnten die Schnitte in die Messkammer Uber-

tragen werden.

3.4.4. Aufbau des Messsystems

Die akuten Schnitte wurden in ein Organbad unter einem auftrechten Durchlicht-
Mikroskop (Axioskop FS; Zeiss; Gottingen, Deutschland) gelegt. Diese Ableitkammer
wurde mithilfe einer peristaltischen Pumpe (Minipuls 3; Gilson; Middelton, USA)
standig mit Carbogen-begaster ACSF perfundiert (Flussrate 3 ml/min). Ein Tempera-
turregler (TC-324B Temperature Controller; Warner Instrument Corporation; Con-
neticut, USA) erwadrmte die Lésung vor Erreichen der Kammer auf ca. 28°C. Um Be-
wegungen des Schnittes im Organbad aufgrund der Strémung zu verhindern, wurde
er fixiert durch einen mit Nylonfaden bespannten Metallring.

Zur Darstellung zelluléarer Strukturen im Praparat war das Mikroskop mit einer Infra-
rot-fahigen Differenzial-Interferenz-Kontrast (DIC)- und einer Epifluoreszenz-Optik
ausgestattet (Filter: Zeiss BP450-490, LP520). Die DIC-Technik erlaubte es, lokale
Variationen optischer Wellenlangen im Praparat zu erfassen und diese als Hellig-
keitsunterschiede einer Phasenkonstrastaufnahme darzustellen. In Kombination mit
Infrarot-Licht konnten Neurone bis zu einer Tiefe von ca. 150 um visuell dargestellt
und identifiziert werden [Dodt et al., 1990]. GFP-positive Neurone wurden zusétzlich
anhand ihrer Fluoreszenz nachgewiesen, indem Licht zwischen 460 und 500 nm
Wellenlange auf das Praparat gestrahlt wurde. Durch eine infrarotsensitive CCD-
Mikroskopkamera (Orca-ER, Hamamatsu, Shizouka, Japan) konnten Bilder auf einen
LCD-Monitor abgebildet und digital gespeichert werden (Software: Axiovision Rel.

4.4, Zeiss, Gottingen, Deutschland).

3.4.5. Ableitelektroden

Die Elektroden fiur intrazellulare Messungen wurden aus Borosilikatglaskapillaren

(AuRendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 0,86 mm; Hugo Sachs Elektronik-
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Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Germany) mit Hilfe eines Elektrodenziehgera-
tes (DMZ-Universal Puller, Zeitz, Martinsried, Deutschland) hergestellt und mit je 20
Ml Intrazellularlésung geflllt. Das im Inneren der Elektrode befindliche Glasfilament
erleichterte die direkte anterograde Fullung der Spitze. An jedem Versuchstag wur-
den neue Elektroden verwendet. Der elektrische Widerstand der Kapillaren in der
Badlosung betrug zwischen 4-9 MQ.

Entsprechend praparierte Pipetten wurden in den Elektrodenhalter eines motorisier-
ten Mikromanipulators (LN mini 25; Luigs & Neumann; Ratingen, Deutschland) ein-
gespannt. Durch einen mit Silberchlorid (AgCl) tberzogenen Silberdraht entstand
eine Verbindung zum Vorverstarker. Da sich die AgCI-Schicht im Verlauf eines Ver-
suchstages verbrauchte, wurde sie an jedem Versuchstag durch Elektrolyse in NacCl
(1 M) neu chloriert. Als Referenzelektrode diente ein Ag/AgCl-Pellet, das in die ACSF
des Organbads eingetaucht war. Weil die Glaselektrode im Elektrodenhalter luftdicht
angeschlossen wurde, konnte lber ein externes Schlauchsystem mit einer aufge-

setzten 1 ml Spritze Uberdruck oder Unterdruck in der Pipette erzeugt werden.

3.4.6. Messverfahren

Bei Eintauchen der Elektrode in die Badlosung wurde ein leichter Uberdruck ange-
legt, um Verschmutzungen der Elektrodenspitze durch Gewebepartikel zu vermei-
den. Gleichzeitig konnte Gewebe in der Umgebung der ausgewahlten Zelle ,wegge-
waschen® werden.

Die Elektrode wurde unter Sichtkontrolle bei 40-80-facher VergréRerung an den
Schnitt herangefahren. Die unterschiedlichen Konzentrationen der verschiedenen
lonen in der Intrazellularlésung der Pipette und der Extrazellularlésung im Organbad
bewirkten eine Potenzialdifferenz (,offset* oder Liquid Junction Potential), die am
Verstarker abgeglichen wurde. Der Elektrodenwiderstand wurde im Current-Clamp
Modus mittels einer aktiven Briickenschaltung bestimmt und kompensiert.

Die Bildung des sogenannten ,Gigaseals” und das Durchbrechen der Zellmembran
erfolgten im Voltage-Clamp-Modus. Dazu wurde die Elektrode im Gewebe wenige
Mikrometer oberhalb der Zelle platziert und ein Rechtecksspannungspuls von +5 mV
appliziert. Das dadurch induzierte Stromsignal zeigte den Zugangswiderstand der

Zelle an. Der Uberdruck wurde entfernt und die Pipette so nah an das Neuron heran-
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gefahren, dass ein Eindellen der Zellmembran (sog. ,Dimpling*) zu sehen war. Au-
Rerdem kam es dabei bereits zu einer Widerstandszunahme (Abnahme der Amplitu-
de des Stromsignals). Durch Applikation eines leichten Unterdrucks wurde anschlie-
Bend ein kleiner Membranfleck (Patch) in die Elektrodenspitze eingesogen (Cell-
attached-Konfiguration). Als Folge der festen Verbindung zwischen Pipetteninnensei-
te und Zellmembran entstand ein Zugangswiderstand im Giga-Ohm-Bereich (Gi-
gaseal).

Da samtliche Ableitungen im Rahmen dieser Arbeit in der Ganzzell-Konfiguration
stattfanden, wurde der in der Pipette eingeschlossene Membranfleck durch leichtes
Saugen aufgerissen. Dadurch entstand eine direkte Verbindung zwischen Ableitelek-
trode und Zellinnerem. Bei gut erhaltenem Seal waren Leckstrome und Hintergrund-
rauschen gering.

Bei dem Messverstarker handelte es sich um einen Patch-Clamp Verstarker (npi
ELC-03XS, Fa. npi electronics, Tamm, Deutschland), der sowohl im Voltage-Clamp-
als auch im Current-Clamp-Modus betrieben werden konnte. Alle im Rahmen dieser
Arbeit vorgenommenen Messungen erfolgten im Current-Clamp-Modus. Elektroden-
und Zellzugangswiderstande wurden in der Ganzzell-Konfiguration mit einer geeigne-
ten Widerstandskombination kompensiert, um intrazellulare Ableitungen unabh&ngig
von diesen Widerstdnden zu ermdéglichen. Die Messungen wurden mit 20 kHz gefil-
tert und fir die Computer-gestitzte Registrierung mit 10-20 kHz digitalisiert. Die Ex-
perimente und Speicherung der Daten erfolgte mittels des Programms CellWorks
(npi electronic, Tamm, Deutschland).

3.4.7. Auswertung elektrophysiologischer Daten und statistische Verfah-

ren

Zur Datenanalyse und statistischen Auswertung wurden die Programme Igor Pro
(WaveMetrics Inc., Lake Oswego, USA) und Prism 3 (Graphpad Software, San
Diego, USA) verwendet. Absolute Messwerte wurden als Mittelwert + Standardab-
weichung (SD), normalisierte Werte als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angege-
ben.

Folgende Messwerte wurden bestimmt: Ruhemembranpotenzial (RMP), somatische

Membranzeitkonstante, Zelleingangswiderstand (Rn), Zellkapazitat, Amplitude, Dau-
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er, Anstiegs- und Abfallszeit des Aktionspotenzials (AP), Amplitude des sog. ,Sag“-
Potenzials, Zeitintervall bis zum ,Sag“-Maximum, Rektifikationskoeffizient der Strom-
Spannungsbeziehung, Interspike-Intervall (ISI) zwischen erstem und zweitem AP
(ISl1), zwischen zweitem und drittem AP (ISlz2), zwischen den APs bei Entladung im
Gleichgewichtszustand (ISlsst) und zwischen allen APs, Adaptationsindex und -
Latenz bis zum ersten Aktionspotenzial.

Fur die statistische Auswertung wurden je nach Datenlage folgende Tests angewen-
det: der gepaarte (verbundene) t-Test (2 Stichproben, parametrisch), One-way A-
NOVA und ANOVA fir wiederholte Messungen mit Bonferronis multiplen Post-Tests,
der nicht-parametrische Mann-Whitney Test und der Kruskal-Wallis-Test mit Post-
Tests nach Dunn. Daten, die einen p-Wert kleiner als p < 0,05 aufwiesen, wurden als
signifikant gewertet (* = p< 0,05, ** = p < 0,01, *** = p <0,001).
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4. Ergebnisse

4.1. Lokalisation und Verteilung der GFP-positiven Neurone in

der endopiriformen Population

Die untersuchten GFP-positiven Neurone grenzten sich nach lateral vom piriformen
Cortex und medial von der weiRen Substanz ab. In einer Ubersichtsaufnahme (Abb.
4 und 5) wurde die Neuronenpopulation medial des piriformen Cortex abgebildet und
konnte anhand der beigefugten Atlasaufnahmen dem Kerngebiet des Nucleus en-
dopiriformis und méglicherweise auch dem Claustrums zugeordnet werden. Wie
deutlich zu sehen, hob sich das GFP-Expressionsmuster in der EPP eindeutig vom
Hintergrundrauschen der Umgebung ab und konnte als fortlaufende Struktur in ver-
schiedenen Ebenen (coronal in Abb. 4, sagittal und horizontal in Abb. 5) dargestellt
werden. In Abbildung 6 wurde die Population nochmals in groRerem Detail darge-
stellt. Die Identifikation der in dieser Arbeit untersuchten Neurone orientierte sich an
dem lokal deutlich h6heren GFP-Gehalt im Vergleich zur Umgebung. Da der Haupt-
anteil dieser GFP-Expression mit dem Kerngebiet des Ncl. endopiriformis tGbereinzu-
stimmen schien (vgl. Abbildung 4 und 5), wurde der Begriff endopiriforme Population
(EPP) fur die weitere Beschreibung der Eigenschaften dieser Neuronengruppe ge-
wéahlt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit bezeichneten GIN GFP- und SOM-positive
Interneurone des Neocortex und Hippocampus, wahrend der Begriff GFP-positive/s

Neuron/e fur Zellen der EPP verwendet wurde.
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Lateral: 3.25 mm

Cl = Claustrum
DEnN = Ncl. endopiriformis dorsalis

Abbildung 4: Anatomische Zuordnung der endopiriformen Population (EPP) anhand einer sagittalen
und horizontalen Schnittflhrung. Sagittale Epifluoreszenzaufnahme (A, links oben) der EPP (Markie-
rung mit weilRem Pfeil, links) mit Vergleichsaufnahmen (rechts und unten) aus dem ,Mouse Brain At-
las" von Franklin und Paxinos [2012]. Horizontale Epifluoreszenzaufnahme (B, links) der endopirifor-
men Population (Markierung der EPP mit weien Pfeilen, links) mit Darstellung der Schnittebene
(rechts) aus dem ,Mouse Brain Atlas" von Franklin und Paxinos (2012).
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Interaural: 3.82 mm
Bregma: 0.02 mm

Cl = Claustrum
DEn = Ncl. endopiriformis dorsalis

Interaural: 1.62 mm
Bregma: -2.18 mm

Abbildung 5: Anatomische Zuordnung der endopiriformen Population (EPP) anhand einer coronaler
Schnittfiihrung. Dargestellt ist je eine Hemisphére der GIN-Maus als Epifluoreszenzaufnahme (A und
B, links oben) in zwei unterschiedlichen Schnitttiefen mit der jeweiligen Vergleichsebene aus dem
»Mouse Brain Atlas” von Franklin und Paxinos [2012]. Anhand der Vergleichslinien (rot) zwischen der
GFP-positiven Neuronenpopulation und den Atlasaufnahmen erfolgte die Zuordnung der Zellgruppe
hauptsachlich zum Ncl. endopiriformis, mdéglicherweise auch zu Teilen dem Claustrum.
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Uberlagerung

Abbildung 6: Ubersichtsaufnahme der endopiriformen Population (EPP). Konfokale Nahaufnahme der
EPP einschlie3lich des dariber liegenden piriformen Cortex (Maf3balken 100 um). Darstellung einer
GFP-Farbung (oben links), einer NeuN-Farbung (oben rechts) und der Uberlagerung beider Aufnah-
men (unten rechts). Zytoarchitektonischer Aufbau des piriformen Cortex und des darunter befindlichen
Kerngebietes ist erkennbar. Nach lateral stellt sich die Piaoberflache dar, nach medial die weil3e Sub-
stanz.
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4.2. Neurochemisches Profil der GFP-positiven Neurone der en-

dopiriformen Population

4.2.1. GFP-Verteilung

Zunachst wurde die reine Verteilung der GFP-positiven Zellen in der EPP im Ver-
gleich zum dartber befindlichen piriformen Cortex ausgewertet. Dazu wurde eine

Gitterstruktur aus drei gleichen Anteilen entworfen (Abb. 7).

Abbildung 7: Darstellung der endopiriformen Population (EPP) mit dem verwendeten Raster fur im-
munhistochemische Z&hlungen. Konfokale Aufnahme GFP-positiver Neurone in der EPP und dem
piriformen Cortex. Anhand der Gitterstruktur (weil3) erfolgten die immunhistochemische Auswertung
zur Bestimmung der Zellzahlen in den Sektoren | (mediales Fenster/EPP), Il und Il (medianes und
laterales Fenster/piriformer Cortex). MaRbalken 100 pm.



38

Fur jede Abbildung eines Gewebeschnitts wurde das Gitter manuell tGber der EPP
eingefligt. Das Verhéltnis der drei Sektoren zueinander blieb dabei immer gleich, um
eine standardisierte Auswertung zu ermdglichen. Das Gitter Gberdeckte jeweils den
Bereich von der Piaoberflache des piriformen Cortex bis zum Beginn der weil3en
Substanz medial der EPP.

Insgesamt wurden 11802 GFP-positive Neurone (je mind. 10 Schnitte; 10 M&ause) in
allen drei Bereichen ausgezahlt, davon fanden sich 87,1% + 1,0 SEM in der EPP (i.e.
in Sektor 1) 12,4% + 1,1 SEM im piriformen Cortex (Sektor II) und nur 0,5% * 0,1
SEM in Sektor 11l (Abb. 8 A).

Wahrend im piriformen Cortex GFP-exprimierende Neurone im Vergleich zur EPP
nur sparlich vorhanden waren, zeichneten sie sich dort durch groRere Somata und
eine starkere Immunfluoreszenz aus (vgl. Abb. 6 und 7). Diese Beobachtung wurde
bei Begutachtung von Gewebeschnitten wiederholt festgestellt, jedoch nicht quantifi-

ziert.

4.2.2. Verteilung der SOM-positiven Interneurone

Da GFP-exprimierende Neurone in der GIN-Maus eine Untergruppe der Somatosta-
tin-positiven Interneurone bilden, wurde die SOM-Expression in der EPP und dem
daruiber befindlichen piriformen Cortex untersucht. Damit konnte die Verteilung SOM-
positiver Neurone im Vergleich zu den GFP-positiven Neuronen und deren Verhaltnis
zueinander ermittelt werden.

Insgesamt wurden 2524 SOM-positive Neurone ausgezahlt (je 10 Gewebeschnitte
bei 5 Mausen). Diese zeigten folgendes Verteilungsmuster: 53,0% + 1,3 SEM in Sek-
tor I, 43,8% £ 1,2 SEM in Sektor Il und 3,3% + 0,4 SEM in Sektor Il (Abb. 8 B). In
rostro-kaudaler Orientierung wurden keine Unterschiede in der Verteilung der SOM-
positiven Interneuronen festgestellt.

SOM-exprimierende Neurone waren also in der EPP (Sektor I) und Schicht II/Ill pirif-
ormen Cortex (Sektor Il) ahnlich verteilt. In der anatomischen Cortexschicht | (Sektor
[II) fanden sich wenige SOM-positive Zellen (Abb. 8 B).
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4.2.3. Coexpression von Somatostatin in GFP-positiven Neuronen

Im nachsten Schritt wurde der Prozentsatz derjenigen GFP-positiven Zellen von allen
GFP-positiven Neuronen der EPP bestimmt, die gleichzeitig SOM exprimierten. Die
Auswertung dieses Experimentes fuhrte zu folgendem tberraschenden Ergebnis:
eine Coexpression von SOM wurde nur in 0,3% + 0,1 SEM der GFP-positiven Zellen
im Sektor | gefunden. In Sektor Il waren 11,8% *= 1,4 SEM und in Sektor Il waren
80,3% + 2,6 SEM aller GFP-positiven Zellen auch SOM-positiv (Abb. 8 C).

Dieses Ergebnis war insofern unerwartet, als alle bisher untersuchten GIN in der Li-
teratur als eine Untereinheit der SOM-positiven Interneurone beschrieben worden
waren [Oliva et al., 2000].

4.2.4. Coexpression von GFP in SOM-positiven Neuronen

Genauso wurde das Verhéltnis der SOM-exprimierenden Neurone, die gleichzeitig
GFP-positiv waren, zur Anzahl aller SOM-positiven Neurone bestimmt (Abb. 8 D): in
Sektor | (d.h. in der EPP) exprimierten nur 1,8% + 0,4 SEM aller SOM-positiven Zel-
len auch GFP. In Sektor Il waren es 13,2% * 3,2 SEM und in Sektor 11l 37,3% + 6,4
SEM.

Das Ergebnis der Teiluntersuchungen in den Kapiteln 3.2.3 und 3.2.4 legte nahe,
dass die GFP-exprimierenden Neurone der EPP sich im Hinblick auf die Coexpressi-

on von Somatostatin deutlich von GIN unterscheiden.
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Abbildung 8: Darstellung der Verteilung von GFP (A) und SOM (B) in den Sektoren | (endopiriforme
Population), 1l und Il (piriformer Cortex) sowie Coexpression beider Marker bezogen auf die Gesamt-
menge aller GFP-positiven Neurone (C) und auf die Gesamtmenge aller SOM-positiven Neurone (D).

A) Graphische Darstellung der Verteilung GFP-positiver Neurone in den Sektoren I, 1l und Il in Pro-
zent mit SEM als Blockdiagramm.
B) Graphische Darstellung der Verteilung Somatostatin-positiver Neurone in den Sektoren 1, Il und Il

in Prozent mit SEM als Blockdiagramm.

C) Verteilung aller GFP-positiven Neurone in den Sektoren I, Il und Ill, die zusatzlich den Marker SOM
exprimieren in Prozent mit SEM als Blockdiagramm.

D) Verteilung aller SOM-positiven Neurone in den Sektoren I, Il und I, die zusatzlich den Marker GFP
exprimieren in Prozent mit SEM als Blockdiagramm.
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4.2.5. Coexpression von GFP-positiven Zellen mit Parvalbumin

Da in der EPP keine SOM-Coexpression in GFP-positiven Zellen nachgewiesen
werden konnte, wurde untersucht, ob es sich bei diesen Zellen mdglicherweise um

Parvalbumin (PV)-exprimierende Interneurone handeln kénnte.

Uberlai_g_érung

Abbildung 9: Darstellung der Coexpression von GFP, PV und DAPI in der endopiriformen Population
(EPP). Konfokale Nahaufnahme einer GFP-Farbung (oben links), einer DAPI-Farbung (oben rechts),
einer PV-Farbung (unten links) und der Uberlagerung aller Einzelbilder (unten rechts). In allen ausge-
werteten Abbildungen konnte keine Coexpression von GFP und PV festgestellt werden. Mal3balken
20 pm.
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Alle nachfolgenden Ergebnisse wurden aus 40-fach vergré3ernden Aufnahmen ge-
wonnen und beziehen sich nur noch auf die EPP (mind. 10 Schnitte bei 4 Tieren).
Dazu wurden GFP-positive Neurone in der EPP ausgezahlt und auf inre Coexpressi-
on mit dem Marker PV untersucht. In dieser Zahlung konnte bei 612 GFP-
exprimierenden Neuronen keine Coexpression mit PV-positiven Neuronen festge-
stellt werden (vgl. Abb. 9).

4.2.6. Immunreaktivitat fir GAD65/67

Aufgrund der fehlenden Coexpression von Somatostatin oder von Parvalbumin in
GFP-positiven Neuronen der EPP folgten immunhistochemische Farbungen zur
Uberprifung der Coexpression von GFP mit GAD65/67 und SOM (je mind. 10 Ge-
webeschnitte bei 4 Tieren). y-Aminobuttersaure (GABA) wird durch die Glutamat-
Decarboxylase aus Glutamat gewonnen und ist der wichtigste inhibitorische Neuro-
transmitter. Hauptsachlich verantwortlich dafiir sind die beiden Isoformen der Gluta-
mat-Decarboxylase GAD65 und GAD67, die von den zwei verschiedenen Genen
Gadl und Gad2 kodiert werden [Bu et al., 1994].

In der EPP exprimierte eine Minderheit von 1,5% + 0,4 SEM aller GFP-positiven Neu-
rone auch GADG65/67. Der weitaus grof3te Teil zeigte Uberraschenderweise keine
Immunreaktivitat fur GAD65/67 (98,6% * 0,3 SEM). Hingegen zeigten SOM-positive
Neurone der EPP in 96,2% = 1,1 SEM der Falle auch eine Immunreaktivitat fur
GADG65/67 (siehe auch Tab. 6). Diejenigen GFP-positiven Neurone, die SOM coex-
primierten, zeigten zu 99% auch eine GAD65/67-Expression. ,Echte” GIN konnten
damit durchaus in der EPP nachgewiesen werden. Die weit tberwiegende Mehrheit
bestand allerdings aus GFP-positiven Neurone, die weder fur SOM noch flr
GADG65/67 eine Immunreaktivitat zeigten. Abb. 10 und 11 zeigen entsprechende Auf-
nahmen: GFP-positive Neurone der EPP exprimierten kein SOM und waren GAD-
negativ. Das SOM-positive Neuron in der EPP war auch GAD-positiv (Abb. 10, wei-
Ber und roter Pfeil). Eine Vergleichsaufnahme aus dem piriformen Cortex (Abb.11)
zeigte die SOM- und GADG65/67-Coexpression beider dargestellter GIN.



43

GADG65/67

Abbildung 10: Coexpression von GFP, SOM, GAD65/67 und DAPI in der endopiriformen Population
(EPP). Konfokale Nahaufnahme einer GFP-Féarbung (oben links), einer DAPI-Farbung (oben rechts),
einer SOM-Farbung (Mitte links), einer GAD65/67-Farbung (Mitte rechts) und der Uberlagerung aller
Einzelaufnahmen. Markierung GFP-positiver Neurone in allen Aufnahmen durch griine Pfeile, SOM-
positiver Neurone durch weil3e Pfeile und GAD65/67-positiver Neurone mit roten Pfeilen. In der Abbil-
dung dargestellte GFP-positive Neurone der EPP stellen sich dabei als SOM- und GAD65/67-negativ
dar. Das SOM-positive Neuron ist GAD65/67-positiv. Mal3balken 20 pum.
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GADG65/67 <:|
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Uberlagerung

Abbildung 11: Darstellung der Coexpression von GFP, SOM, GAD65/67 und DAPI im piriformen
Cortex. Konfokale Aufnahme einer GFP-Farbung (oben links), einer DAPI-Farbung (oben rechts),
einer SOM-Farbung (Mitte links), einer GAD65/67-Farbung (Mitte rechts) und der Uberlagerung aller
Einzelaufnahmen. Markierung GFP-positiver Neurone in allen Aufnahmen durch griine Pfeile, SOM-
positiver Neurone durch weil3e Pfeile und GAD65/67-positiver Neurone mit roten Pfeilen. In der Abbil-
dung dargestellte GFP-positive Neurone des piriformen Cortex stellen sich dabei als SOM- und
GADG65/67-positiv dar. Mal3balken 20 pm.
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EPP %
(1) Doppelpos. GFP/GAD65/67-Zellen von allen GFP-pos. Zellen 15+04
(2) Doppelpos. GAD65/67/SOM-positive von allen SOM-pos. Zellen 96.2+1.1

Tabelle 6: Coexpressionsmuster von GAD65/67 in GFP-positiven Neuronen (1) und von GAD65/67 in
SOM-positiven Neuronen (2) in Prozent mit SEM

4.2.7. Expression der Calcium/Calmodulin-abhdngigen Proteinkinase

llo. in der endopiriformen Population

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse wurde der grundséatzlich angenommene GABA-
erge Charakter der GFP-positiven Neurone der EPP in Frage gestellt. Es folgten Im-
munfarbungen mit CaMKlla, einem spezifischen Marker fir Pyramidenzellen.

Die Calcium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKIl) ist ein ubiquitar vor-
kommendes Enzym und spielt eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel, bei der
Regulation der lonenpermeabilitdit sowie bei der Synthese und Freisetzung von
Transmittern in neuronalen Geweben [Bennett et al., 1983]. Von dieser Kinase sind
vier Isoformen bekannt: o, B, y und & [Bennett et al., 1983, Tobimatsu et al., 1989],
die in neuronalem Gewebe ausschliel3lich von Neuronen exprimiert werden. Die y-
und d-Unterformen sind auch in anderen Geweben beschrieben worden [Tobimatsu
et al.,, 1989]. Die Verteilung der a- und B-Isoformen im Gehirn unterscheidet sich
ebenfalls. Die CaMKlIla wird vor allem im Vorderhirn exprimiert, die B-Form dagegen
hauptsachlich in Cerebellum und Hirnstamm. Insgesamt ist die a-lsoform am haufigs-
ten vertreten und bildet etwa 1% des Gesamtproteins im Vorderhirn [Erondu et al.,
1985]. Die gleichzeitige Expression von CaMKIlla und GAD67 schliel3t sich scheinbar
aus; sie konnten bisher noch nicht in der gleichen Zelle nachgewiesen werden
[Benson et al.,, 1991, Zou et al.,, 2002]. Aus diesem Grund ist davon auszugehen,
dass GABAerge Interneurone, anders als Pyramidenzellen, kein CaMKlla. exprimie-
ren. Dies wurde fir Neurone der Amygdala bestatigt [McDonald et al., 2002]. Da die
palliale Amygdala méglichweise mit dem endopiriformen Nucleus und auch dem
Claustrum verwandt ist [Medina et al., 2004], wurde CaMKIla auch in dieser Arbeit

als Marker verwendet, um GFP-positive Neurone der EPP zu untersuchen.
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Es wurden Dreifachfarbungen mit GAD65/67, GFP und CaMKlloa angefertigt (mind.
10 Gewebeschnitte bei 4 Mausen). Dabei zeigte sich, dass 91,4% *= 1,1 SEM der
GFP-positiven Zellen in der EPP CaMKlla coexprimierten (Tab. 7). Gleichzeitig wur-
de so gut wie keine Coexpression von GAD65/67 und CaMKlla gefunden (0,5% + O
SEM), so dass auch in der EPP davon auszugehen war, dass beide Marker unter-
schiedliche Neuronenpopulationen voneinander abgrenzen (Tab. 7). GFP-positive
Zellen, die CaMKlIla coexprimierten, bildeten einen Anteil von 22,1% + 1,4 SEM aller
CaMKIlla-positiven Neurone (siehe Tab. 7). Bei Vergleich der Zahl aller CaMKllo-
positiver Zellen zu allen GAD65/67-positiven Zellen ergab sich etwa ein Verhaltnis
von 9:1 (4105 CaMKlla-positive Zellen zu 430 GAD65/67-positiven Neuronen).

Unter solchen Neuronen, die CaMKIlla exprimierten, variierte die Intensitat des GFP-
Gehalts deutlich, dennoch waren diese Zellen gréf3tenteils eindeutig als positiv zu
identifizieren.

Die Coexpression von CaMKlla mit GFP und GAD65/67 in der EPP wurde in Abbil-
dung 12 dargestellt. In Abbildung 13 konnte die Coexpression von CaMKlla mit GFP
und GAD65/67 im piriformen Cortex gezeigt werden. Es fiel auf, dass GFP-positive
Neurone der EPP im Gegensatz zu den GIN des piriformen Cortex kein GAD65/67
exprimierten, daftr aber CaMKllo positiv waren.

Gleichzeitig zeigte sich, dass GAD65/67 und CaMKlla zwei nicht tGberlappende Neu-
ronenpopulationen markierten. Solche Neurone, die GAD65/67 exprimierten, waren
CaMKlla. negativ, wahrend diejenigen, die CaMKllo exprimierten, negativ fur
GADG65/67 waren.

EPP %
(1) Doppelpos. GFP/CaMKllo-Zellen von allen GFP-pos. Zellen 914+11
(2) Doppelpos. GFP/CaMKlla-Zellen von allen CaMKlla-pos. Zellen 221+14
(3) Doppelpos. GAD65/67/CaMKIlla-Zellen von allen CaMKlla-pos. Zellen 05=x0

Tabelle 7: Coexpressionsmuster von CaMKIla in GFP-positiven Neuronen (1), von GFP in CaMKlla-
positiven Neuronen (2) und von GAD in CaMKlIlo-positiven Neuronen (3).
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GADB5/67

Abbildung 12: Coexpression von GFP, CaMKlla, GAD65/67 und DAPI in der endopiriformen Populati-
on (EPP). Konfokale Aufnahme einer GFP-Féarbung (oben links), einer DAPI-Féarbung (oben rechts),
einer CaMKlla-Farbung (Mitte links), einer GAD65/67-Farbung (Mitte rechts) und der Uberlagerung
aller Einzelaufnahmen. Markierung GFP-positiver Neurone in allen Aufnahmen durch griine Pfeile und
GADG65/67-positiver Neurone mit roten Pfeilen. In der Abbildung dargestellte GFP-positive Neurone in
der EPP stellen sich dabei als CaMKlla-positiv dar. Deutlich zu sehen ist auch die Darstellung
GADG65/67-positiver Neurone als CaMKIla-negativ. MalRbalken 20 pm.
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CaMKl Ny - GAD65/67

Abbildung 13: Coexpression von GFP, CaMKlla, GAD65/67 und DAPI im piriformen Cortex. Konfokale
Aufnahme einer GFP-Farbung (oben links), einer DAPI-Farbung (oben rechts), einer CaMKlla-
Farbung (Mitte links), einer GAD65/67-Farbung (Mitte rechts) und der Uberlagerung aller Einzelauf-
nahmen. Markierung GFP-positiver Neurone in allen Aufnahmen durch griine Pfeile und GAD65/67-
positiver Neurone mit roten Pfeilen. In der Abbildung dargestellte GFP-positive Neurone (GIN) stellen
sich als CaMKlla-negativ und GADG65/67-positiv dar. Deutlich zu sehen ist auch die Darstellung
GADG65/67-positiver Neurone als CaMKIla-negativ. Mal3balken 20 um.
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4.3. Zusammenfassung des neurochemischen Profils

Folgende Punkte waren festzuhalten:

1) GFP-positive Zellen der EPP waren zu 97-99% negativ fir Somatostatin.

2) Keine der untersuchten GFP-positiven Zellen zeigte eine Coexpression mit
dem Calcium-bindenden Protein Parvalbumin.

3) 1-3% aller GFP-positiven Zellen stellten sich als ,echte* GIN dar, kennzeich-
neten sich also durch positive Immunreaktivitat fir GAD65/67 und Somatosta-
tin.

4) 97-99% der Zellen waren negativ fur GAD65/67

5) Uber 90% exprimierten die Calcium/Calmodulin-abhangigen Kinase lla

6) GABAerge und CaMKlla-exprimierende Zellen bildeten zwei unterschiedliche

Zellpopulationen, die sich in einem Verhaltnis von 1:9 zueinander verteilten.

Daraus liel3 sich schliel3en, dass es sich bei der GFP-exprimierenden Population in
der EPP um mindestens zwei unterschiedliche Neuronenarten handelte, namlich
GABAerge Interneurone (1-3%) und Nicht-GABAerge Neurone (97-99%). Ein Grol3-
teil der Nicht-GABAergen Zellen von 90% war positiv fur CaMKllo und damit mog-
licherweise glutamaterg. Ein kleiner Teil von 5-7% zeigte weder Immunreaktivitat fur
GADG65/67 noch fur CaMKlla.
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4.4. Morphometrische Analyse der GFP-positiven Neurone der

endopiriformen Population

Die Morphologie der GFP-positiven Zellen in der EPP wurde durch Biocytin-
Injektionen untersucht, die wahrend der spéater beschriebenen elektrophysiologi-
schen Ableitungen erfolgten.

Aufnahmen von 19 GFP-positiven Neuronen und von 11 GFP-negativen Neuronen
(Population), von 8 GIN und von 7 Pyramidenzellen (Neokortex) wurden erstellt. Da-
von wurden 10 GFP-positive Neurone, 4 GFP-negative Neurone, 5 Pyramidenzellen
und 5 GIN digital rekonstruiert. Es wurden solche Zellen ausgesucht, die sich in den
Bildaufnahmen als so gut wie vollstandig darstellten. Fur die Rekonstruktion wurden
mehrere Aufnahmen einer Zelle (Z-Stapel) bei fixierter X- und Y-Achse angefertigt,
um die ganze Zelle mit Fortsatzen darstellen zu kénnen. Die einzelnen Aufnahmen
wurden zu einem Gesamtbild zusammengesetzt, so dass alle Zellfortsatze in einer
Ebene dargestellt werden konnten. Anhand dieser Aufnahmen wurden Dendriten,
Axon und Soma manuell nachverfolgt. Aus den entstandenen zweidimensionalen
Rekonstruktionen der einzelnen Zellen wurden folgende morphometrische Daten ge-
sammelt: Durchmesser des Somas, primare dendritische Fortsatze, Gesamtlange,
Gesamtflache, Verzweigungspunkte und hochster Verzweigungsgrad der dendriti-
schen Fortsatze und fur GIN und GFP-positive Neurone zuséatzlich die Axonlange.

In Sholl-Analysen [Sholl, 1953] wurden die Zahl der dendritischen und axonalen Ver-
zweigungspunkte pro Sphéare und die Lange der jeweiligen Fortsatze innerhalb eines

Sektors bestimmt.

4.4.1. Die Morphologie der einzelnen Zellgruppen

Die Ergebnisse der Immunhistochemie zeigten, dass es sich bei den GFP-positiven
Neuronen der EPP nicht um GABAerge Interneurone vom GIN-Typ handelte [Oliva et
al., 2000, Riedemann et al., 2016]. Stattdessen zeigten sie sich fir den Pyramiden-

zellmarker CaMKIla-positiv. Hier erfolgte die morphometrische Analyse dieser Zellen.
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ventral

Abbildung 14: Darstellung einer Pyramidenzelle in Nah- und Ubersichtsaufnahme und deren Polari-
tatshistogramm (unten links). Konfokalaufnahme des sensomotorischen Kortex (MaRRbalken 100 pm)
sowie der dazugehorigen Ubersichtsaufnahme unten rechts (MaRbalken 100 um); nach ventral: weiRe
Substanz; nach dorsal: Piaoberflache.
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ventral

Abbildung 15: Darstellung eines GIN in Nah- und Ubersichtsaufnahme sowie dessen Polaritétshisto-
gramm (unten links). Konfokalaufnahme des sensomotorischen Kortex (Maf3balken 100 pm) sowie der

dazugehérigen Ubersichtsaufnahme unten rechts (MaRbalken 100 um; nach ventral: weiRe Substanz;
nach dorsal: Piaoberflache.
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lateral

Abbildung 16: Darstellung eines GFP-positiven Neurons der endopiriformen Population in Nah- und
Ubersichtsaufnahme und dessen Polaritatshistogramm (unten links). Konfokalaufnahme eines Biocy-
tin-gefarbten GFP-positiven Neurons (MaRbalken 100 pm) sowie die dazugehdrige Ubersichtsauf-
nahme unten rechts (MaRRbalken 100 um). nach medial: weiRe Substanz; nach lateral: Piaoberflache.



dorsal

ventral

Abbildung 17: Darstellung eines GFP-negativen Neurons der endopiriformen Population in Nah- und
Ubersichtsaufnahme und dessen Polaritatshistogramm (unten links). Konfokalaufnahme eines Biocy-
tin-gefarbten GFP-negativen Neurons (MaRRbalken 100 um) und die dazugehérige Ubersichtsaufnah-
me unten rechts (MaRRbalken 100 um). nach medial: weil3e Substanz; nach lateral: Piaoberflache.
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Pyramidenzellen zeichnen sich wie in der Einleitung beschrieben im Gegensatz zu
Interneuronen durch einen ausgepragten apikalen Dendriten aus, der den Zellkern
gewobhnlich in Richtung Piaoberflache verlasst sowie durch mehrere kleinere basale
Dendriten, die horizontal zur Cortexoberflache verlaufen. Die dendritischen Fortsatze
sind mit zahlreichen Dornfortsatzen besetzt. Das Axon projiziert nach distal und gibt
dabei Kollateralen in unterschiedliche Regionen ab. Dieser Phanotyp konnte bei den
rekonstruierten Pyramidenzellen bestatigt werden (siehe Abb. 1 und Abb. 14). Axo-
nale Fortséatze dieser Pyramidenzellen waren grof3tenteils schwer darzustellen, da
sie haufig zumindest teilweise aul3erhalb der Schnittebene verliefen. In zwei Zellen
konnte das Axon Uber weite Strecken verfolgt werden, dieser Verlauf wurde aber
aufgrund der geringen Aussagekraft (n=2) nicht in der weiteren Auswertung bertck-
sichtigt.

Fur die Rekonstruktion von GIN wurden 5 Zellen aus corticalen Schichten ausge-
wahlt. Hierbei zeigte sich, dass diese eine multipolare bis bipolare somatodendriti-
sche Morphologie aufwiesen und ein Axon besal3en, das sich in der Ursprungs-
schicht stark verzweigte und sich oftmals in Richtung der Schicht | ausbreitete. Dorn-
fortsatze waren nicht oder nur spéarlich vorhanden. Abbildung 15 zeigt ein solches
GIN, das zur Gruppe der Martinotti-Zellen zahlte (vgl. auch Abb.3, die ein GIN aus
der CA3-Schicht des Hippocampus zeigt).

Von 19 untersuchten GFP-positiven Neuronen der EPP zeigten 16 eine pyramidale
Morphologie, eine Zelle ahnelte mehr einem Interneuron, bei zwei weiteren gelang
das Anfarben nicht ausreichend. Bei der fur die Rekonstruktion ausgewahlten Zellen
zeigte sich ein pyramidaler Charakter der GFP-positiven Neurone (n = 10): gro3ten-
teils wiesen sie einen Hauptdendriten auf, der jedoch nicht wie bei Pyramidenzellen
in Richtung der Piaoberflache verlief, sondern das Soma nach ventrolateral, ventral
oder ventromedial verliel3 (siehe Abb. 16). Mehrere kleinere basale Dendriten verlie-
fen nahe dem Zellkérper. Die dendritischen Fortsétze zeichneten sich ebenfalls wie
Pyramidenzellen durch zahlreiche Dornfortsatze aus. Das Axon verzweigte regional
weit weniger extensiv als bei den GIN und verlie3 im Verlauf oft die Schnittebene.
Die Morphologie der GFP-positiven Neurone der EPP unterschied sich damit deutlich
von der Morphologie der GIN (vgl. Abb. 1, 3, 15 und 16).

Die Rekonstruktion der GFP-negativen Neurone der EPP ergab, dass 8 von 10 Zel-
len einen Hauptdendriten aufwiesen, der den Zellkern nach ventrolateral oder ventral

verlie3 (Abb. 17). 2 von 10 Zellen ahnelten morphologisch mehr einem Interneuron.
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Die Rekonstruktion des axonalen Verlaufs war in diesem Zelltyp schwierig und wurde
nicht in der weiteren Auswertung bericksichtigt.

4.4.2. ZellgrofRe und Zellfortsatze der rekonstruierten Neuronen

Zu Beginn der Analyse wurden verschiedene morphometrische Daten aus den vier
Zellgruppen bestimmt (siehe Tab. 8),

Bezuglich des Durchmessers des Somas zeigte sich, dass das Soma GFP-positiver
Neurone und GFP-negativer Neurone im Vergleich zu GIN und Pyramidenzellen
kleiner war. Die ermittelten Werte waren zwischen den einzelnen Gruppen jedoch
nicht signifikant verschieden (ANOVA fur multiple Messungen mit Bonferronis Multip-
len Post-Tests). Ebenfalls nicht signifikant verschieden war die Anzahl der dendriti-
schen Primarprozesse, die in allen Gruppen eine &hnliche GrofRenordnung erreichte
(ANOVA fur multiple Messungen mit Bonferronis Multiplen Post-Tests).

Signifikant verschieden war die Gesamtlange aller dendritischen Fortsétze der Pyra-
midenzellen im Vergleich zu den anderen Zellgruppen (ANOVA fiir multiple Messun-
gen mit Bonferronis Multiplen Post-Test). Gleiches galt fir die Anzahl der dendriti-
schen Verzweigungspunkte: Pyramidenzellen erreichten die hochsten Werte und un-
terschieden sich in diesem Punkt signifikant von allen anderen Zellgruppen (ANOVA
fur multiple Messungen mit Bonferronis Multiplen Post-Tests). Beztglich der Gesamt-
flache der dendritischen Fortsétze unterschieden sich Pyramidenzellen signifikant
von den GIN, genauso unterschieden sich GFP-positive Neurone signifikant von den
GIN (ANOVA fur multiple Messungen mit Bonferronis Multiplen Post-Tests). Den
hdchsten Verzweigungsgrad des Dendritenbaums erreichten Pyramidenzellen. Damit
unterschieden sie sich signifikant von GIN, genauso wie GFP-positive Neurone sich
im Hinblick auf den Verzweigungsgrad signifikant von GIN unterschieden (Kruskal-
Wallis-Test mit Post-Tests nach Dunn).

Bezlglich der axonalen Lange wurden GFP-positiven Neurone mit GIN verglichen.
Die Gesamtlange der Axone der GIN war signifikant gréf3er als die der GFP-positiven

Neurone (unverbundener t-test).
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GFP-pos. GFP-neg. GIN PY

Durchmesser des Somas 40.2+25 41.9+6.3 46 £ 6.7 47.6 +6.2
[um]

Keine signifikanten Unterschiede
Anzahl dendritischer 44+1 53+0.5 54+1.3 5.8+1.3
Primarprozesse

Keine signifikanten Unterschiede
Gesamtlange aller 2926 +381 2642 +975 1711+490 4266 + 1330
Dendriten [um]

PY zu GIN***, GFP-pos zu PY*, GFP-neg zu PY*

Gesamtflache aller 6189 + 716 5241 +2324 2472 +675 7595+ 3241
Dendriten [um?]

GIN zu PY**, GFP-pos zu GIN**
Gesamtzahl der dendriti- 22.6+4.2 17+ 8.5 16.8 + 3.6 37.8+7.9
schen Verzweigungspunkte

PY zu GIN***, GFP-pos zu PY***, GFP-neg zu PY***

Maximaler Verzweigungs- 104+23 7.3+15 6.2+1.3 1365

grad des Dendritenbaums
GIN zu PY**, GFP-pos zu GIN*

Gesamtlange aller Axone 2153 * 965 6597 + 2594

[um]
GFP-pos zu GIN**

Tabelle 8: Darstellung der ermittelten morphometrischen Werte mit SD in den vier Zellgruppen (GFP-
positive Neurone = GFP-pos., GFP-negative Neurone = GFP-neg., Pyramidenzellen = PY und GIN).

Die jeweiligen Signifikanzen sind unterhalb der ermittelten Werte angegeben.

4.4.3. Sholl-Analyse der dendritischen Fortsétze

In der Sholl-Analyse wurden konzentrische Kreise mit zunehmendem Abstand um

das Soma einer Zelle gezogen [Sholl, 1953]. Dabei wurde die Lange der dendriti-

schen und axonalen Fortsadtze und die Zahl dendritischer und axonaler Verzwei-
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gungspunkte innerhalb einer Sphare bestimmt. In dieser Analyse betrug der Radius
der innersten Sphére 10 um zum Mittelpunkt (das Soma) und wurde mit jeder folgen-
den Sphare um 20 um vergrol3ert.

Zuerst wurde die Lange der dendritischen Fortsatze innerhalb einer Sphére ermittelt
und graphisch gegenuber der Distanz zum Soma aufgetragen. Neben der Lange der
dendritischen Fortsatze innerhalb einer Sphéare konnte damit auch die Gesamtlange
aller Fortsatze pro Zelle bestimmt werden.

So geht aus Abb. 18 A hervor, dass bei Pyramidenzellen in einer Entfernung von 50-
70 um zum Soma die Lange der Fortsatze ein Maximum erreichten, ebenso bei GFP-
positiven Neuronen. Bei GIN lag dieses Maximum zwischen 90-110 pum und bei GFP-
negativen Neuronen zwischen 70-90 um. Einen zusatzlichen Gipfel bei 430-530 um
zeigten nur Pyramidenzellen. Dort nahm die dendritische Lange pro Sphare noch
einmal zu. In allen anderen Gruppen nahm die dendritische Lange nach dem ersten
Maximum kontinuierlich ab und erreichte nicht die maximale Entfernung der dendriti-
schen Fortsatze der Pyramidenzellen (vgl. Gesamtlange aller Dendriten, Tab. 8). Die
dendritischen Fortsétze der GIN waren regional beschréankt und erreichten nur einen
Maximalradius von 230 pm. Signifikante Unterschiede fehlten jedoch.

Abbildung 18 B stellt die dendritischen Verzweigungspunkte der verschiedenen Zell-
gruppen innerhalb einer Sphare dar und zeigte ein komplementéres Bild zu Abbil-
dung 18 A.

4.4.4. Sholl-Analyse der axonalen Fortséatze

Neben den dendritischen Fortsatzen wurden auch axonale Fortsatze in einer Scholl-
Analyse hinsichtlich ihrer Gesamtlange und der Lange innerhalb einer Sholl-Sphare
untersucht. Da die gesammelten Daten von Pyramidenzellen und von GFP-negativen
Neuronen zu gering waren, wurden GFP-positive Neurone und GIN verglichen.

Die axonale Lange pro Sphéare erreichte in GIN deutlich hohere Werte als in GFP-
positiven Neuronen (zwischen 130 pm und 250 pm Sholl-Radius). GFP-positive Neu-
rone hatten eine relativ konstante Langenverteilung tber alle Spharen hinweg, er-
reichten aber mit 550 um eine etwas grol3ere axonale Gesamtausdehnung als GIN
mit 390 um (siehe Abb. 18 C). Die Gesamtlange aller axonalen Fortsatze pro Sphéare

zeigte bei den GFP-positiven Neuronen ab 130 pm bis 250 um signifikante Unter-
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schiede (p-Werte: 130 pm: p < 0.05; 150 pm: p < 0.05; 170 pm: p < 0.05; 190 pm: p
< 0.05; 210 pm: p < 0.01; 230 pum: p < 0.001; 250 pym: p < 0,001) zur axonalen Ge-
samtléange pro Sphare bei den GIN (Two-way ANOVA mit Bonferronis multiplen Post-
Tests).

Die Anzahl aller gemessenen axonalen Knotenpunkte gab ein zu der Langenvertei-
lung der Fortsédtze komplementéares Bild. Zwischen 130-250 um erreichten GIN ein
ausgepragtes Maximum, wahrend GFP-positive Neurone bei 50-70 pum einen kleinen
Gipfel erreichten und daraufhin kontinuierlich abnahmen (Abb. 18 D). Auch hier zeig-
ten sich die GFP-positiven Neurone signifikant verschieden zu den GIN (110 pum: p <
0.001; 130 pm: p < 0.01; 150 um: p < 0.001; 170 pm: p < 0.001; 190 pm: p < 0.001,
210 pm: p < 0.001; 230 pm: p < 0.001; 250 um: p < 0.001; 270 pm: p < 0.05; Two-
way ANOVA mit Bonferronis multiplen Post-Tests).
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Abbildung 18: Sholl-Analyse der dendritischen und axonalen Fortsatze. Vergleich von GFP-positiven
Neuronen (GFP-pos. in schwarz), GFP-negativen Neuronen (GFP-neg. in rot), Pyramidenzellen (PY in
blau) und GIN (in griin) als Liniendiagramm. Radiuszunahme jeweils 20 um, Beginn bei 10 pum.

A) Darstellung der Gesamtlange aller Dendriten pro Sholl-Sphéare [um] mit SD.

B) Darstellung der dendritischen Verzweigungspunkte pro Sholl-Sphére mit SD.

C) Darstellung der Gesamtlange aller Dendriten pro Sholl-Sphére [um] mit SD.

D) Darstellung der axonalen Verzweigungspunkte pro Sholl-Sphare mit SD.
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4.5. Zusammenfassung der morphologischen Eigenschaften der

GFP-positiven Neurone in der endopiriformen Population

Insgesamt zeigte die morphologische Untersuchung, dass die GFP-exprimierenden
Neurone der EPP nicht nur hinsichtlich ihres neurochemischen Profils, sondern auch
bezuglich ihrer Morphologie, eindeutige Unterschiede zu den ,echten* GIN aufwie-
sen.

Abbildungen der Biocytin-injizierten Zellen wiesen auf die morphologische Ahnlichkeit
der GFP-positiven Neurone zu den Pyramidenzellen hin, nicht zu den GIN (siehe
Abb. 14,15 und 16 zum Vergleich). Dennoch zeigten GFP-positive Neurone auch im
Vergleich zu Pyramidenzellen signifikante Unterschiede bezuglich der Gesamtlange
der Dendriten und der dendritischen Verzweigungspunkte (Tab. 8).

Im Gegensatz zu den ,echten“ GIN ergaben sich insbesondere signifikante Unter-
schiede bezlglich der Axonlange und des Axonverlaufs sowie hinsichtlich der Ge-
samtflache aller Dendriten (Tab. 8).

Interessanterweise konnten zwischen GFP-positiven und GFP-negativen Neuronen
keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Beide Zellgruppen ahnelten sich in
ihrer Morphologie (vgl. Tab.8. und Abb. 16 und 17).
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4.6. Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften

GFP-positiver Neurone der endopiriformen Population

Zur Untersuchung der passiven und aktiven elektrophysiologischen Eigenschaften
erfolgten Messungen in der Ganzzell-Konfiguration des Patch-Clamp-Verfahrens.
Sogenannte Current-Clamp-Messungen wurden an folgenden Zellen durchgefihrt:
GFP-positive Neurone der EPP, GFP-negative Neurone der EPP, corticale GIN und
corticale Pyramidenzellen. Alle Zellen, die in die Analyse eingeschlossen wurden,
hatten ein Ruhemembranpotenzial negativer als -55 mV und ein Aktionspotenzial mit

deutlichem ,Overshoot".

4.6.1. Identifikation der Zellen wahrend der elektrophysiologischen Ablei-

tungen

GFP-positive Neurone der EPP wurden anhand ihrer Lage und ihrer GFP-
Fluoreszenz identifiziert. Innerhalb der EPP erfolgte die Auswahl zuféllig. Vor den
Messungen wurde sowohl ein Fluoreszenz-Bild als auch ein Phasenkontrastbild (Dif-
ferenzieller Interferenzkontrast, DIC) erstellt (Abb. 19). GFP-negative Zellen wurden
im gleichen Verfahren entsprechend durch fehlende Fluoreszenz ausgewahlt.

Die Identifikation von GIN aus den oberflachlichen Schichten verschiedener corticaler
Gebiete erfolgte durch die starke Eigenfluoreszenz. Pyramidenzellen wurden in DIC-
Aufnahmen anhand ihrer pyramidalen Zellform und des apikalen Dendriten nachge-

wiesen.



62

Abbildung 19: Identifikation von Neuronen fir elektrophysiologische Untersuchungen. Darstellung
GFP-positiver Neurone der lateralen endopiriformen Population (EPP).

A) Ubersicht der EPP als Fluoreszenzaufnahme, MaRRbalken 250 pm.

B) Nahaufnahme eines untersuchten Neurons als DIC- (links) und Fluoreszenz-Bild (rechts) mit Maf3-
balken 25 pm.

4.6.2. Passive Eigenschaften GFP-positiver Neurone der endopiriformen

Population

Die passiven Eigenschaften der GFP-positiven Neurone der EPP wurden durch
Messung der Spannungsantwort nach Injektion eines hyperpolarisierenden Strom-
pulses (10-20 pA) bestimmt. Zwanzig solcher Spannungsantworten wurden pro Neu-
ron aufgezeichnet und zur Rauschverminderung gemittelt. Aus der gemittelten Span-
nungsantwort wurden das Ruhemembranpotenzial (RMP), die somatische Membran-
zeitkonstante to und die Zellkapazitat Cn ermittelt. Insgesamt wurden bei 110 Neuro-
nen die passiven Membraneigenschaften bestimmt, davon 45 GFP-positive und 29
GFP-negative Neurone der EPP, 24 GIN und 12 Pyramidenzellen.
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Abbildung 20: Passive Eigenschaften GFP-positiver Neuronen (GFP-pos.) der endopiriformen Popula-
tion im Vergleich zu GFP-negativen Neuronen (GFP-neg.), GIN und Pyramidenzellen (PY). Darstel-
lung als scatter plot.

A) Darstellung des Ruhemembranpotenzial (RMP) mit SD und Signifikanzen.

B) Darstellung der somatischen Membranzeitkonstante mit SD und Signifikanzen.

C) Darstellung der Zellkapazitat mit SD und Signifikanzen.

D) Darstellung der gemittelten Stromkurven (10 pA, Dauer 800 ms) und gemittelten Spannungsant-
wort des GFP-positiven Neurons. In rot wurde die angepasste Exponentialfunktion zur Bestimmung
der Membranzeitkonstanten dargestellt (oben). Unten zu sehen ist eine Teilaufnahme der gemittelten
Spannungsantwort mit der angepassten Exponentialfunktion in rot und Darstellung des Zeitraums zur
Bestimmung des RMP.
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4.6.2.1. Das Ruhemembranpotenzial im Gruppenvergleich

Das RMP wurde in der registrierten Messung vor Injektion des Strompulses be-
stimmt. GFP-positive Neurone zeigten ein RMP von -71 mV = 5,2 SD, GFP-negative
Neurone eines von -71 mV = 5,6 SD, das RMP von GIN betrug -66,3 mV + 4,1 SD
und das von Pyramidenzellen -69,4 mV = 5.8 SD (Abb. 20 A). GFP-positive und
GFP-negative Neurone waren jeweils signifikant unterschiedlich zur Gruppe der GIN,

aber nicht untereinander (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests nach Dunn).

4.6.2.2. Vergleich der somatischen Membranzeitkonstante

Die somatische und dendritische Membranzeitkonstante wurde bestimmt, indem aus
den ersten 30-70 ms des Spannungsabfalls, der nach Einschalten des Strompulses
auftrat, eine Exponentialgleichung mit zwei Termen angepasst wurde (Abb.20 D).
Diese Gleichung ist eine Lésung der Rallschen Kabelgleichung in der Zeitdomane
(Rall 1969):

Vi= Vo+V1 eltt)t)+ Vo et tty)t)

Dabei war Vo das ermittelte Ruhemembranpotenzial, V1 und V2 die Amplituden der
Nulldurchgange der Spannungsabweichungen zu den jeweiligen Zeitpunkten t1 und
t2 und 11 und t2 die Membranzeitkonstanten der beiden Terme. Wéhrend t1 als so-
matische Membranzeitkonstante bezeichnet wird, nennt sich t2 die dendritische
Membranzeitkonstante.

Fur diese Auswertung wurde nur die somatische Membranzeitkonstante bestimmt.
GIN besalien die langste Membranzeitkonstante mit 34,8 ms + 15,2 SD. Die Memb-
ranzeitkonstante der Pyramidenzellen betrug 21,6 ms + 10,9 SD, die der GFP-
positiven Neurone 26,5 ms £ 7,5 SD und die der GFP-negativen Zellen 26,7 ms +
11,5 SD (Abb. 20 B). Die Membranzeitkonstanten der GIN waren signifikant ver-
schieden zur Gruppe der Pyramidenzellen (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests nach

Dunn).
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4.6.2.3. Analyse der Zellkapazitat in den vier untersuchten Zellgruppen

Die Zellkapazitat Cn ist ein Mal} fir die Zelloberflache. Zwischen Cn und der Memb-
rankapazitat Cm besteht flr verzweigte Neurone ein sehr komplexer Zusammenhang.
Die Zellkapazitat wurde mittels der Gleichung t1=RnCn errechnet, Rn ist der Ein-
gangswiderstand, der aus der Strom-Spannungs-Kurve ermittelt wurde (siehe Kapitel
3.6.3.1).

Die Gruppe der Pyramidenzellen wies mit 182,5 pF £ 69,0 SD die grofite Zellkapazi-
tat auf. In absteigender Reihenfolge folgten darauf GFP-positive Neurone mit 120,5
pF + 28,7 SD, GFP-negative Neurone mit 115,3 pF + 44,4 SD und zuletzt die GIN mit
97,5 pF £ 24,6 SD (Abb. 20 C). Alle drei Gruppen zeigten sich signifikant verschieden
zu Pyramidenzellen (ANOVA fur multiple Tests mit Bonferronis multiplen Post-Tests).

4.6.3. Strom-Spannungs-Beziehung GFP-positiver Neurone der endopi-

riformen Population

Im Anschluss an die Bestimmung der passiven Membraneigenschaften wurde die
Strom-Spannungs-Beziehung der Neurone untersucht. Dazu wurden 20 Recht-
ecksstrompulse (Dauer: 1000 ms) nacheinander in hyper- und depolarisierender
Richtung in das Neuron injiziert, wobei die Stromamplitude um jeweils 10% des ma-
ximalen negativen Stromwertes verandert wurde. Je nach Eingangswiderstand wur-
den zwischen -50 bis -300 pA injiziert, um eine Hyperpolarisation des Membranpo-
tenzials von mindestens -100 mV zu erreichen. Die hervorgerufenen, unterschwelli-
gen Spannungsanderungen wurden registriert und an folgenden zwei Zeitpunkten
ausgewertet (Abb. 21.1 A):

1) Nach Erreichen eines Gleichgewichts (steady state, ca. 800 ms nach Beginn
der Strominjektion).
2) Die Spannungsantwort kurz nach Beginn der Strominjektion (initiale Phase,

ca. 50-200 ms nach Strominjektion).
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Abbildung 21.1: Strom-Spannungs-Beziehung von zwei GFP-positiven Neuronen der endopiriformen
Population (EPP).

A) Darstellung der Reizstromstarke (Al
nungsantworten von Neuron 1.

B) Darstellung der Reizstromstéarke (Al
nungsantworten von Neuron 2.

C) Strom-Spannungs-Kurve von Neuron 1. Die Messung in der initialen Phase in rot dargestellt, die
Messung im Gleichgewichtszustand in schwarz.

D) Strom-Spannungs-Kurve von Neuron 2. Die Messung in der initialen Phase in rot dargestellt, die
Messung im Gleichgewichtszustand in schwarz.

25 pA, Dauer 1000 ms) und der unterschwelligen Span-

15 pA, Dauer 1000 ms) und der unterschwelligen Span-
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GFP-negative Neurone

— A Neuron 1 — B Neuron 2
< <
S0 S0
: :
EI:) -0.2 1 0:) -0.2 1
-50 — -50 — ¢ ¢ l
< -60 — S -60 <
E E
3 -70 3 -70
£ £ g0
o -80 o - —
[ —Q— 8 P
W
§ -90 — 500 ms § -90 \ 500 ms
5 -100 5 -100 — =
E E s
-110 1104 T
-120 — -120 —
. 20 +
20 T .
e Messung im Gleichgewichtszustand ® Messung im Gleichgewichtszustand
e Messung in der initialen Phase ® Messung in der initialen Phase
1 10 +
10
Strom [nA] Strom [nA]
L l l l l 1 1 l l l
I T T T O T 1 1 1 1 O 1
-0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.05 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.05
104> S
YTE FE
g ('_E (__U
204 N
Q | O
IS] S
o o
2 5
0T 5 5
£ - £
) )
= =
240 +

Abbildung 21.2: Strom-Spannungs-Beziehung von zwei GFP-negativen Neuronen der endopiriformen
Population (EPP).

A) Darstellung der Reizstromstarke (Al = 25 pA, Dauer 1000 ms) und der unterschwelligen Span-
nungsantworten von Neuron 1.

B) Darstellung der Reizstromstéarke (Al
nungsantworten von Neuron 2.

C) Strom-Spannungs-Kurve von Neuron 1. Die Messung in der initialen Phase in rot dargestellt, die
Messung im Gleichgewichtszustand in schwarz.

D) Strom-Spannungs-Kurve von Neuron 2. Die Messung in der initialen Phase in rot dargestellt, die
Messung im Gleichgewichtszustand in schwarz.

15 pA, Dauer 1000 ms) und der unterschwelligen Span-
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GIN (links) und Pyramidenzelle (rechts)
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Abbildung 21.3: Strom-Spannungs-Beziehung eines GIN (links) und einer Pyramidenzelle (rechts) der

corticalen Rindenschicht.

A) Darstellung der Reizstromstarke (Al
nungsantworten des GIN.

B) Darstellung der Reizstromstarke (Al
nungsantworten der Pyramidenzelle.

15 pA, Dauer 1000 ms) und der unterschwelligen Span-

50 pA, Dauer 1000 ms) und der unterschwelligen Span-

C) Strom-Spannungs-Kurve des GIN. Messung der initialen Phase in rot, Messung im Gleichge-

wichtszustand in schwarz.

D) Strom-Spannungs-Kurve der Pyramidenzelle. Messung der initialen Phase in rot, Messung im

Gleichgewichtszustand in schwarz.
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Mittels der erhaltenen Strom-Spannungs-Kurve konnte der Eingangswiderstand er-
mittelt werden. Hierzu wurden die jeweiligen Messpunkte (initiale und steady-state
Spannungsantwort) der Strom-Spannungs-Beziehung mittels der ,smoothing spline®
Funktion der Software Igor Pro 6 (Wavemetrics, Lake Oswego, USA) interpoliert
(Abb. 21.1 - 21.3 C und D). Durch Differenzierung der resultierenden Kurve konnte
der Steigungswiderstand als Funktion des injizierten Stromes bestimmt werden (sog.
Rn-Kurve). Rn wurde dann aus der Rn-Kurve bei X=0 pA ermittelt.

Anhand der Strom-Spannungs-Kurven wurde neben dem Eingangswiderstand auch

der Rektifikationskoeffizient bestimmt.

Eine Besonderheit der Strom-Spannungs-Beziehung, die fast ausschlie3lich bei ei-
nem Teil der GFP-negativen Neuronen der EPP auftrat, war eine kontinuierliche,
langsam zunehmende Depolarisation in der Spannungsantwort nach Injektion eines
unterschwelligen, depolarisierenden Strompulses (Abb. 21.2 B, Markierung mit Pfei-
len). Solche Zellen zeigten meist auch, wie anschlieend im Entladungsverhalten
beschrieben, ein spates erstes Aktionspotenzial (AP) als Antwort auf Gberschwellige

Strompulse.

4.6.3.1. Eingangswiderstand im Gruppenvergleich

Die untersuchten Zellgruppen zeigten deutliche Unterschiede bezuglich des Ein-
gangswiderstandes Rn: In GIN war Rn mit 359,6 MQ £+ 170,2 SD am hoéchsten, in
Pyramidenzellen wurden die niedrigsten Werte mit 128,4 MQ + 43,1 SD gemessen.
GFP-positive Neurone hatten einen Eingangswiderstand von 251,6 MQ + 92,8 SD
und GFP-negative Neurone einen von 325,4 MQ + 125,2 SD (Abb. 22 A). Pyrami-
denzellen zeigten sich signifikant verschieden zu allen Zellgruppen, zusatzlich waren
GFP-positive Neurone signifikant verschieden zu den GIN (Kruskal-Wallis-Test mit

Post-Tests nach Dunn).
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4.6.3.2. Vergleich des Rektifikationskoeffizienten

Der Rektifikationskoeffizient wurde im Gleichgewichtszustand (steady state) ermittelt.
Hierflr wurde das Verhaltnis des Rn bei | = 0 pA geteilt durch den Rn gemessen, der
bei Stromapplikation eine Membranspannung von etwa -100 mV (Abweichung 5%),
hervorrief. Werte dieses Koeffizienten > 1 in hyperpolarisierender Richtung bedeute-
ten dabei, dass eine Einwartsgleichrichtung vorlag, Werte kleiner als 1 waren einer
Auswartsgleichrichtung gleichbedeutend. In keiner Zelle wurde ein Wert kleiner als 1
in hyperpolarisierender Richtung bestimmt, also waren alle Zellen Einwartsgleichrich-
ter. Sowohl die hyperpolarisierende als auch die depolarisierende Einwartsgleichrich-
tung war bei den GIN (Abb. 21.3 C) im Vergleich zu den anderen Zellgruppen gerin-
ger ausgepragt.

Im Gleichgewichtzustand war der Rektifikationsindex der jeweiligen Zellgruppen fol-
gendermal3en: GFP-positive Neurone -1,7 + 0,4 SD; GFP-negative Neurone -2,0 £
0,5 SD; GIN -1,4 + 0,2 SD; Pyramidenzellen -2,4 + 0,6 SD (Abb. 22 B). Im Gleichge-
wicht zeigte der Rektifikationskoeffizient signifikante Unterschiede zwischen Pyrami-
denzellen und GFP-positiven Neuronen bzw. GIN sowie zwischen GFP-negativen
Neuronen und GIN (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests nach Dunn).

4.6.3.3. Untersuchung des Sag-Potenzials im Gruppenvergleich

Als Antwort auf stark hyperpolarisierende Strompulse zeigte ein Teil der Neurone
aulRerdem ein sogenanntes ,Sag-Potenzial“. Damit wird die verzdégerte Abnahme der
Stompuls-induzierten Spannung bezeichnet, die ca. 50-200 ms nach Beginn einer
Strominjektion auftritt (siehe als Beispiel: Abb. 21.3 A). Dieser ,Sag“ war je nach un-
tersuchter Zellgruppe unterschiedlich stark ausgepragt und zeitlich variabel. Fir GIN
ist er ein typisches Merkmal [Riedemann et al., 2018].

Hinsichtlich der Sag-Amplitude zeigte sich jede Gruppe signifikant unterschiedlich zu
den GIN (Abb. 22 C), die mit 8,8 mV * 3,8 SD die héchsten Amplituden erreichten
(Abb.21.3 C). Absteigend folgten darauf GFP-positive Neurone mit 3,7 mV + 1,5 SD,
Pyramidenzellen mit 3,4 mV £ 3,1 SD und GFP-negative Neurone mit 2,5 mV + 1,8
SD. Untereinander wiesen die anderen Gruppen keine signifikanten Differenzen auf

(Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests nach Dunn).
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Abbildung 22: Darstellung des Steigungswiderstandes, des Rektifikationsindexes im Gleichgewichts-
zustand, der Sag-Amplitude und der Latenz bis zur maximalen negativen Spannungsantwort im Grup-
penvergleich (GFP-pos. = GFP-positive Neurone, GFP-neg. = GFP-negative Neurone, GIN und Py-
ramidenzellen = PY). Abbildung als scatter plot.

A) Darstellung des Eingangswiderstand [MOhm] mit SD.

B) Darstellung des Rektifikationsindexes im Gleichgewichtszustand mit SD.

C) Darstellung der Amplitude des Sag-Potenzials [mV] mit SD.

D) Darstellung der Latenz bis zur maximal negativen (max. neg.) Spannungsantwort [ms] mit SD.

AulRerdem wurde die Latenz bis zur maximal negativen Spannungsantwort nach hy-
perpolarisierendem Strompuls ermittelt (Abb. 22 D). Dabei zeigten GIN eine deutlich
langere Latenz als alle anderen Zellgruppen (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests
nach Dunn). Bei GIN wurde eine maximale Spannungsantwort erst nach 110,5 ms *
44,6 SD erreicht. Bei GFP-positiven Neurone betrug die Latenzzeit 65,3 ms + 19,6
SD, bei GFP-negative Neurone 61,2 ms + 12,6 SD und bei Pyramidenzellen 48,3 ms
+ 29,2 SD.
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4.6.4. Analyse der Eigenschaften des Aktionspotenzials der GFP-

positiven Neurone der endopiriformen Population

Die Eigenschaften der Aktionspotenziale (AP) wurden nach Injektion eines Recht-
eckstrompulses (Dauer 1000 ms) untersucht. Bei mittlerer Stromstarke wurde aus
der Entladung bei dem ersten AP die AP-Amplitude, die AP-Dauer, die Anstiegszeit
des APs und die Abfallszeit des APs bestimmt. Die Amplitude konnte aus der Poten-
zialdifferenz zwischen dem RMP und dem Amplitudenmaximum des APs ermittelt
werden, die Dauer des Aktionspotenzials aus der Differenz zwischen Maximum und
Minimum der ersten Ableitung [Bean, 2007]. Die Anstiegszeit wurde aus dem Zeitin-
tervall zwischen dem 10%- und dem 90%-Wert der AP-Amplitude bestimmt. Die Ab-
fallszeit entsprach dem Zeitintervall zwischen Amplitudenmaximum und dessen 60%-
iger Reduktion.

Abb. 23 A zeigt ein einzelnes AP bei gerade Uberschwelliger Reizung, Abb. 23 B die

erste Ableitung desselben APs nach der Zeit.

50 V/is

5ms

2ms

Abbildung 23: Darstellung eines einzelnen Aktionspotenzials sowie dessen erste Ableitung nach der
Zeit (jeweils mit Nulllinie) eines GFP-positiven Neurons.

4.6.4.1. Analyse des einzelnen Aktionspotenzial

Zunachst wurden die AP-Amplitude des einzelnen Aktionspotenzials bei GFP-
positiven Neuronen, bei GFP-negativen Neuronen, Pyramidenzellen und GIN be-
stimmt. Hier erreichten GFP-positive Neurone eine AP-Amplitude von 94,1 mV + 8,8
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SD, GFP-negative Neurone wiesen eine AP-Amplitude von 95,4 mV + 12.5 SD auf,
Pyramidenzellen eines von 101,9 mV % 6,2 und GIN erreichten Werte von 76,8 mV +
7,8 (Abb. 24 A). Im Hinblick auf die AP-Amplitude zeigten sich GIN signifikant ver-
schieden zu allen Zellgruppen (ANOVA fir multiple Messungen mit Bonferronis mul-
tiplen Post-Tests).

Die Dauer der APs betrug 1,5 ms + 0,3 SD bei den GFP-positiven Neuronen. Bei
GFP-negativen Neuronen wurde ein Wert von 1,7 ms £ 0,3 SD gemessen. Die AP-
Dauer der Pyramidenzellen erreichte 1,4 ms + 0,3 SD und die der GIN 1 ms + 0,1 SD
(siehe Abb. 24 B). Auch hier zeichneten sich die GIN bezuglich der AP-Dauer zu al-
len Vergleichsgruppen als signifikant verschieden aus (ANOVA fur multiple Messun-

gen mit Bonferronies multiplen Post-Tests).
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Abbildung 24: Die Eigenschaften des einzelnen Aktionspotenzials (AP) der GFP-positiven Neurone
(GFP-pos.), der GFP-negativen Neurone (GFP-neg.), der Pyramidenzellen (PY) und der GIN. Darstel-
lung als scatter plots.

A) Darstellung der AP-Ampitude [mV] in den vier Gruppen mit SD.

B) Darstellung der AP-Dauer [ms] in den vier Gruppen mit SD.

C) Darstellung der Anstiegszeit des APs [ms] in den vier Gruppen mit SD.

D) Darstellung der Abfallszeit des APs [ms] in den vier Gruppen mit SD.
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Bei der Anstiegszeit des einzelnen APs erreichten GFP-positive Neurone einen Wert
von 0,5 ms = 0,1 SD, GFP-negative Neurone einen von 0,5 ms + 0,1 SD. Das Ergeb-
nis der Pyramidenzellen lag bei 0,4 ms = 0,1 SD, wahrend GIN mit 0,4 ms + 0 SD
den absolut niedrigsten Wert erreichten (siehe Abb. 24 C). Es zeigten sich GFP-
positive Neurone und GFP-negative Neurone als signifikant verschieden zu den GIN
(ANOVA fur multiple Messungen mit Bonferronis multiplen Post-Tests).

Zuletzt wurde auch die Abfallszeit des einzelnen APs ausgewertet. GFP-positive Zel-
len erreichten einen Wert von 1,4 ms = 0,2 SD, GFP-negative Neurone 1,5 ms + 0,4
SD. Die Pyramidenzellen wiesen eine Abfallszeit von 1,3 ms + 0,3 SD auf, wahrend
GIN wiederum den niedrigsten Wert mit 0,8 ms £ 0,1 SD erreichten (vgl. Abb 24 D).
Auch hier waren die GIN signifikant verschieden zu GFP-positiven Neuronen, GFP-
negativen Neuronen und Pyramidenzellen (ANOVA fir multiple Messungen mit Bon-
ferronis multiplen Post-Tests)

Interessanterweise unterschieden sich GFP-positive Neurone in allen Aspekten (AP-
Amplitude, AP-Dauer, Anstiegs- und Abfallszeit des APs) signifikant von den GIN.
Genauso unterschieden sich Pyramidenzellen und GFP-negative Neurone von den
GIN. Gleichzeitig zeigten GFP-positive Neurone, GFP-negative Neurone und Pyra-

midenzellen untereinander keinerlei Unterschiede (vgl. Abb. 24 A-D).

4.6.4.2. Dynamische Anderung des Aktionspotenzials bei der Entladung

Im Anschluss an die Auswertung des einzelnen Aktionspotenzials sollte die dynami-
sche Anderung der Aktionspotenziale wahrend der Entladung bei mittlerer Strom-
starke Uberprift werden. Dazu wurde jeweils das erste, das zweite und letzte AP ei-
ner Entladung in jeder Gruppe (GFP-positive Neurone, GFP-negative Neurone, Py-
ramidenzellen und GIN) untersucht und zu allen anderen Gruppen verglichen. Die
AP-Dauer, die Anstiegszeit und die Abfallszeit der APs wurden bestimmt. Die ge-
wonnenen Daten wurden normalisiert, in dem sie zum jeweiligen Wert des ersten
Aktionspotenzials der jeweiligen Gruppe ins Verhaltnis gesetzt wurden. Die Amplitu-
de wurde in dieser Auswertung nicht bertcksichtigt, da die normalisierten Werte nur
eine sehr geringe Verteilungsbreite von 95-105% zeigten und sich damit nicht signifi-

kant unterschieden.
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Der Vergleich der AP-Dauer in den verschiedenen Zellgruppen

Zunachst wurde die AP-Dauer im Verlauf der Entladung untersucht: Bei GFP-
positiven Neuronen stieg die AP-Dauer beim zweiten Aktionspotenzial auf 153,6 % +
3,9 SEM, beim letzten Aktionspotenzial auf 163,9 % + 5,2 SEM. Bei GFP-negativen
Neurone wurden Werte von 138,2 % + 9.4 SEM beim zweiten AP und 149,1 % + 10,5
SEM beim letzten AP bestimmt. Pyramidenzellen erreichten beim zweiten AP 121,9
% % 10 SEM und beim letzten AP 116,5 % + 9,7 SEM des Ausgangswertes. Die GIN
zeigten die geringste Veradnderung. Der ermittelte Wert fir das zweite AP lag bei
106,6 % + 5,3 SEM und bei 113,9 % + 7,3 SEM fur das letzte AP.

Wahrend die AP-Dauer bei GFP-positiven und GFP-negativen Neuronen beim zwei-
ten und vor allem letzten AP der Entladung deutlich zunahm, war die Veranderung
bei Pyramidenzellen und GIN weniger stark ausgepragt (siehe Abb. 25 A). Es wur-
den signifikante Unterschiede beztglich der AP-Dauer ermittelt: das zweite und das
letzte AP der GFP-positiven Neurone unterschied sich signifikant vom zweiten und
vom letzten AP der GIN. Genauso unterschieden sich das zweite und das letzte AP
der GFP-positiven Neurone signifikant von der Entladung der Pyramidenzellen. GFP-
negative Neurone unterschieden sich von Pyramidenzellen signifikant im Hinblick auf
das letzte AP und von GIN bezlglich des zweiten und des letzten AP.

Insgesamt unterschied sich die Entladung der GFP-positiven Neurone beziglich der
AP-Dauer signifikant von GIN und von Pyramidenzellen, aber nicht von GFP-
negativen Neuronen (Two-way ANOVA mit Bonferronis multiplen Post-Tests).

Der Vergleich der Anstiegszeit des APs Uber die Zellgruppen hinweg

Bei den GFP-positiven Neuronen erhéhte sich die Anstiegszeit wahrend der Entla-
dung auf 141,6% = 5,5 SEM beim zweiten AP und auf 140,7 % + 5,8 SEM beim letz-
ten AP im Vergleich zum Ausgangswert des ersten APs. GFP-negative Neurone er-
reichten Werte von 127, 4 % + 7,8 SEM beim zweiten AP und von 132, 7 % + 7,4
SEM beim letzten AP. Die ermittelten Werte der Pyramidenzellen anderten sich in
Bezug auf die Anstiegszeit am wenigsten: fur das zweite AP wurden Werte von 109,1
% + 8,5 SEM gemessen und fur das letzte AP 111,1 % + 8,8 SEM. Bei GIN wurden
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Werte von 110 % + 4,8 SEM fir das zweite AP und 126,5 % + 7,6 SEM fir das letzte
AP gemessen.

Im Verlauf der Entladung veranderte sich die Anstiegszeit am meisten bei den GFP-
positiven Neuronen. Etwas geringer fiel diese Veranderung bei GFP-negativen Neu-
ronen aus. Auch bei GIN kommt es zumindest beim letzten AP zu einer deutlichen
Zunahme der Anstiegszeit des APs, wahrend sich die Anstiegszeit bei den Pyrami-
denzellen am wenigsten anderte (vgl. Abb 25 B).

Die ermittelten Signifikanzen bezuglich der Anstiegszeit waren: bei GFP-positiven
Neuronen zeigte das zweite und das letzte AP signifikante Unterschiede zum zweiten
und letzten AP der Pyramidenzellen. Aul3erdem unterschied sich die Anstiegszeit
des zweiten APs der GFP-positiven Neurone signifikant von der Anstiegszeit des
zweiten APs der GIN. Auch hier unterschieden sich die GFP-positiven Neurone signi-
fikant von GIN und Pyramidenzellen, nicht aber von GFP-negativen Neuronen (Two-
way ANOVA mit Bonferronis multiplen Post-Tests).

Die Abfallszeit des APs im Gruppenvergleich

Zuletzt wurde die Abfallszeit des ersten APs in Relation zur Abfallszeit des zweiten
und des letzten AP der Entladung gesetzt. Bei den GFP-positiven Neuronen stieg die
Abfallszeit auf 156,2 % + 3,8 SEM beim zweiten AP und auf 174 % + 5,7 SEM beim
letzten AP. Die ermittelten Werte bei GFP-negativen Neuronen waren 141.6 % + 10,8
SEM beim zweiten AP und 159,3 % + 14 SEM beim letzten AP. Pyramidenzellen er-
reichten Werte von 124,9 % + 10,2 SEM beim zweiten AP und 119,9 % + 10 SEM
beim letzten AP.

GIN zeigten die geringste Veranderung der Abfallszeit. Das zweite AP erreichte ei-
nen Wert von 105,5 % + 5,5 SEM und das letzte AP 109,3 % + 7,1 SEM.

Wiederum zeigte sich bei den GFP-positiven und den GFP-negativen Neuronen die
grodte Verdnderung. Die Abfallszeit stieg im Vergleich zum Ausgangswert stark,
wahrend dies bei Pyramidenzellen und GIN in deutlich geringerem Umfang geschah
(siehe Abb. 25 C).

Im Vergleich der Abfallszeit Gber die Gruppen hinweg zeigte sich, dass sich das
zweite und dritte AP der GFP-positiven Neurone signifikant vom zweiten und dritten

AP der GIN unterschied. Das zweite und dritte AP der GFP-positiven Neurone unter-
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schied sich aul3erdem signifikant vom zweiten und dritten AP der Pyramidenzellen.
GFP-negative Neurone unterschieden sich von Pyramidenzellen signifikant im Hin-
blick auf das letzte AP und von GIN bezlglich des zweites und des letzten APs.

Die Abfallszeit der GFP-positiven Neurone unterschied sich wahrend der Entladung
damit signifikant von GIN und Pyramidenzellen, aber nicht von GFP-negativen Neu-
ronen (Two-way ANOVA mit Bonferronis multiplen Post-Tests)

Zusammenfassung zur Verdnderung des Aktionspotenzials wahrend einer

Entladungsserie in den jeweiligen Gruppen

Insgesamt fiel auf, dass sich das Aktionspotenzial der GIN wahrend der Entladung
am wenigsten anderte, wéhrend es bei den GFP-positiven Neuronen zum deutlichs-
ten Anstieg der AP-Dauer, der Anstiegszeit und der Abfallszeit der Aktionspotenziale
kam. GFP-negative Neurone zeigten ebenfalls ausgepragte Zunahmen dieser Werte.
Bei Pyramidenzellen veranderte sich das Aktionspotenzial wahrend der Entladung in
etwas geringerem Umfang.

Sowohl GIN als auch Pyramidenzellen zeigten signifikante Unterschiede zu GFP-
positiven Neuronen. GFP-positive und GFP-negative Neurone unterschieden sich

nicht signifikant.
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Abbildung 25: Die dynamischen Eigenschaften des ersten, zweiten und letzten Aktionspotenzials (AP)
einer Entladungsserie von GFP-positiven Neuronen (GFP-pos.), GFP-negativen Neuronen (GFP-
neg.), Pyramidenzellen und GIN als Liniendiagramm mit SEM.
A) Darstellung der normalisierten Dauer des ersten, zweiten und letzten APs [% des ersten APs].

B) Darstellung der normalisierten Anstiegszeit des ersten, zweiten und letzten APs [%des ersten APs].
C) Darstellung der normalisierten Abfallszeit des ersten, zweiten und letzten APs [% des ersten APs].
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4.6.5. Analyse des Entladungsverhaltens der GFP-positiven Neurone

Das Entladungsverhalten der untersuchten Neurone wurde durch Injektion zuneh-
mend depolarisierender Rechteckstrompulse (Dauer: 1000 ms) in gleichbleibenden
Amplitudenstufen ermittelt (Abb. 26.1 und 26.2 A). Zunachst erfolgte eine qualitative
Auswertung hinsichtlich des Entladungsmusters. Dazu wurden die Strompuls-
induzierten Antworten als sog. ,raster plots* aufgetragen (Abb. 26 und 27 B). Es wur-
den 3 Gruppen gebildet [Riedemann et al., 2018]:

e Gruppe 1 bildeten ,kontinuierlich entladende Neurone®, d.h. solche, die auf
depolarisierende Strompulse mit einer kontinuierlichen AP-Entladung ohne
Unterbrechungen reagierten.

e Diskontinuierlich entladende Neurone® bildeten die Gruppe 2. Dabei handelte
es sich um Neurone, die innerhalb einer einzelnen AP-Entladung l&angere Un-
terbrechungen zeigten.

e Gruppe 3 bildeten Neurone mit ,Burst“-artiger Entladung (engl.: platzen). Sol-
che Neurone zeigten bereits bei der ersten Uberschwelligen Reizung eine
hochfrequente Entladung von mehreren APs, die auf einem niederschwelligen
AP auflagen [Connors et al., 1990, Connors et al., 1982, Riedemann et al.,
2018, Stewart et al., 1993].
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Abbildung 26.1: Darstellung zwei ausgewahlter GFP-positiver Neurone der endopiriformen Population
(EPP) im Vergleich zu einem GIN.

A) Darstellung der Stromstarke oben (erste uUberschwellige Stromstarke rot, mittlere Stromstarke
schwarz, Dauer 1000 ms) und des Entladungsverhaltens unten (erste Uberschwellige Stromstéarke rot,
mittlere Stromstarke schwarz). Abgebildet sind zwei reguléar entladende GFP-positive Neurone der
EPP (links und Mitte), eine davon mit ,doublettenartigem” Entladungsverhalten, sowie ein regular ent-
ladenden GIN (rechts).

B) Zugehorige Rasterplots der entsprechenden Zellen aus A.

C) Frequenz-Zeit-Diagramme der Neurone aus A bei ausgewahlten Stromstérken (bis zu 8 Traces in
unterschiedlicher Farbdarstellung) zeigen das Frequenzverhalten im Zeitverlauf der Entladung.
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Abbildung 26.2: Darstellung des Entladungsverhalten zwei ausgewahlter GFP-negativer Neurone der
endopiriformen Population (EPP) im Vergleich zu einer Pyramidenzelle

A) Darstellung der Stromstarke oben (erste Uberschwellige Stromstarke rot, mittlere Stromstarke
schwarz, Dauer 1000 ms) und des Entladungsverhaltens unten (erste Uberschwellige Stromstéarke rot,
mittlere Stromstarke schwarz). Abgebildet sind zwei reguléar entladende GFP-positive Neurone der
EPP (links und Mitte), eine davon mit ,doublettenartigem” Entladungsverhalten, sowie eine regulér
entladende Pyramidenzelle (rechts).

B) Zugehdorige Rasterplots der entsprechenden Zellen aus A.

C) Frequenz-Zeit-Diagramme der Neurone aus A bei ausgewdahlten Stromstérken (bis zu 7 Traces in
unterschiedlicher Farbdarstellung).
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Tabelle 9 zeigt das Entladungsverhalten von 34 untersuchten GFP-positiven Neuro-
nen, 20 GFP-negativen Neuronen, 14 GIN und 8 Pyramidenzellen. Alle Pyramiden-
zellen zeigten eine kontinuierliche Entladung im Sinne regulér entladender Neurone
[McCormick et al., 1985]. Echtes ,burst“-artiges Verhalten trat nicht auf. Dieses Phéa-
nomen wurde so bei keinem der GFP-positiven Neurone beobachtet. Allerdings zeig-
ten 20 von 34 Neurone eine ,doublettenartige” Entladung, d.h. das zweite AP,
manchmal auch noch das dritte AP, setzte sich bei hohen Strompulsen direkt auf das
erste AP auf.

So konnte bei solchen Neuronen eine hohe initiale Entladungsfrequenz von tber 100
Hz gemessen werden. 6 von 18 GFP-negativen Neuronen zeigten dasselbe Verhal-

ten sowie 1 der 8 untersuchten Pyramidenzellen.

GFP-pos. GFP-neg. GIN PY
kontinuierlich 30 (88,2%) 18 (90%)  10(71,4%) 8 (100%)
diskontinuierlich 4 (11,8 %) 2 (10%) 4 (28,6%) 0 (0%)

Tabelle 9: Kontinuitat des Entladungsverhaltens der vier Zellgruppen (GFP-positive Neurone = GFP-
pos., GFP-negative Neurone = GFP-neg., Pyramidenzellen = PY und GIN)

4.6.5.1. Die Latenz bis zum ersten Aktionspotenzial

Im Zusammenhang mit der Entladung wurde auch die Latenz bis zum ersten Akti-
onspotenzial bestimmt. Es ergab sich aus der zeitlichen Differenz zwischen Beginn
der Stromapplikation und dem Auftreten des ersten APs. Folgende Latenzen bis zum
Auftreten der ersten APs wurden gemessen (Abb. 27 A): Pyramidenzellen: 192,6 ms
+ 136,6 SD; GFP-positive Zellen der EPP: 190,3 ms = 217,5 SD; GFP-negative Zel-
len der EPP: 386,2 ms £ 300,3 SD; GIN: 159,8 ms = 142,6 SD (Kruskal-Wallis-Test
mit Post-Test nach Dunn, p = 0,0359).

In der Gruppe der GFP-positiven und der GFP-negativen Neurone der EPP deuteten
sich jeweils zwei Untergruppen innerhalb einer Gruppe an: solche mit einer durch-
schnittlichen Latenz und solche mit einer deutlich erhdhten Latenzzeit bis zum ersten
AP. Interessanterweise konnte eine positive Korrelation zwischen der Latenz bis zum
ersten AP und dem AulBmal} einer depolarisierenden Einwartsgleichrichtung gefun-

den werden (vgl. Abb. 21.3 C): solche Zellen, die nach Injektion eines unterschwelli-
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gen, depolarisierenden Strompulses eine deutliche Einwartsgleichrichtung aufwie-

sen, zeigten eine deutlich verlangerte Latenz bis zum ersten Aktionspotenzial.

4.6.5.2. Untersuchung der Maximalfrequenz

Zu den gquantitativ ausgewerteten Parametern zahlte auch die Maximalfrequenz, die
aus dem zeitlichen Abstand zwischen erstem und zweitem AP bestimmt wurde (In-
terspike Intervall, 1SI1).

Aus Abbildung 27 B geht hervor, dass die Maximalfrequenz der GFP-positiven Neu-
rone 89,3 Hz (x 41,9 SD) erreichte. GIN folgten mit 86,5 Hz (+ 26,7 SD). GFP-
negative Neurone erreichten 60,6 Hz (x 35,1 SD), wahrend Pyramidenzellen mit 51,2
Hz (x 32,6 SD) den niedrigsten Wert aufwiesen. Es zeigte sich, dass die Daten von
GFP-positiv und GFP-negativen Zellen nicht normalverteilt waren. Grund dafir ist die
.doublettenartige” Entladung bei einem Teil der GFP-positiven und GFP-negativen
Neurone, die deutlichen Einfluss auf die maximale Entladungsfrequenz der Neurone
nahm. Die Werte im Gruppenvergleich waren nicht signifikant verschieden (Kruskal-
Wallis-Test mit Post-Test nach Dunn, p = 0,0068).
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Abbildung 27: Darstellung der Latenz bis zum ersten Aktionspotenzial (AP) und der Maximalfrequenz
im Gruppenvergleich. Darstellung als scatter plot.

A) Darstellung der Latenz bis zum ersten Aktionspotenzial (AP) in Millisekunden [ms] fir GFP-positive,
GFP-negative Neurone, Pyramidenzellen (PY) und GIN.

B) Darstellung der Maximalfrequenz (entspricht 1 Sekunde dividiert durch das erste Interspike Inter-
vall) in Hertz [Hz] fur GFP-positive, GFP-negative Neurone, Pyramidenzellen (PY) und GIN.
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4.6.5.3. Anderung der Entladungsfrequenz wahrend eines einsekiindigen

Strompulses

Im Rahmen der Untersuchung des Entladungsverhaltens wurden sog. Frequenz-Zeit-
Diagramme erstellt, wobei der Kehrwert der Interspike Intervalle gebildet (i.e.: Fre-
guenz) und gegen die Zeit aufgetragen wurde (Abb. 26.1 und 26.2 C). In fast allen
abgeleiteten Zellen war eine deutliche Abnahme der initialen Entladungsfrequenz
(ISl1) Uber die Zeit zu beobachten. Dieses Verhalten bezeichnet man als Adaptation.
Um diese Abnahme der Entladungsfrequenz quantifizieren zu kénnen, wurden die
Interspike-Intervalle (I1SI) der vier Zellgruppen zueinander ins Verhéaltnis gesetzt. ISI1
wurde jeweils durch ISI2 (Zeitintervall zwischen dem zweitem und drittem AP), durch
ISlstst (Zeitintervall zwischen den APs im steady state: alle APs in den letzten 300 ms
einer Entladung) und durch ISlwta (gemitteltes Zeitintervall aller 1SIs) geteilt und die
bestimmten Werte fur alle Gruppen in Abbildung 28 tbertragen. Wie zu sehen war,
zeigte der jeweils ermittelte Quotient (ISI11/1Sl2, 1S11/1Slstst, 1S11/1Slotal) zwischen den
Gruppen deutliche Unterschiede (Abb. 28). Die ermittelten Werte fur ISI11/1SI2 waren
fur GFP-positiven Neurone 2,5 (£ 1,3 SD), fur GFP-negative Neurone 2,1 (+ 1,7 SD)
fur GIN 1,3 (z 0,2 SD) und fur Pyramidenzellen 1,6 (x 0,4 SD). Der Quotient der
GFP-positiven Neurone war signifikant verschieden zum Quotienten der GIN (Abb.
28). Andere Signifikanzen wurden nicht ermittelt (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests
nach Dunn).

Der Quotient von ISI1/ISlstst fur GFP-positive Neurone erreichte Werte 5,8 (+ 4,8 SD).
GFP-negative Neurone maf3en 3,4 (+ 3,2 SD), GIN 4,9 (+ 3,1 SD) und Pyramidenzel-
len 2,5 (+ 0,8 SD). Dies bedeutete, dass die Entladungsfrequenz im steady state
(entspricht ISlsist) im Vergleich zur initialen Entladungsfrequenz in allen Gruppen
deutlich abnahm, da das ISIsist den Nenner des Quotienten bildete. Hier zeigten auch
die GIN eine deutliche Zunahme des Quotienten. Pyramidenzellen erreichten den
niedrigsten Wert, was durch die niedrige Maximalfrequenz der Zellen zu erklaren ist
(Abb 27 B). Maximalfrequenz (ISI1) und steady state Frequenz waren also bei Pyra-
midenzellen weniger stark unterschiedlich als bei GIN und GFP-positiven Neuronen.
Es wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt (Kruskal-Wallis-Test mit Post-
Tests nach Dunn).

Der Quotient ISI1/ISlwar war signifikant unterschiedlich zwischen den GFP-positiven

Neuronen und den GFP-negativen Neuronen (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Tests
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nach Dunn). Die ermittelten Werte waren 3,0 (z 1,5 SD) fur GFP-positive Neurone;
2,1 (£ 1,4 SD) fur GFP-negative Neurone; 2,3 (x 0,6 SD) fur GIN und 1,8 (£ 0,5 SD)
fur Pyramidenzellen (Abb. 28).

Aus dieser Analyse geht hervor, dass sich die Frequenz zwischen erstem und zwei-
tem Interspike Intervall bei den GIN am wenigsten reduzierte, bei den GFP-positiven
Neuronen am meisten. GFP-positive Neurone und GFP-negtive Neurone erreichten
hier hohe Werte aufgrund der ,doublettenartigen Entladung®, die fir eine hohe initale

Entladungsfrequenz (ISI1) und eine sehr viel geringere Frequenz des ISI2 sorgte.
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Abbildung 28: Darstellung des Quotienten verschiedener Interspike Intervalle im Gruppenvergleich
(GFP-pos. = GFP-positive Neurone in dunkelgrau, GFP-neg. = GFP-negative Neurone in hellgrau, PY
= Pyramidenzellen in blau und GIN in griin) als Blockdiagramm.

Links: Darstellung des Quotienten des ersten Interspike Intervalls (ISI1) zum zweiten Interspike Inter-
vall (1S12) in den vier Zellgruppen.

Mitte: Darstellung des ersten Interspike Intervalls zum Interspike Intervall im Gleichgewichtszustand
(ISlstst) in den vier Zellgruppen.

Rechts: Darstellung des ersten Interspike Intervalls zur gemittelten Totalfrequenz (ISltotal) in den vier
Zellgruppen.
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4.7. Zusammenfassung der elektrophysiologischen Daten

Es wurden sowohl passive als auch aktive Membraneigenschaften von GFP-
positiven und GFP-negativen Neuronen der EPP, GIN und Pyramidenzellen mitei-
nander verglichen. AuRerdem erfolgte ein Vergleich der AP-Entladung sowie der Ki-
netik einzelner APs. Nach Immunhistochemie und Morphologie zeigten sich auch in
der Elektrophysiologie Merkmale, die nicht den ,echten”, bisher beschriebenen GIN
entsprechen.

GFP-positive Neurone unterschieden sich in den passiven Membraneigenschaften
von Pyramidenzellen hinsichtlich der Zellkapazitat, von GIN hinsichtlich des RMP.

In der Strom-Spannungs-Beziehung zeigte sich, dass sich die GFP-positiven Neuro-
ne der EPP deutlich von den GIN des somatosensorischen Cortex unterschieden
und mehr dem Verhalten von Pyramidenzellen und GFP-negativen Neuronen der
EPP &ahnelten.

In Ubereinstimmung damit zeigte die Auswertung einzelner Aktionspotenziale in den
unterschiedlichen Zelltypen, dass sich die Gruppe der GIN deutlich von den anderen
drei Zellgruppen (GFP-positive Neurone, GFP-negative Neurone und Pyramidenzel-
len), die untereinander keine signifikanten Unterschiede zeigten.

Die Entladungseigenschaften der einzelnen Zellgruppen waren innerhalb der gebil-
deten Gruppen bereits sehr unterschiedlich, so dass im Gruppenvergleich aufgrund
der grof3en Variabilitdt keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden konnten.
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5.Diskussion

5.1. Methodenwahl

5.1.1. Immunhistochemie und Zellzahlbestimmung

Ein Teil der Arbeit basierte auf immunhistochemischen Farbungen zur Auswertung
des neurochemischen Profils der GFP-positiven Neurone der EPP. Verschiedene
Faktoren beeinflussen aber den Erfolg dieser Methode. Maf3geblich sind die Spezifi-
tat des Antikorpers, die Vorbehandlung der Gewebeschnitte, die Aufbewahrung, ver-
wendete Reagenzien sowie Temperatur- und Zeiteinflusse.

Unspezifische Gewebereaktionen wurden soweit wie moéglich durch vorausgehende
Verdinnungsreihen vermieden. Dadurch konnte die optimale Antigen-Antikodrper-
Reaktivitat ermittelt werden. Bezlglich der Zeitspanne, Temperaturen und Aufbewah-
rung wurde streng auf die Vorgaben des Herstellers und eigene Erfahrungen geach-
tet, um unspezifische Antikorperreaktionen zu minimieren.

Die raumliche Ausbreitung GFP-positiver Neurone im piriformen Cortex und der da-
runter befindlichen GFP-positiven Neurone im claustro-endopiriformen Komplex wur-
de untersucht, indem jeder zehnte coronale Schnitt einer rostro-caudalen Schnittser-
ie untersucht wurde. So konnte die Ausbreitung der Neurone auch in der sagittalen
Ebene beurteilt werden. Zusétzlich wurde in horizontalen Schnitten gezeigt, dass die
Ausbreitung der GFP-positiven Neuronenpopulation in sich homogen erschien und
fur diese Untersuchungen als ein zusammenhangendes Areal zusammengefasst
werden konnte (vgl. Abb. 4 und 5).

Um die Zellzahlen im piriformen Cortex und der darunter befindlichen EPP standardi-
siert und neutral auswerten zu kdnnen, wurde eine Gitterstruktur aus 3 gleich grol3en
Anteilen entworfen, die eine objektive Zahlung ermdoglichte (vgl. Abb. 6). Auf eine
stereologische Auswertung der Zellzahlen wurde verzichtet, da zum Zeitpunkt der
Untersuchung Unklarheit Gber die anatomischen Grenzen der EPP herrschte.

Bei Auszahlung von Neuronen innerhalb der EPP mit 40-facher Vergréf3erung wurde
darauf geachtet, keine Abbildungen in den Randgebieten der EPP aufzunehmen, um
die Aussagekraft der Daten nicht zu vermindern.

Bei Auswertung der hier gewonnenen Untersuchungsergebnisse sollte berlcksichtigt

werden, dass keine Gesamtzahlen anhand neuronaler Zellmarker wie NeuN be-
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stimmt wurden. Zum Verstandnis der Ergebnisse wird deswegen nochmal betont,
dass die berechneten Prozentzahlen sich nicht auf die Gesamtzahl aller vorhande-
nen Neuronen in dem untersuchten Gebiet bezog, sondern nur die Relation der ein-
zelnen Neuronengruppen zueinander darstellte. Welchen Anteil die GFP-positiven
und die GFP-negativen Neuronen an der Gesamtheit aller in diesem Kerngebiet vor-

handenen Zellen darstellten, sollte in weiteren Studien untersucht werden.

5.1.2. Morphologische Untersuchungsmethoden

Zur Analyse der Morphologie GFP-positiver Neurone der EPP wurden einzelne Zel-
len in einem 300 pum dicken, akuten Gewebeschnitt mit Biocytin beflllt und anschlie-
Rend rekonstruiert. Die Rekonstruktion bot eine einfache Mdglichkeit solche Zellen
darzustellen, die auch elektrophysiologisch charakterisiert worden waren. Obwohl die
Rekonstruktion in zweidimensionaler Ebene stattfand, wurde die dritte Ebene durch
die Anzahl der Bildstapel (Z-Ebene) festgehalten. Dadurch wurde es ermdéglicht, die
Ausdehnung der Zellen in der dritten Dimension zu erfassen und den Verlauf dendri-
tischer und axonaler Fortsatze zu verfolgen. Dies war gerade fur GFP-positive Neu-
rone durchaus relevant, da bei einem Teil dieser Neurone der Dendritenbaum eine
grof3e Ausdehnung in der Z-Achse erreichte (zwischen 150-200 pm).

Die Morphologie einiger Biocytin-injizierter Zellen konnte nicht vollstandig dargestellt
werden. Mdgliche Grinde daftir waren, dass die Dauer der elektrophysiologischen
Ableitung nicht ausreichte, um die Zelle und ihre Fortsatze komplett mit Biocytin zu
fullen, dass sich eine Zelle zu nahe am Schnittrand der Gewebepraparation befand
und Fortsatze deswegen abgeschnitten waren oder dass eine Zelle wahrend der Ab-
leitung starb. Aul3erdem waren durch die Fixation in PFA oder das Einbetten auf dem
Objekttrager Verzerrungen am Schnitt moglich, die zu einer Veranderung der Zell-
form fuhren kénnten. Bei der manuellen Rekonstruktion wurde deshalb groRer Wert
darauf gelegt, nur solche Zellen auszuwahlen, die sich mdglichst vollstéandig darstell-
ten, um Fehler zu minimieren. 10 GFP-positive Neurone, 4 GFP-negative Neurone, 5
Pyramidenzellen und 5 GIN rekonstruiert und erlaubten den Vergleich der Zellgrup-

pen zueinander.
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5.1.3. Methoden der elektrophysiologischen Ableitungen

Des Weiteren wurden elektrophysiologische Ableitungen an GFP-positiven Neuronen
der EPP vorgenommen, um deren passive und aktive Membraneigenschaften und
deren Entladungsverhalten charakterisieren zu kdnnen. Dies geschah im Vergleich
zu GIN, Pyramidenzellen und GFP-negativen Neuronen der gleichen Region.

Die elektrophysiologischen Ableitungen und darauf folgende Auswertungen erfolgten
standardisiert gleich fur alle Zellgruppen anhand derselben Untersuchungsprotokolle.
Die erhaltenen Messergebnisse konnten aus diesem Grund gut Uber die verschiede-
nen Zellgruppen hinweg miteinander verglichen werden.

Da es sich dabei jedoch um ein invasives Verfahren handelt, konnten die durch di-
rekte Interaktion mit der Zelle gemessenen Parameter beeinflusst werden. Als Bei-
spiel seien die Intrazellularlosung und die ACSF genannt. Je nach Zusammenset-
zung der lonen und deren Konzentrationsverhaltnis kann die L6sung z.B. das Ruhe-
membranpotenzial beeinflussen.

Insbesondere in Bezug auf das Entladungsverhalten ist hier zu erwahnen, dass sich
dessen qualitative Untersuchung auf die Kontinuitat der Entladung beschrankte. Alle
Neuronen wurden in eine von drei Gruppen gegliedert [Riedemann et al., 2018]: da-
bei wurden in dieser Arbeit nur ,kontinuierlich feuernde” oder ,diskontinuierlich feu-
ernde“ Neurone beobachtet. ,Burst“-artiges Verhalten konnte in beiden Gruppen
nicht beobachtet werden.

Ursache dieser groben Gliederung ist die grof3e Unklarheit dartber, wie anderweitig
vielfach verwendete Begriffe wie ,adaptierendes”, ,regulares”, ,rregulares” oder
LStotterndes* Entladungsmuster genau definiert sind, da es keine quantitativen Krite-
rien gibt [Ascoli et al., 2008, Connors et al., 1990, Gupta et al., 2000, Kawaguchi et
al., 1988]:

o Der Begriff Adaptation bezeichnet eine schnelle Reduktion der Maximalfrequenz
eines feuernden Neurons auf eine niedrige Gleichgewichtsfrequenz bei anhalten-
der Strominjektion. Zur Klassifikation nach ,adaptierendem” oder ,nicht-
adaptierendem” Verhalten existieren verschiedene, uneinheitliche Kriterien [Ascoli
et al., 2008; DeFelipe et al., 2012].

e Gleiches qilt fur die Begriffe ,regular, ,irregular* bzw. ,stotternd”. Wahrend ,regu-
lares” Verhalten ein Entladungsmuster meint, bei dem die einzelnen Interspike-
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Intervalle normal verteilt sind, bezeichnet ,irregulares” Verhalten ein solches, bei
dem das nicht der Fall ist. ,Stotternde” Neurone sind ein Sonderfall dieses irregu-
laren Entladungsmusters, bei dem sich Phasen hoher Aktivitat mit langen Pausen
abwechseln. Die Grenzen zwischen den Entladungsarten sind jedoch flieRRend
und variieren deshalb stark. Erschwerend kommt hinzu, dass ein Neuron abhan-
gig von der verwendeten Stromstarke unterschiedliche Entladungsmuster zeigen

kann.

Dem Wert des Entladungsmusters zur Klassifizierung von Neuronen wurden deshalb
bereits in anderen wissenschaftlichen Schriften Grenzen eingerdumt [McBain et al.,
2001].

5.2. Die Lage der endopiriformen Population

Die EPP konnte anhand von Referenzaufnahmen [Franklin und Paxinos, 2012] dem
Kerngebiet des Ncl. endopiriformis und moglicherweise auch des Claustrums zuge-
ordnet werden (vgl. Abb. 4 und 5).

Gerade uber die Funktion des Claustrum besteht bis heute immer noch viel Unklar-
heit. Bereits die anatomische Zuordnung des Kerngebiets ist schwierig und die Frage
unbeantwortet, ob es corticalen Ursprungs ist oder den Basalganglien zugehort
[Miyashita et al., 2005, Pirone et al., 2012]. Schon der Begriff ,Claustrum* wird unter-
schiedlich definiert und umfasst oft ein ,dorsales Claustrum® und ein ,ventrales
Claustrum®. Wahrend das ,dorsale Claustrum® das eigentliche Claustrum (insulares
Claustrum) oder Area 8 nach Brodmann [1909] bezeichnet, ist mit ,ventralem Claust-
rum“ der Nucleus endopiriformis gemeint. Dieser gliedert sich wiederum in einen
ventralen und dorsalen Anteil [Mathur, 2014]. So werden zum einen Untersuchungen
an beiden Strukturen und deren Auswertung und zum anderen die Interpretation der
schon vorhandenen Daten erschwert. Zusatzlich variiert die Grol3e und Form des
Claustrums je nach Spezies [Kowianski et al., 1999]. Besonders problematisch ist die
Gliederung in Saugern, denen eine Capsula extrema als Abgrenzung zum dartber
befindlichen insularen und piriformen Cortex fehlt [Mathur, 2014]. Dies ist auch bei
der Maus der Fall [Watson et al., 2016].
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Verschiedene Markerproteine, die wahrend der Entwicklung und im adulten Stadium
exprimiert werden, tragen zu einem besseren Verstandnis der Anatomie bei. Es
konnte gezeigt werden, dass der claustro-amygdaloide Komplex und der piriforme
Cortex den Transkriptionsfaktor Thrl (engl.: T-box, brain, 1) exprimieren, der Regio-
nen pallialen Ursprungs kennzeichnet. Durch das unterschiedliche Expressionsmus-
ter von Dbx1l (engl.: developing brain homeobox protein 1), Ngn2 (Neurogenin2),
Emx1,(engl.: empty spiracles homeobox 1), Cad8 (Cadherin 8) und Sema5A (Sema-
phorin 5A) konnten Teile, die dem ventralen Pallium entspringen (Dbx1, Ngn2, Se-
ma5A) von solchen unterschieden werden, die dem lateralen Pallium entspringen
(Emx1 und Cad8). Dadurch wurde gezeigt, dass das Claustrum proper zum lateralen
Pallium zahlt, der dorsale und ventrale Nucleus endopiriformis zum ventralen Pallium
[Medina et al., 2004, Puelles et al., 2000]. Das Claustrum proper kann anhand der
Cadherin-Expression wiederum in drei Teile gegliedert werden: einen superioren,
einen intermediaren und inferioren Bereich [Obst-Pernberg et al., 2001].

In der Maus kennzeichnet sich das Claustrum aufRerdem durch ein Netrin-
Expression, das in der Zellmembran sitzt. Netrin-G2, aber nicht Netrin-G1 wurden
innerhalb dieses Kerngebietes exprimiert [Watakabe et al., 2014, Yin et al., 2002].
Die Marker Cux2 (engl.: cut like homeobox 2) und Nurrl (engl.: nuclear receptor rela-
ted protein 1) zeigten nur im Claustrum und insularen Cortex eine Coexpression.
Nurrl-positive Neurone waren VGIuT1-positiv (vesikularer Glutamat-Transporter 1)
und bildeten eine Gruppe glutamaterger Pyramidenzellen mit corticaler Projektion
[Watakabe et al., 2014]. Gleiches wurde im Claustrum des Affen bestatigt [Miyashita
et al., 2005]. Die G-Protein y 2 Untereinheit (Gng2) wurde als Marker dieser Region
in der Ratte identifiziert [Mathur et al., 2009] und schien vor allem in Gliazellen ex-
primiert zu werden [Pirone et al., 2012].

Neuere Untersuchungen gehen sogar davon aus, dass der dorsale Nucleus endopi-
riformis und das Claustrum beide dem lateralen Pallium entspringen (und werden
somit als claustro-endopiriformer Komplex zusammengefasst), wahrend der ventrale
Nucleus endopiriformis Teil des ventralen Palliums ist [Smith et al., 2018, Watson et
al., 2017].

Anhand der durchgefihrten Referenzaufnahmen liel3 sich die endopiriforme Popula-
tion grof3tenteils dem dorsalen Nucleus endopiriformis zuordnen. Da die Grenzen vor
allem nach dorsal unscharf abzugrenzen sind, ist es jedoch durchaus mdglich, dass

ein Teil der GFP-positiven Neurone tatsachlich im Claustum lokalisiert ist. Weitere
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Untersuchungen unter der Anwendung erwéhnter Marker kdnnte die genaue Lokali-
sation der endopiriformen Population und den Ursprung dieser Zellen klaren.

5.3.Verschaltung der endopiriformen Population

Der Nucleus endopiriformis zeichnet sich durch starke intrinsische Verbindungen und
extensive Vernetzung mit dem Vorderhirn aus. Man geht davon aus, dass dieses
Kerngebiet deshalb an der Verarbeitung der Geruchswahrnehmung beteiligt ist
[Behan et al., 1999, Lipowska et al., 2000, Luskin et al., 1983, Majak et al., 2002,
Sugai et al., 2012]. AuRerdem spricht man ihm eine Rolle bei der Entstehung von
Epilepsien zu.

Das Claustrum zeigt viele Verbindungen mit anderen corticalen Bereichen. Bei Sau-
gern mit gut entwickelter claustralen Struktur sind die anterioren Anteile vor allem mit
dem Motor- und prafrontalen Cortex verbunden. Zentrale Anteile stehen mit dem
sensomotorischen Cortex in Verbindung und die posterioren Bereiche sind vor allem
mit dem visuellen Cortex vernetzt [LeVay et al., 1981, Macchi et al., 1983, Morys et
al., 1996, Pearson et al., 1982]. Aufgrund seiner zahlreichen Verbindungen existieren
viele Hypothesen hinsichtlich der Funktion des Claustrums [Baizer et al., 2014, Crick
et al., 2005, Smith et al., 2012, Smythies et al., 2012, Smythies et al., 2014].

Da die genaue Funktion beider Kerngebiete immer noch nicht endgultig geklart ist,
konne durch die Anwendung von retrograden und anterograden Tracern die Ver-
schaltung der EPP mit anderen Kern- und Rindengebieten untersucht werden. An-
terograde Tracer wie Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin (PHA-L) kénnen die Ziel-
strukturen der axonalen Projektion ausgehend vom Zellkern identifizieren [Deller et
al., 2000]. Retrograde Tracer verfolgen den Axonverlauf ausgehend von der Synap-
se. Beispiel eines retrograden Tracers ist Hydroxystilbamidin (FluoroGold).

Dies erfolgte bereits im Claustrum der Maus [Wang et al., 2017] und der Ratte [Smith
et al., 2018]. In beiden Studien fand man umfangreiche Verschaltungen des claustro-

endopiriformen Komplexes mit zahlreichen Rindengebieten.
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5.4. Eigenschaften GFP-positiver Neurone in der endopiriformen

Population

5.4.1. Neurochemisches Profil

5.4.1.1. Somatostatin in der EPP

Fur GIN wurde in allen bisherigen Untersuchungen eine SOM-Immunoreaktivitat von
Uber 90% nachgewiesen [Halabisky et al., 2006, Oliva et al., 2000, Riedemann et al.,
2016, Xu et al., 2006].

Das Verteilungsmuster und neurochemische Profil der GIN im piriformen Cortex wur-
de bisher noch nicht Uberprift. GABAerge Interneurone [Suzuki et al., 2007, Zhang
et al., 2006] und das SOM-Expressionsmuster dieses Rindenareals und des Ncl. en-
dopiriformis bzw. des Claustrums wurden aber bereits analysiert. Eiden et al. [1990]
fanden keine Unterschiede zwischen der SOM-Expression des Claustrums und des
dariber liegenden piriformen Cortex der Ratte. Die Verteilung SOM-exprimierender
Zellen im Claustrum des Menschen und des Javaneraffen zeigte keine regionalen
Unterschiede in der rostrocaudalen und dorsoventralen Achse [Pirone et al., 2014].
Gleiche Ergebnisse bezuglich der Verteilung SOM-exprimierender Zellen konnten bei
Untersuchungen an der Ratte bestatigt werden [Kowianski et al., 2001]. Im Gegen-
satz dazu konnten im Claustrum des Schimpansen keine SOM-exprimierenden Neu-
rone nachgewiesen werden [Pirone et al., 2014]. Die SOM-Expression des Nucleus
endopiriformis schien sich in diesen Untersuchungen nicht von der des Claustrums
abzusetzen.

Dieses Verteilungsmuster konnte auch in dieser Arbeit fir das Neuropeptid SOM be-
statigt werden. SOM-exprimierende Neurone fanden sich sowohl im piriformen
Cortex als auch in der EPP. 53 % aller SOM-positiven Neurone verteilten sich in der
EPP, 47 % im piriformen Cortex. In der Verteilung in der rostrocaudalen und dorso-
ventralen Achse konnten ebenfalls keine Unterschiede ermittelt werden und ent-
sprach damit den vorhergegangenen Untersuchungen.

Hinsichtlich des Coexpressionsmusters von GFP und SOM wurden bereits viele un-
terschiedliche corticale Rindengebiete analysiert. Die beobachteten Werte fir die
Coexpression beliefen sich im Hippocampus auf Uber 95 % [Oliva et al., 2000], im

somatosensorischen Cortex ebenfalls auf Gber 95 % [Ma et al., 2006] [Halabisky et
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al., 2006] und im cingularen Cortex auf 98 % [Riedemann et al., 2016] aller GIN. In
der EPP betrug die Coexpression dagegen nur 1-3%. Nur eine Minderheit aller GFP-
positiven Neurone exprimierten also SOM, die tUbrigen 97-99 % zeigten sich negativ

fur den ,Standardmarker” der GIN.

5.4.1.2. Parvalbumin und GAD65/67 in der endopiriformen Population

Da PV-positive Neurone mit knapp 40 % die grof3te Gruppe GABAerger Interneurone
bilden [Rudy et al., 2011, Tamamaki et al., 2003, Xu et al., 2010], wurde die Coex-
pression der GFP-positiven Neurone der EPP mit diesem Marker untersucht. Obwohl
PV- und SOM-positive Interneurone zwei unterschiedliche Subklassen GABAerger
Interneurone bilden, wurde schon eine Coexpressionen beider Marker in demselben
Neuron beschrieben [Nassar et al., 2015]. Aul3erdem entspringen beide Zellgruppen
einer gemeinsamen Progenitorlinie aus der ganglionaren Eminenz [Wonders et al.,
2006].

Hu et al. [2013] beschrieb ein Phanomen, bei dem GFP-markierte Neurone einer
Mauslinie, die eine Untergruppe SOM-exprimierender Interneurone bilden sollten, PV
exprimierten. Diese Untersuchungen wurden an der Somatostatin-IRES-Cre Mausli-
nie (SOM-Cre) [Taniguchi et al., 2011] durchgefiihrt. Es fanden sich 6-10% falsch
positiv markierte GFP-Neurone in allen untersuchten corticalen Arealen, die sich als
PV-positiv anstatt SOM-positiv erwiesen [Hu et al., 2013].

Da in der EPP keine Expression von PV in GFP-positiven Neuronen nachgewiesen
werden konnte, wurde mithilfe eines Markers fir GAD65/67 Uberprift, ob es sich bei
diesen Neuronen Uberhaupt um GABAerge Interneurone handeln konnte. Erstaunli-
cherweise zeigte sich dabei, dass ein Grol3teil der Zellen negativ fir GAD65/67 war.
.Echte” GIN (SOM- und GADG65/67-positiv) bildeten nur einen Bruchteil von 1-3%
aller GFP-positiven Neurone.

Die niedrige PV-Expression kdnnte auch zur Klarung der Lokalistation beitragen. Bei
Untersuchungen am Hasen fand sich eine niedrige PV-Expression im Nucleus en-
dopiriformis, wahrend sich im Claustrum eine deutich héhere Immunreaktivitat ab-
zeichnete [Wojcik et al., 2004].



95

5.4.1.3. CaMKlla-Expression in der endopiriformen Population

Der weitaus grof3te Teil der GFP-positiven Neurone der EPP zeigte eine CaMKlla-
Coexpression.

Allerdings werden durch die CaMKIlla-Farbung nicht alle glutamatergen Neurone er-
fasst [Benson et al., 1991]. Je nach Rindengebiet variiert die Anzahl glutamaterger
Projektionsneurone, die durch diesen Marker gekennzeichnet wird, zwischen 50-70%
[Jones et al., 1994, Ouimet et al., 1984, Wang et al., 2013]. In der EPP konnten 90%
der GFP-positiv markierten Zellen als CaMKIlla-positiv identifiziert werden. Aufgrund
des komplementaren Verteilungsmusters der CaMKIlla-positiven Neurone zu
GADG65/67-positiven Interneuronen [McDonald et al., 2002], war ein glutamaterger
Charakter der GFP-positiven Neurone der EPP anzunehmen.

AulRerdem entsprach das ermittelte Verhéltnis von CaMKIlla-positiven Neuronen zu
GADG65/67-positiven Interneuronen (9:1) vorherigen Untersuchungen am claustro-
endopiriformen Komplex: Vorhergegangene Studien an verschiedenen Spezies zeig-
ten, dass zumindest im Claustrum der Anteil GABAerger Interneurone 6-12% von
allen in diesem Kerngebiet vorhandenen Neuronen ausmacht [Braak et al., 1982,
Gomez-Urquijo et al., 2000, Kowianski et al., 2008].

Im neurochemischen Profil bildete die Gruppe der GFP-exprimierenden Neurone der
EPP also mindestens drei unterschiedliche Gruppen.

1) Zum einen fanden sich dort durchaus ,echte” GIN (1-3%), die sich durch
GADG65/67- und SOM-Coexpression auszeichneten und somit zu einer Unter-
gruppe der SOM-exprimierenden Interneurone zahlten (vgl. Tab. 6). Es fanden
sich keine PV-exprimierenden Neurone unter den GFP-positiven Neuronen.

2) Bei der zweiten Gruppe GFP-positiver Neurone in der EPP (~ 90%) handelte
es sich um glutamaterge Projektionsneurone, die den Pyramidenzellmarker
CaMKIlla-coexprimierten (vgl. Tab. 7). Diese Zellen zeigten so gut wie keine
Coexpression mit GAD65/67 (< 0,5%).

3) Die dritte Gruppe bildeten diejenigen GFP-positiven Neurone in der EPP (6-
8%), die weder fir GAD65/67 noch fur CaMKlla eine Immunreaktivitat zeigten.

In weiteren Untersuchungen gilt es zu klaren, inwiefern sich diese Neurone weiter

klassifizieren lassen.
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5.4.2. Morphologisches Profil der GFP-positiven Neurone der endopirif-

ormen Population

Der cytoarchitektonische Aufbau des piriformen Cortex wurde in vorhergegangenen
Untersuchungen bereits beschrieben [Kowianski et al., 1999, Tseng et al., 1989].

Im Claustrum der Katze wurden drei Zelltypen unterschieden [LeVay et al., 1981]:
Zum einen handelt es sich dabei um grol3e Zellen mit zahlreichen Dornfortsatzen, die
auch am haufigsten zu finden waren. Teilweise verliefen die Dendriten dieser Zellen
radiar in alle Richtungen. Bei einem anderen Telil dieser Gruppe &hnelte der Dendri-
tenbaum mehr Pyramidenzellen. Axone dieser Neurone verliefen meist in dorsome-
diale Richtung und konnten teilweise bis in die weil3e Substanz verfolgt werden. Die-
se Zellgruppe wurde auch bei Mamos et al. [1986] gefunden. Bei dem zweiten Zelltyp
handelte es sich um kleine Zellen, die keine Dornfortsatze aufwiesen. Das Axon die-
ser Zellen verzweigte regional stark. Diese Zellgruppe lag vorwiegend in Randberei-
chen des Claustrums. Eine dritte Zellgruppe mit ebenfalls kleinen Somata wies aus-
gedehnte, aber kaum verzweigte Dendriten ohne Dornfortsatze auf. Die Axone konn-

ten nicht nachverfolgt werden [LeVay et al., 1981].

Hinsichtlich ihrer Morphologie entsprachen die GFP-positiven Neurone nicht der
gangigen Klassifikation der SOM-positiven GIN, die groRtenteils zur Gruppe der Mar-
tinotti-Zellen gezahlt werden kénnen. Ein Grol3teil der rekonstruierten Zellen (16 von
19) zeigte eine pyramidale Morphologie mit einem Hauptdendriten und mehreren
kleinen basalen Dendriten. Deutlich zu erkennen war das reichhaltige Vorkommen
von dendritischen Dornfortsatzen. Das Axon verlie3 den Zellkern in entgegengesetz-
ter Richtung zum Hauptdendriten und bildete nicht wie bei den GIN ein regional dich-
tes Axongeflecht, sondern konnte zum Telil Uber langere Strecken verfolgt werden.
Dies entspricht vorherigen Untersuchungen der Zellmorphologie des Claustrums
[Crick et al., 2005, Watakabe et al., 2014], vielleicht auch des claustro-
endopiriformen Komplexes [Smith et al., 2018].

Da die axonalen Fortséatze jedoch gelegentlich auch die Schnittebene verliel3en, stell-
te sich deren Rekonstruktion als eine besondere Herausforderung dar. Insbesondere
traff dies auch auf die Pyramidenzellen und GFP-negativen Neurone zu. Dennoch
zeigten sich auch eindeutige Unterschiede zu Pyramidenzellen aus den corticalen

Rindenschichten: wahrend der Hauptdendrit dieser Pyramidenzellen eine senkrechte
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Orientierung zur Piaoberflache aufwies, erschien die Orientierung der GFP-positiven
und GFP-negativen Zellen des claustro-endopiriformen Komplexes eher ventromedi-
al oder -lateral. Die schrage Ausrichtung des Hauptdendriten scheint ein typisches
Merkmal claustraler Neurone zu sein [Watakabe et al., 2014].

Da es sich bei den GFP-positiven Neuronen ingesamt um kleine Zellen handelt, zeig-
ten sich hier ebenso Unterschiede zu corticalen Pyramidenzellen bezuglich der dend-
ritischen Gesamtlange, Gesamtflache und Verzweigungspunkte. Gegenuber den cor-
ticalen GIN fanden sich Unterschiede im maximalen Verzweigungsgrad der dendriti-
schen Fortsatze und vor allem in der gesamten Axonlange. Untersuchte GFP-
positive und GFP-negative Neurone in der EPP unterschieden sich untereinander
nicht. Beide Zellgruppen zeigten einen vorwiegend pyramidalen Phanotyp, wiesen
aber sowohl Unterschiede zur Gruppe der Pyramidenzellen als auch zur Gruppe der
GIN auf.

Im piriformen Cortex der Maus konnten anhand morphometrischer und elektrophysio-
logischer Messungen zwei unterschiedliche Hauptzelltypen gefunden werden, sog.
.semilunar cells* und ,superficial pyramidal cells* (Suzuki and Bekkers, 2012). Ver-
gleicht man die elektrophysiologischen und morphologischen Messdaten der vorlie-
genden Arbeit mit denen von Suzuki und Bekkers (2012), ahneln die GFP-positiven
Zellen der EPP den sog. SP-Zellen.

5.4.3. Elektrophysiologische Eigenschaften der GFP-positiven Neurone

der endopiriformen Population

5.4.3.1. Passive Membraneigenschaften

Die Untersuchung der passiven Membraneigeschaften der GFP-positiven Neurone
zeigte (vgl. Abb. 20), dass die Zellen der EPP sich hinsichtlich ihres Ruhemembran-
potenzials signifikant von corticalen GIN unterschieden. Beztiglich der Membranka-
pazitat zeigten die GFP-positiven Neurone der EPP signifikante Unterschiede zu Py-
ramidenzellen. Auch hier zeigten sich interessanterweise keine signifikanten Unter-
schiede der GFP-positiven und GFP-negativen Neuronen der EPP zueinander. Diese

Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei GFP-positiven und GFP-negativen
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Neurone der EPP um die eine dhnliche Zellgruppe handeln kénnte, wobei dies durch

weitere Experimente zu untersuchen ware.

5.4.3.2. Beurteilung der Strom-Spannungs-Beziehung

In der Analyse der Strom-Spannungs-Beziehung zeigte sich, dass diese nahe dem
Ruhemembranpotenzial relativ linear verliefen, in hyperpolarisierender und depolari-
sierender Richtung fanden sich jedoch Abweichungen von dieser linearen Beziehung
(Abb. 21.1-21.3 B und C). Diese Eigenschaft von Neuronen, namlich die Abhangig-
keit des Membranwiderstandes vom Membranpotenzial, wird auch als gleichrichten-
des Verhalten oder Rektifikation bezeichnet. Mit zunehmender Hyperpolarisation
kam es wie von Connors et al. [1982] beschrieben zu einer Abnahme dieses Wider-
standes (hyperpolarisierende Einwartsgleichrichtung). Bei Depolarisation hingegen
nahm der Widerstand zu [Sutor et al., 1987]. Dies bezeichnet man als depolarisie-
rende Einwartsgleichrichtung. Ursache dafir sind verschiedene unterschwellige
Membranleitfahigkeiten, die sowohl in hyperpolarisierender als auch in depolarisie-
render Richtung auftreten. Anhand des Rektifikationskoeffizienten konnten alle Zellen
als Einwartsgleichrichter identifiziert werden (vgl. Abb. 21.1-21.3).

Die Strom-Spannungs-Beziehung von GFP-positiven Neuronen der EPP unterschied
sich deutlich von GIN. GFP-positive Neurone zeigten nicht das ,Sag-Potenzial“, das
fur GIN typisch ist [Riedemann et al., 2018], daflr aber eine deutlich ausgepragtere

Einwartsgleichrichtung.

5.4.3.3. Analyse der Eigenschaften des Aktionspotenzials und der Entla-

dung

Diese Tatsache fand sich auch in der Auswertung der Aktionspotenziale wieder: Das
einzelne Aktionspotenzial der GIN unterschied sich deutlich von den anderen drei
Zellgruppen (vgl. Abb. 24). Insgesamt unterschieden sich GIN deutlich in einem
Grol3teil ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften von den GFP-positiven Neuro-

nen.
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Bei der Auswertung der Elektrophysiologie zeigte sich allerdings auch, dass durch-
aus noch Raum fir eine genauere Klassifizierung der GFP-positiven und auch der
GFP-negativen Neurone in der EPP besteht. Haufig zeigten sich in der Analyse nicht
normverteilte Daten, z.B. bei der Latenz bis zum ersten Aktionspotenzial oder bei der
maximalen Entladungsfrequenz. Hier lie3en sich deutlich mindestens zwei verschie-

dene Untergruppen in beiden Gruppen ausmachen (vgl. Abb 27).

5.5. Betrachtung der GFP-Expression in der endopiriformen Po-

pulation

Die GFP-Expression in der GIN-Maus wurde in allen bisher untersuchten
Cortexarealen als Marker fur eine Untergruppe der SOM-positiven Interneurone ver-
wendet. Diese Zellgruppe umfasst eine sehr heterogene Gruppe an SOM-positiven
Neuronen, die sich dennoch alle als GABAerg prasentieren. Im Gegensatz dazu ex-
primierten die in dieser Arbeit beschriebene GFP-positive Zellgruppe sowohl SOM
als auch GADG65/67 nur in sehr geringem Umfang. Da die GFP-Expression in der
EPP aber raumlich strukturiert auftritt und in vielen Tieren Uber viele Generationen
nachgewiesen werden konnte, ist davon auszugehen, dass es sich dabei nicht um
eine zufallige, diffuse Expression des GFP-Gens handelt. Die unspezifische Markie-
rung von Neuronen mit GFP ware sonst bereits in anderen corticalen Strukturen auf-

gefallen.

5.5.1. Stochastische Modelle zur Erfassung der Genaktivitat

Allgemein ist zu bericksichtigen, dass Gene nicht kontinuierlich aktiv sind. In einer
Zelle wird nicht zu jedem Zeitpunkt die gleiche RNA-Menge transkribiert. Vielmehr
wechseln irregulare, kurze Phasen mit hoher Transkriptionsrate eines Gens mit irre-
gularen Intervallen der Inaktivitéat [Raj et al., 2006].

Stochastische Verfahren versuchen diese Transkriptionskinetik zu erfassen und die
Wahrscheinlichkeit der Expression eines bestimmten Gens zu berechnen. Das ,one-
state” Modell (engl.: ,nur ein Zustand®“) beschreibt einen Zustand, bei dem die Tran-

skription in Abhangigkeit einer konstant gleichen Wahrscheinlichkeit geschieht. Sie
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bedingt bei stark und moderat exprimierten Genen eine geringe Varianz der Expres-
sion in der transkribierten RNA-Menge [Corrigan et al., 2016]. Dieses Modell kann fir
manche stark exprimierten Gene verwendet werden. Die RNA-Verteilung pro Zelle
entspricht dann innerhalb eines Zellverbundes einer Poisson-Verteilung.

Dies ist jedoch meistens nicht der Fall. Deshalb wurden weitere Modelle zur Annédhe-
rung an andere Transkriptionsmodi entwickelt. Dazu zahlt das ,two-state” Modell. Es
beschreibt einen Klassenwechsel zwischen aktivem Zustand mit einer Genexpressi-
on, die dann mit einer konstanten Wahrscheinlichkeit erfolgt, und Phasen der Inakti-
vitat, in der das Gen nicht transkribiert wird [Corrigan et al., 2016].

Bereits in den 50er Jahren wurde gezeigt, dass die Synthese einer 3-Galaktosidase
in verschiedenen Zellen auf sehr variable und zuféllige Art und Weise geschieht.
Durch Induktion konnte der Anteil der Zellen, die das Enzym exprimieren, erhoht
werden. Das Expressionsniveau wurde dabei in allen Zellen um das gleiche Mal} er-
hoht [Novick et al., 1957]. Ko et al. [1990] beschrieben dasselbe Phanomen der In-
duktion. Die genannten und vereinfachenden Modelle erklaren die Varianz der Ex-
pression eines bestimmten Gens innerhalb einer Zellgruppe. Wie es aber zu einer
ektopen Genexpression in der Zellgruppe der GFP-positiven Neurone in der EPP

kommen konnte, wird dadurch nicht erklart.

5.5.2. GFP-Expression in der GIN Maus

Tatsachlich muss zur Transkription und Translation des GFP-Gens die Promotorre-
gion des Gadl-Gens aktiviert werden. Moglicherweise greifen lokale Transkriptions-
faktoren, die nur in dieser Zellgruppe aktiv sind, in diesen Prozess ein, entweder
durch Interaktion mit der Gadl-Promotorregion oder in direktem Zusammenspiel mit
dem GFP-Strukturgen, und ermdglichen dadurch das Ablesen dieses Gens. Zur Be-
statigung dieser Hypothese waren Genomanalysen erforderlich, um zu Uberprifen,
wie und wo das Transgen exprimiert wurde. Wie viele Kopien des Gens Uberhaupt in
dem Genom der GIN-Maus integriert wurden und welche méglichen Transkriptions-
faktoren zur Induktion der Genexpression in diesem Zelltyp fihren konnten, muss
dabei ebenfalls bertcksichtigt werden. Aullerdem konnte das GFP-

Expressionsmuster im Zusammenhang mit verschiedenen Faktoren Uberpruft wer-
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den, um eine Aussage dariber zu erhalten, welche Promotoren oder auch Represso-

ren die Genexpression beeinflussen.

5.5.3. Magliche Ursachen der GFP-Expression in der endopiriformen Po-

pulation

Ein sog. ,Off-target labeling” SOM-positiver Interneurone wurde in der SOM-IRES-
Cre Mauslinie [Taniguchi et al., 2011] beschrieben [Hu et al., 2013]. Dabei handelt es
sich um eine Knock-In-Tierlinie, in der GFP in einer Gruppe SOM-exprimierender
Interneurone in Uber 92% der Félle nachgewiesen werden konnte. Bei 6-10% dieser
Neurone stellte sich heraus, dass es sich dabei nicht wie erwartet um SOM-, sondern
vielmehr um PV-exprimierende Interneurone handelt. Weitere 6-8% aller untersuch-
ten Zellen exprimierten weder SOM noch PV [Hu et al., 2013].

Zu den moglichen Ursachen einer GFP-Expression wurden in dieser Arbeit zum ei-
nen genannt, dass SOM- und PV-exprimierende Neurone von denselben Progenitor-
zellen abstammen und zu irgendeinem Zeitpunkt in ihrer Entwicklung SOM und des-
wegen auch GFP exprimieren. Im Laufe der weiteren Zelldifferenzierung kommt zu
einem ,Typwechsel* von SOM- zu PV-positiven Neuronen, die trotzdem weiterhin
GFP exprimieren.

Da in der GIN-Maus die GFP-Expression an den Promotor des Gadl-Gens gekop-
pelt ist, ist es aulBerdem mdglich, dass der Promotor in dieser Zellgruppe zu einem
bestimmten Zeitpunkt in der Zelldifferenzierung aktiv wurde. Allerdings handelt es
sich bei Pyramidenzellen und GABAergen Interneuronen um grundlegend verschie-
dene Neuronenklassen, die im Gegensatz zu PV- und SOM-exprimierenden Neuro-
nen verschiedenen Ursprungs sind und nicht von der gleichen Progenitorlinie ab-
stammen. Inwieweit ein ,Switch* von Interneuron- zu Pyramidenzelltyp méglich ist
und ob dieses Phanomen fur die Entstehung der GFP-positive Neuronenpopulation
verantwortlich ist, ist unklar und gilt es zu klaren.

Interessanterweise konnten im piriformen Cortex der Maus unreife, doublecortin-
exprimierende Neurone nachgewiesen werden [Cai et al., 2009, Klempin et al., 2011,
Rotheneichner et al., 2018, Rubio et al., 2016]. Diese Zellen werden zwar pranatal
geboren, verbleiben allerdings in einem eher unreifen Zustand im piriformen Cortex

der Maus erhalten. Sie sind sogar in der Lage, sich in den lokalen Schaltkreis zu in-
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tegrieren [Rotheneichner et al., 2018]. Diese Zellen scheinen nicht zu GABAergen
Interneuronen, sondern zu CaMKIlla-positiven Neuronen auszureifen, deren Morpho-
logie dann den GFP-exprimierenden Neuronen der EPP ahnelt. Es bleibt also zu un-
tersuchen, ob es sich bei den GFP-positiven Neuronen der EPP mdglicherweise um
eine Anhaufung unreifer oder ausgereifter exzitatorischer Neurone handelt, die in die
lokalen Schaltkreise integriert sind oder werden, oder um reife Projektionsneurone.

Ein anderer Ansatzpunkt nach Hu et al. [2013] war, dass sowohl das PV- als auch
SOM-Gen transkribiert wurde, aber nur das PV-Transkript translatiert wurde. Alterna-
tiv ware auch die Transkription und Translation beider Genprodukte denkbar, aller-
dings fir SOM in so geringem Umfang, dass es immunhistochemisch nicht nach-
weisbar war. Bei Ubertragung dieser Uberlegung auf die GFP-exprimierenden Neu-
rone der Population wirde dies bedeuten, dass sowohl das GFP als auch das
GADG67-Gen (Zielgen des GAD1-Promotors) transkribiert werden, aber nur GFP
translatiert, oder beide Gene transkribiert und translatiert werden, GAD67 aber in
nicht nachweisbarer Menge. Tatsachlich ist die Darstellung GAD65/67-positiver Neu-
rone in immunhistochemischen Untersuchungen teilweise schwierig, da das Neuropil
ebenfalls stark gefarbt wird. Bemerkenswert ware in beiden Szenarien die fehlende
Coexpression von SOM in den GFP-positiven Neuronen, die GIN in corticalen Rin-
denschichten auszeichnen. Noch dazu waren die GFP-positiven Neurone der EPP
CaMKIlla-positiv, schienen also eine sehr unterschiedliche Zellgruppe mit glutama-

tergen Charakter im Vergleich zu den GIN zu bilden.

Mogliche Ursachen einer ektopen GFP-Expression sind also:
e Aktivitat des Gadl-Promotors zu irgendeinem Zeitpunkt der Zellentwicklung
mit persistierender GFP-Expression.

0 Zum Beispiel ware denkbar, dass GFP-positive Neurone eine unreife
Neuronenpopulation bilden, die zu verschiedenen Zelltypen ausreifen
kann.

e Transkription des Gadl-Genprodukts (GAD67) und des GFP-Gens, wobei nur
das GFP-Produkt translatiert wird.
e Translation beider Genprodukte; GAD67 in so geringer Menge, dass kein

Nachweis mittels Immunhistochemie moglich war.
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e Interaktion von Transkriptionsfaktoren oder anderen Genprodukten mit dem
Gadl-Promotor oder direkt mit dem GFP-Gen, die nur in diesem Zelltyp statt-
findet und deswegen nur in diesem Zelltyp zu einer GFP-Expression fuhrt.

e unscharfe Transkription oder Translation, die dafur sorgt, das GFP sozusa-
gen als ,Nebenprodukt‘ exprimiert wird.
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6.Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass aufgrund einer falsch positi-
ven GFP-Markierung in der GIN-Maus der Nucleus endopiriformis und teilweise auch
das Claustrum abgegrenzt werden konnten. Diese GFP-positiven Neurone unter-
schieden sich von bisher untersuchten GIN-Neuronen anderer corticaler Gebiete,
wiesen aber elektrophysiologische und morphologische Eigenschaften auf, die in
Einklang mit bisherigen Untersuchungen am claustro-endopiriformen Komplex ste-
hen. Somit kénnte die GIN-Maus in Zukunft auch fir gezielte Untersuchungen an
diesen Strukturen genutzt werden, da sich die anatomische Abgrenzung beider
Kerngebiete insgesamt als schwierig gestaltet.

Des weiteren bleibt umformuliert das festzuhalten, was Hu et al. [2013] in seinem
wissenschaftlichen Artikel bereits als Uberschrift verwendete: ,Es ist nicht alles GIN,
was GFP-positiv ist.” Das bedeutet fur weitere Untersuchungen an transgenen Tierli-
nien oder Knock-In-/Knock-Out-Modellen, dass die Eigenschaften der untersuchten
Zellgruppe vor den eigentlichen Experimenten immer tberpruft werden muissen, da
es aus verschiedensten Griinden zu einer falschen Markierung von Neuronen kom-
men kann. Der genaue Mechanismus der Insertion eines rekombinanten Genpro-
dukts in das Genom ist oft nicht vollstdndig nachzuvollziehen. Welche Promotoren in
welchen Zellgruppen aktiv sind, wie sie mit den Genprodukten interagieren und wie
die Insertion eines rekombinanten Gens die Zellfunktion beeinflusst, ist ein dulRerst
komplexes Zusammenspiel. Die weitere Erforschung dieser Zusammenhange ist von

immenser Bedeutung fur die Weiterentwicklung der Gentechnologie.
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