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1 Einleitung

Das Leben in einer sich stetig verindernden Umgebung stellt fir alle Organismen eine stindi-
ge Herausforderung dar. Die Fahigkeit, Informationen iiber die Umwelt aufzunehmen und zu
verarbeiten, ist essenziell, um dadurch mdglichst optimal auf Verinderungen reagieren zu
konnen. Dafiir werden Umweltreize von Sinnesrezeptoren detektiert und in elektrische In-
formation umgewandelt. In dieser Form konnen sie tiber das periphere Nervensystem, wel-
ches aus Spinalnerven, Hirnnerven und peripheren Ganglien besteht, an das zentrale Nerven-
system, das durch Riickenmark und das Gehirn gebildet wird, weitergeleitet werden. Einen der
phylogenetisch jungsten Anteile des Gehirns bildet der Neokortex der Siugetiere, der sich in
seiner Grundstruktur deutlich von dlteren Hirnteilen wie dem Archi- oder Paldokortex unter-
scheidet, vielleicht weil er an besonders komplexen (kognitiven) Prozessen beteiligt ist. Unter
anderem werden im Neokortex der Siuger Sinnesinformationen verarbeitet und integriert,
Bewegungsablaufe geplant, Erinnerungen festgehalten und vor allem kognitive Prozesse aus-
gefiihrt. Uber den Thalamus eingehende Sinnesinformationen werden zunichst in kortikalen
Arealen verarbeitet, die auf den jeweiligen Reiz spezialisiert sind, beispielsweise dem primaren
visuellen, auditiven oder somatosensorischen Kortex, und von dort auf weitere Kortexareale,

wie sekundire und tertidre Bereiche oder Assoziationskortizes, projiziert.

1.1  Somatosensorischer Kortex (Barrel-Kortex)

Der somatosensorische Kortex ist ein Teil des Neokortex und dient der zentralen Verarbei-
tung somatosensorischer Empfindungen, wie Berthrung, Vibration, Druck und Temperatur.
Von Rezeptoren registrierte Umweltreize werden tber das periphere Nervensystem zum
Hirnstamm und von dort weiter in den Thalamus geleitet. Die Neurone des Thalamus proji-
zieren in den somatosensorischen Kortex. Wie alle neokortikalen Areale, weist dieser eine
strukturelle Organisation in sechs zur Oberfliche des Gehirns parallelen Schichten (engl. Zayer;
L) auf. Die thalamischen Projektionen enden bevorzugt in LIV (Staiger et al. 1996; Palmer et
al. 2001; Feldmeyer 2012; Bopp et al. 2017). Dort werden die peripheren rezeptiven Felder in
topographischer Organisation (somatotop) reprasentiert. Besonders empfindliche Korperregi-
onen, beim Menschen beispielsweise die Fingerkuppen, sind dabei im Verhiltnis groB3flichiger
reprisentiert als weniger empfindliche, wie etwa der Ricken. Diese Verteilung unterscheidet
sich zwischen Spezies. Bei Ratten und Mausen ist die taktile Empfindung tber die Schnurt-

haare (Vibrissen) besonders fein. Durch rhythmisches Vor- und Zuriickbewegen der Schnurr-
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haare kénnen die Tiere damit die GréBe, Form und Oberflichenbeschaffenheit von Objekten
diskriminieren (Woolsey und van der Loos 1970; Brecht et al. 1997) und sich in ithrer Umwelt
orientieren (Hutson und Masterton 1986). Die Vibrissen erreichen dabei die Empfindlichkeit

der Fingerspitzen von Primaten (Carvell und Simons 1990).

Anfang der 70er Jahre entdeckten Woolsey und van der Loos (1970) im somatosensorischen
Kortex der Maus ein, auch am ungefirbten Priparat sichtbares, anatomisches Korrelat der
Somatotopie. Dort finden sich in LIV fassférmige Strukturen, in denen die Dichte an Nerven-
zellen erhoht ist. Diese Barrels (engl. barre/ = Fass), nach denen der somatosensorische Kortex
vieler Nagetiere auch Barrel-Kortex genannt wird, reprisentieren in somatotoper Anordnung
jeweils einzelne Vibrissen des Tieres. Diese Zuordnung zu einer spezifischen Vibrisse ist funk-
tionell nicht auf LIV beschrinkt, sondern zieht sich durch alle Schichten des Kortex. Jedes
Barrel liegt somit in einer funktionellen Sdule, der Barrel-assoziierten-Kolumne (Armstrong-
James et al. 1992; Staiger et al. 2002). Kortikale Kolumnen finden sich im ganzen Kortex und
stellen, nach dem Konzept der Kolumne als funktioneller Grundeinheit des Neokortex
(Mountcastle 1957, 1997), die basalen Verarbeitungseinheiten synaptischer Schaltkreise dar
(Douglas und Martin 1991). Anhand der Barrels konnen die Kolumnen leicht identifiziert
werden, sodass sich der Barrel-Kortex als Modellsystem zur Erforschung neuronaler Netz-
werke etabliert hat. Man erhofft sich, viele der dort gewonnenen Erkenntnisse auf andere Be-

reiche des Neokortex und auf andere Spezies iibertragen zu kénnen (Fox 2008).

1.2 Inhibitorische GABAerge Interneurone

Nervenzellen (Neurone) bilden die strukturelle und funktionelle Grundeinheit des Nervensys-
tems. Ein Neuron besteht typischerweise aus einem Zellkérper (Soma) und zwei Typen von
sich verzweigenden Fortsitzen, Dendrit und Axon. An den Asten des Dendriten werden affe-
rente Signale von anderen Neuronen aufgenommen und in elektrischer Form zum Soma wei-
tergeleitet. Dort laufen die Informationen zusammen und kénnen in Form von Aktionspoten-
tialen (AP) tber das Axon fortgeleitet und tber Synapsen an andere Neurone Gbertragen wer-
den. Klassische chemische Synapsen bestehen aus einer prasynaptischen Endigung am Axon,
dem interzelluldren synaptischen Spalt und der Postsynapse, meist am Dendriten oder Soma
eines anderen Neurons. In der prisynaptischen Endigung befinden sich spannungsabhingige
Calcium-Kanile, die durch einen ankommenden elektrischen Reiz ge6ffnet werden, wodurch
sich die Calcium-Konzentration in der Prasynapse erhoht. Das fihrt zur Ausschittung chemi-
scher Botenstoffe aus den priasynaptischen Vesikeln in den interzelluliren synaptischen Spalt.

An der Postsynapse befinden sich spezifische Rezeptoren, die durch Anlagerung der Boten-
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stoffe aktiviert werden. Meist handelt es sich dabei um spezifische Ionenkanile, die sich durch
die Aktivierung 6ffnen. Aufgrund unterschiedlicher intra- und extrazellulirer Ionenkonzentra-
tionen kommt es zu einem lonenfluss, dem postsynaptischen Strom (engl. postsynaptic current;
PSC), der zur Anderung des postsynaptischen Membranpotentials (PSP) fiihrt. Eine Potential-
anderung kann erregend, also exzitatorisch (EPSP), oder hemmend, also inhibitorisch (IPSP),
auf die postsynaptische Zelle wirken. Depolarisierende Stréme werden als exzitatorische PSC
(EPSC) und hyperpolarisierende Strome als inhibitorische PSC (IPSC) bezeichnet. Mithilfe
elektrophysiologischer Methoden kénnen sowohl EPSP/IPSP als auch EPSC/IPSC gemessen

und somit die neuronale Aktivitit untersucht werden (Molleman 2003; Bear et al. 2007).

Die meisten neokortikalen Neurone sind exzitatorische Zellen. Sie werden in Pyramidenzellen
(engl. pyramidal cells; PC), die etwa 70-80% aller kortikalen Neurone ausmachen, und nicht-
Pyramidenzellen unterschieden, zu denen Sternpyramiden- (engl. star pyramidal cells) und be-
dornte Sternzellen (engl. spiny stellate cells) zihlen (DeFelipe und Farinas 1992; Feldmeyer et al.
1999; Staiger et al. 2004a). Letztere werden als exzitatorische Interneurone angesehen, wih-
rend Pyramidenzellen mit ithren Axonkollateralen Schaltkreise fiir lokale Informationsverarbei-
tung bilden und weitreichende Projektionen in andere kortikale und subkortikale Areale sen-

den kénnen (Douglas und Martin 2004; Feldmeyer 2012).

Die verbleibenden 15-20% bildet die Gruppe der inhibitorischen Interneurone, die y-
Aminobuttersiure (engl. gamma-aminobutyric acid, GABA) als inhibitorischen Neurotransmitter
exprimieren (Gabbott und Somogyi 1986; DeFelipe und Farinas 1992; Markram et al. 2004).
Sie sind weitaus heterogener als die exzitatorischen Zellen. Trotz ihrer geringeren Anzahl wird
ihnen eine Vielzahl wichtiger Aufgaben zugeschrieben (McGarry et al. 2010). Sie sind essenzi-
ell fiir das Gleichgewicht kortikaler Erregung, indem sie auf dynamische Anderungen kortika-
ler Exzitation reagieren und unkontrollierte Erregung verhindern. Sie kontrollieren das zeitli-
che Feuermuster von Pyramidenzellen und synchronisieren kortikale Aktivitit (McBain und
Fisahn 2001; Pouille und Scanziani 2001; Markram et al. 2004; Klausberger und Somogyi
2008; McGarry et al. 2010). Mit diesen Aufgaben einhergehend werden Beeintrichtigungen
der Funktion GABAerger Interneurone Bedeutung bei verschiedenen neurologischen und
neuropsychiatrischen Erkrankungen beigemessen (McGarry et al. 2010), darunter Epilepsie
(Cossart et al. 2001; Cobos et al. 2005; Trevelyan et al. 2006; Freund und Katona 2007; Tre-
velyan et al. 2007; Bohannon und Hablitz 2018), Rett-Syndrom (Dani et al. 2005), Angststo-
rungen (Powell et al. 2003; Freund und Katona 2007), Tourette-Syndrom (Kalanithi et al.
2005) und Schizophrenie (Lewis et al. 2005; Gonzalez-Burgos und Lewis 2008). Obwohl inhi-
bitorischen Interneuronen eine Vielzahl essenzieller Funktionen zugeschrieben werden, ist der

spezifische Beitrag der einzelnen Zelltypen bislang unklar (Isaacson und Scanziani 2011).
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B

GABAerge Interneurone
SST 30%

Abb. 1: Distinkte Subgruppen GABAerger Interneurone

(A) Derzeitige Autorenmeinung (Staiger et al. 2015a) zu klar abzugrenzenden GABAergen Interneuro-
nenklassen, hier beispielhaft im primiren somatosensorischen (Barrel-)Kortex. Horizontale gestrichelte
Linien markieren Grenzen kortikaler Schichten, romische Zahlen bezeichnen die Schichten, » die
weille Substanz. Verschiedene Neuronentypen sind farbkodiert dargestellt mit dunklerem Farbton fiir
somatodendritische und hellerem Farbton fiir axonale Anteile.

Martinotti-Zellen (MC, gelb) sind durch ihre zur LI aufsteigenden und sich dort breit verzweigenden
Axone eindeutig morphologisch charakterisiert. Sie weisen ein adaptierendes Feuermuster auf und
exprimieren SST. Korbzellen (engl. basket cells; BC, griin) bilden Axone aus, die tiberwiegend horizontal
und intralaminir verlaufen und korbartige Geflechte um ihre Zielzellen formen. Sie weisen ein schnel-
les Feuermuster auf und exprimieren PV. Die Interneuronenklasse der VIP-exprimierenden Zellen ist
besonders heterogen, weist aber meist eine bipolare (engl. bipolar cells; BPC, rot) oder doppelt gebii-
schelte (engl. bituffed) somatodendritische Konfiguration und ein unregelmilBliges Feuermuster auf.
Weitere Zelltypen sind axo-axonale Zellen (engl. axv-axonic cells; AAC, braun), neurogliaforme Zellen
(engl. neurogliaform cells; NGFC, violett) und GABAerge Projektionsneurone (engl. GABAergic projection
neuron-cell type; GPC, blau). Abb. modifiziert nach Staiger et al. 2015a.

(B) Neurochemische Unterscheidung GABAerger Interneurone anhand der Expression von vasoakti-
vem intestinalem Polypeptid (VIP), Parvalbumin (PV) und Somatostatin (SST). Mittels dieser Marker
lassen sich drei grofle nichtiiberlappende Subpopulationen GABAerger Interneurone unterscheiden,
die in der Maus circa 80% der kortikalen GABAergen Interneurone ausmachen. SHT3a-Rezeptor ex-
primierende, VIP-negative Zellen bilden die anderen ca. 20% (Xu et al. 2010; Rudy et al. 2011; Pfeffer
et al. 2013).
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Anhand ihrer morphologischen, molekularen und elektrophysiologischen Merkmale lassen
sich inhibitorische Interneurone beschreiben und voneinander unterscheiden (Markram et al.
2004; Ascoli et al. 2008). Thre Heterogenitit zeigt sich eindriicklich in der distinkten Morpho-
logie ihrer Dendritenbiume und besonders ihrer Axone, iiber die einzelne Interneuronenklas-
sen identifizieren werden (Abb. 1A). Bestimmte molekulare Merkmale korrelieren gut mit den
morphologischen und physiologischen Eigenschaften der Zellen und bieten sich zu deren
eindeutigen Unterscheidung an (Ascoli et al. 2008; Xu et al. 2010). So kénnen im Kortex drei
grof3e, nichtiberlappende Subpopulationen GABAerger inhibitorischer Interneurone unter-
schieden werden, welche jeweils selektiv entweder vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP),
Parvalbumin (PV) oder Somatostatin (SST) exprimieren (Kawaguchi und Kubota 1997; Xu et
al. 2010; Rudy et al. 2011; Pfeffer et al. 2013; Pronneke et al. 2015). Im primiren sensorischen
Kortex der Maus machen diese Gruppen gut zwei Drittel (61-76%) der gesamten GABAergen
Interneurone aus (Xu et al. 2010; Hioki et al. 2013), im visuellen Kortex circa 80% (Pfeffer et

al. 2013) (Abb. 1B).

1.2.1 VIP-exprimierende Zellen

VIP-exprimierende Zellen (VIP-Zellen) gehéren neurochemisch zu den Serotonin-Rezeptor
3a (5HT3a-Rezeptor) exprimierenden Interneuronen, die kein SST oder PV besitzen (Ka-
waguchi und Kubota 1997; Lee et al. 2010; Rudy et al. 2011). Allerdings sind sie sowohl be-
zuiglich ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften, als auch der Morphologie eine besonders
heterogene Gruppe (Pronneke et al. 2015). Allen gemeinsam ist, dass sie das als Neurotrans-
mitter und -modulator wirkende Peptidhormon VIP exprimieren. Sie machen etwa 10-17%
der neokortikalen GABAergen Interneurone bei der Maus aus (Rudy et al. 2011; Hioki et al.
2013; Pfetfer et al. 2013; Pronneke et al. 2015). Anhand ihrer somatodendritischen Konfigura-
tion wurden VIP-exprimierende Zellen oft auch als Bipolarzellen (engl. bipolar cells) oder dop-
pelt gebtischelte Zellen (engl. bitufted cells) bezeichnet (Cauli et al. 1997; Lee et al. 2010; Pron-
neke et al. 2015) (Abb. 1).

Elektrophysiologisch zeichnen sie sich durch einen besonders hohen Eingangswiderstand und
eine dadurch bedingte leichte Erregbarkeit aus. Die meisten VIP-exprimierenden Zellen zei-
gen wiahrend einer langen depolarisierenden Strominjektion ein kontinuierlich adaptierendes
(engl. continnous adapting) oder berstendes (engl. bursting) AP-Feuermuster oder generieren in
Nihe der Feuerschwelle in unregelmifBigen zeitlichen Abstinden AP (engl. zrregular spiking)
(Kawaguchi und Kubota 1996; Cauli et al. 1997; Karagiannis et al. 2009; Lee et al. 2010; Rudy
et al. 2011; Pronneke et al. 2015).
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Sie kommen mit circa 60% besonders haufig in LII/III vor, finden sich aber in allen neokorti-
kalen Schichten. VIP-exprimierende Zellen in LII/III unterscheiden sich in ihrer Morphologie
von denen der tieferen Schichten. Thr Dendritenbaum ist auf LI-II/III beschriankt, wahrend
sie Axonkollateralen radidr durch alle Schichten bis LVI entsenden. Die Dendritenbdume der
VIP-exprimierenden Zellen in LIV-VI hingegen dehnen sich in alle Schichten aus, wahrend
ihre Axone sich weitgehend auf LV-VI beschrinken (Connor und Peters 1984; Kawaguchi
und Kubota 1997; Rudy et al. 2011; Hioki et al. 2013; Pronneke et al. 2015; Almasi et al. 2019).
Diese Morphologie legt nahe, dass VIP-exprimierende Zellen nicht nur verschiedene Eingin-
ge uber alle kortikalen Schichten integrieren kénnen, sondern auch an feedback- oder feedfor-
ward-Inhibition in all diesen Schichten beteiligt sind. IThnen wird eine wichtige Funktion in
kortikalen Kolumnen oder sogenannten Mikrokolumnen zugeschrieben, da sie zumeist in dis-

inhibitorische Schaltkreise eingebunden sind (Bayraktar et al. 2000; Staiger 2015).

1.2.2 PV-exprimierende Zellen

Die groite Subpopulation der neokortikalen GABAergen Interneurone bilden mit circa 36-
44% die PV-exprimierenden Zellen (PV-Zellen), die das Calcium-bindende Protein Parval-
bumin exprimieren und in der neurologischen Grundlagenforschung wie auch in der klini-
schen Forschung besondere Aufmerksamkeit erhalten haben (Rudy et al. 2011; Hioki et al.
2013; Pfeffer et al. 2013). Sie kommen in allen neokortikalen Schichten von LII bis LVI vor,
besonders haufig in LIV (Rudy et al. 2011; Hioki et al. 2013; Almasi et al. 2019).

Nahezu alle PV-exprimierenden Zellen sind schnell feuernde (engl. fast spiking) Neurone (Cauli
et al. 1997; Kawaguchi und Kubota 1997; Ascoli et al. 2008; Rudy et al. 2011). Sie haben den
niedrigsten Eingangswiderstand und die schnellste Membranzeitkonstante aller Interneurone.
Sie kénnen anhaltend hochfrequente Folgen kurzer AP feuern, die von ausgeprigten schnellen
Nachhyperpolarisationen gefolgt werden (Connors und Gutnick 1990; Cauli et al. 1997; Mar-
kram et al. 2004). Dank dieser Eigenschaften kénnen sie eine schnelle, zeitlich prizise und

starke Inhibition ihrer Zielzellen bewirken (Rudy et al. 2011).

Morphologisch entsprechen die PV-exprimierenden Zellen zwei Interneuronenklassen, den
Korb- (engl. basket cells) und den Kronleuchterzellen (engl. chandelier cells) (Kawaguchi und Ku-
bota 1997; Ascoli et al. 2008) (Abb. 1). Korbzellen haben charakteristische Axone, die Gber-
wiegend intralaminir und horizontal zur Pia verlaufen, und korbartige Geflechte um die So-
mata ihrer Zielzellen bilden (Kawaguchi und Kubota 1993; Kisvarday et al. 1993; Hioki et al.
2013). Kronleuchterzellen hingegen bilden ihre Synapsen ausschlieBlich auf die axonalen Initi-
alsegmente von Pyramidenzellen (Somogyi 1977).
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Wihrend die Funktion der Kronleuchterzellen noch schlecht verstanden und umstritten ist,
werden den schnell feuernden Korbzellen eine dominante Rolle und zahlreiche Aufgaben im
Rahmen der kortikalen Inhibition zugeschrieben, beispielsweise bei der Erzeugung und Auf-
rechterhaltung schneller kortikaler Rhythmen in der Gamma-Frequenz (Whittington et al.
1995; Traub et al. 2004; Bartos et al. 2007) und bei der Balance von Exzitation und Inhibition
(Hasenstaub et al. 2005; Haider und McCormick 2009; Rudy et al. 2011). Thnen wird Bedeu-
tung beigemessen bei der Bewegungskontrolle (Isomura et al. 2009), Gehirnfunktionen héhe-
rer Ordnung, wie Gedichtnis (Letzkus et al. 2011), und psychiatrischen Erkrankungen wie der
Schizophrenie (Lewis et al. 2005; Lewis et al. 2012). Die genaue Struktur der Verschaltungen
von PV-exprimierenden Zellen zu erforschen, ist deshalb von besonderer Wichtigkeit (Bartos

et al. 2007; Hioki et al. 2013).

1.3 Martinotti-Zellen

Martinotti-Zellen (engl. Martinotti cells; MC) wurden erstmals 1889 von Carlo Martinotti be-
schrieben und ihre Beteiligung an kortikaler sensomotorischer Informationsverarbeitung be-
reits 1899 von Santiago Ramon y Cajal vermutet. Sie kommen ubiquitdr in allen Arealen des
Neokortex und in einer Vielzahl von Spezies vor (Wang et al. 2004), beispielsweise im pri-
miren somatosensorischen (McGarry et al. 2010; Rudy et al. 2011; Lee et al. 2013), visuellen
(Valverde 19706; Pfeffer et al. 2013), auditorischen (Pi et al. 2013) und frontalen Kortex der
Maus (McGarry et al. 2010), im visuellen und frontalen Kortex der Ratte (Ruiz-Marcos und
Valverde 1970; Kawaguchi und Kubota 1997), in mehreren neokortikalen Arealen von Erd-
maus, Hamster, Igel, Fledermaus, Hund, Kuh und Schaf (Ferrer et al. 1986a, 1986b), dem
prifrontalen Kortex von Affen (Gabbott und Bacon 1996) und ebenso beim Menschen im
somatosensotrischen, motorischen und visuellen Kortex (Ramon y Cajal 1899; Marin-Padilla
1970; Luth et al. 1994). Sie scheinen somit ein verbreiteter und wichtiger Bestandteil kortikaler

Schaltkreise zu sein.

In der Tat werden funktionelle Beeintrichtigungen von MC bzw. SST-exprimierenden Zellen
speziell mit Epilepsie (Sloviter 1987, 1991; Bohannon und Hablitz 2018), traumatischen Ver-
letzungen des Gehirns (Lowenstein et al. 1992) und der Alzheimer-Krankheit (Davies et al.
1980; Armstrong et al. 1985; Roberts et al. 1985; Grouselle et al. 1998) in Verbindung ge-
bracht. Den funktionellen Beitrag und die Konnektivitit der MC zu verstehen, ist daher von

besonderer Bedeutung (Oliva et al. 2000; Zhou et al. 2020).

Alle MC exprimieren den inhibitorischen Kotransmitter SST, der auch von X94-Zellen, einer

selteneren Interneuronenklasse (von wahrscheinlich Nicht-Martinotti-Zellen), exprimiert wird
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(Kawaguchi und Kubota 1998; Wang et al. 2004; Ma et al. 2006; McGarry et al. 2010). MC
exprimieren weder VIP noch PV (Xu et al. 2010; Hioki et al. 2013; Pfeffer et al. 2013). Insge-
samt machen die SST-exprimierenden Neurone etwa 30% der GABAergen Interneurone im
primiren somatosensorischen Kortex der Maus aus (Rudy et al. 2011). Anhand von morpho-
logischen und elektrophysiologischen Kriterien kénnen MC leicht von der kleineren Subgrup-
pe der X94-Zellen unterschieden werden (Ma et al. 2006). Zudem kommen X94-Zellen (als
vermutliche Korbzellvariante) iiberwiegend in LIV vor, wihrend MC sich in allen neokortika-
len Schichten von LII bis LVI finden (Kawaguchi und Kubota 1997; Wang et al. 2004; Ma et
al. 20006; Hioki et al. 2013).

Aufgrund ihres relativ hohen Eingangswiderstands und einer niedrigen Rheobase, sind MC
auch als Interneurone mit niedriger Feuerschwelle (engl. /low-threshold-spiking) bekannt (Ka-
waguchi 1995). Des Weiteren zeigen die meisten MC in der elektrophysiologischen Analyse
wihrend einer langen depolarisierenden Strominjektion ein kontinuierlich adaptierendes AP-
Feuermuster. Die AP weisen eine komplexe Nachhyperpolarisation auf, welche aus einer ers-
ten und einer zweiten Nachhyperpolarisation besteht, getrennt durch eine angedeutete Nach-
depolarisation. Auf Applizierung eines hyperpolarisierenden Stroms zeigen MC eine deutliche

Senke (engl. sag) (Wang et al. 2004; Ascoli et al. 2008; Karagiannis et al. 2009).

MC haben meist ein ovales Soma, von dessen entgegengesetzten Polen insgesamt zwei bis vier
vertikal orientierte Dendriten, einer doppelt gebiischelten (engl. bitufted) bis multipolaren dend-
ritischen Morphologie entsprechend, entspringen. Diese verzweigen sich mehrfach, beschrin-
ken sich aber mit einer horizontalen Ausdehnung von etwa 300 um in der Regel auf ihre asso-
zilerte Kolumne. In den meisten Fillen entspringt an der ersten oder zweiten Verzweigung
eines Dendriten das Axon (Zhou et al. 2020). Durch dessen ausgeprigte, zur LI aufsteigende
Kollateralen sind MC klar morphologisch charakterisiert (Abb. 1). Dort breiten sich die Aste
horizontal, bis Giber die benachbarten Kolumnen hinweg, aus (Wang et al. 2004; McGarry et
al. 2010).

1.4 Verschaltungen im somatosensorischen Kortex

Durch Verschaltung der verschiedenen exzitatorischen und inhibitorischen Neuronenklassen
mit- und untereinander, ergeben sich komplexe neuronale Schaltkreise. Dabet stellen kortikale
Kolumnen, laut dem derzeit favorisierten Konzept zur Erkliarung kortikaler Informationsver-
arbeitung, die basalen Verarbeitungseinheiten dieser Schaltkreise im Kortex dar (Douglas und
Martin 1991; Mountcastle 1997). Die Verbindungen exzitatorischer Neurone wurden bereits

eingehend untersucht und ein kanonisches Modell des kortikalen Informationskreislaufes ent-
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lang dieser Zellen gilt heute als allgemein akzeptiert (Staiger et al. 2000; Douglas und Martin
2004; Lefort et al. 2009; Hooks et al. 2011). Dieser vereinfachte Schaltkreis beginnt in LIV, in
der ein Grof3teil der sensorischen Informationen tiber den Thalamus eingehen (Staiger et al.
1996; Palmer et al. 2001; Feldmeyer 2012; Bopp et al. 2017). Exzitatorische Zellen aus LIV
projizieren in die supragranuldre LII/IIT (Staiger et al. 2004a). Bislang wurde in Nagern keine
eindeutige Grenze zwischen den Schichten IT und IIT identifiziert, sodass diese hier als LIT/TIT
bezeichnet wird. Projektionen von dort enden auf Neuronen der infragranuldren Schichten V
und VI (Douglas und Martin 1991; Kampa et al. 2006; Schubert et al. 2007; Staiger et al.
2015b).

Durch inhibitorische GABAerge Interneurone werden die Neurone dieser exzitatorischen
Schleife beeinflusst. Thre Verschaltungen sind nicht zufillig, vielmehr projizieren sie in be-
stimmten Schaltmustern jeweils bevorzugt auf spezifische Zielzellen (Isaacson und Scanziani
2011). Es gibt verschiedene inhibitorische Schaltmuster, darunter vorwirtskoppelnde (engl.
Jeedforward), rickwirtskoppelnde (engl. feedback) und laterale Inhibition (Roux und Buzsaki
2015; Staiger et al. 2015a). MC sind zentral an solchen Verschaltungen beteiligt, beispielsweise
vermitteln sie in einer disynaptischen Verschaltung zwischen benachbarten Pyramidenzellen
eine starke laterale oder feedback-Inhibition und regulieren damit vermutlich effektiv die korti-

kale Aktivitit (Silberberg und Markram 2007).

Die neueste Entdeckung dieser inhibitorischen Schaltmuster ist die disynaptische Disinhibiti-
on, bei der ein GABAerges Interneuron ein zweites GABAerges Interneuron inhibiert, wel-
ches wiederum auf ein exzitatorisches Neuron projiziert. Infolge dieser Verschaltung werden
die inhibitorischen Einginge des zweiten GABAergen Interneurons auf das exzitatorische
Neuron aufgehoben. Aus einer Vernetzung GABAerger Interneurone untereinander resultiert
somit das Phinomen der Disinhibition, mittels dessen die inhibitorischen Interneurone Ein-
fluss auf die kortikale Aktivitit und Informationsverarbeitung nehmen (Gibson et al. 1999;

Pfeffer et al. 2013; Staiger et al. 2015a; Walker et al. 2016).

Dabei fillt eine Spezifitit der einzelnen Interneuronenklassen nicht nur fir die Art der Zielzel-
len, sondern auch fiir deren bestimmte subzellulire Kompartimente auf (Isaacson und Scanzi-
ani 2011). Jeder Typ GABAerger Interneurone projiziert auf seine postsynaptischen Neurone
in spezifischen bevorzugten subzelluliren synaptischen Lokalisationen. Dabei kénnen vier
generelle Muster unterschieden werden: Inhibition des axonalen Initialsegments, der somati-
schen und perisomatischen Region, des Dendriten oder des distalen Dendriten (DeFelipe
1997; Thomson und Deuchars 1997; Somogyi et al. 1998). Der Effekt der Inhibition ist ab-

hingig von den Lokalisationen der Synapsen. Die Inhibition von axonalen Initialsegmenten
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ermoglicht es, die Generierung und die zeitliche Koordinierung von AP und somit die Aus-
ginge der Zelle zu beeinflussen (Somogyi 1977). Durch Innervation der somatischen und pe-
risomatischen Region kann die Verstirkung von summierten Potentialen und somit das Feu-
ern von AP kontrolliert werden (Buhl et al. 1995; Miles et al. 1996; Wang et al. 2002). Inter-
neurone mit diesem Inhibitionsmuster sind an der Abstimmung und der Synchronisierung
neuronaler Aktivitit beteiligt (Cobb et al. 1995; Pouille und Scanziani 2001). Durch bevorzug-
te Innervation des Dendriten kann die dort stattfindende Verarbeitung und Integration synap-
tischer Einginge (Markram et al. 2004), die Generierung und Weiterleitung dendritischer Kal-
zium-Spikes (Larkum et al. 1999) und die synaptische Plastizitit, lokal oder durch Interaktion
mit sich riickwirts ausbreitenden AP (Magee und Johnston 1997), beeinflusst werden. Die
Inhibition distaler dendritischer Bereiche hingegen kénnte dem jeweiligen Interneuron erlau-
ben, speziell die lokale dendritische Integration dortiger synaptischer Eingidnge zu beeinflussen

(Markram et al. 2004).

Ein prominentes Beispiel fir die gezielte Innervation distaler dendritischer Bischel sind MC.
Durch ihre charakteristischen aufsteigenden Axone inhibieren sie bevorzugt in LI die distalen
Dendriten von Pyramidenzellen aller Schichten, die dort zusammenlaufen (Kawaguchi und
Kubota 1997; Wang et al. 2004; Silberberg und Markram 2007; McGarry et al. 2010; Staiger
2015; Zhou et al. 2020). Kirzlich wurde dieses Muster fiir SST-exprimierende O-LM-Zellen
(Oriens-lacunosum-moleculare-Zellen) im Hippocampus, die MC idhneln, bestitigt (Bloss et al.
2016). Ebenfalls bilden die meisten VIP-exprimierenden Zellen Synapsen auf kleine und mit-
telgroBe Dendriten sowohl von GABAergen Interneuronen als auch von Pyramidenzellen
(Hajos et al. 1988; Peters 1990; Kawaguchi und Kubota 1996, 1997; Hioki et al. 2013; Pfeffer
et al. 2013; Zhou et al. 2017). Aber auch ein seltenerer Typ VIP-exprimierender Korbzellen
(engl. basket cells) mit perisomatischen Synapsen auf andere Zellen wurde beschrieben (Acsady
et al. 1996; Kawaguchi und Kubota 1996; Wang et al. 2002). Dagegen bevorzugen PV-
exprimierende Zellen die (peri-)somatische Region und proximale Dendriten von Pyramiden-
zellen (Kawaguchi und Kubota 1996; Tamas et al. 1997; Thomson und Deuchars 1997; Kubo-
ta et al. 2015) und sollen sich bevorzugt gegenseitig inhibieren (Hioki et al. 2013; Pfeffer et al.
2013). Eine Ausnahme stellt der Subtyp der Kronleuchterzellen dar, deren Axone ausschlie3-
lich auf das Initialsegment der Axone von Pyramidenzellen abzielen (Somogyi 1977; Ascoli et
al. 2008). Erst kirzlich wurde entdeckt, dass PV-exprimierende Zellen auch auf MC projizie-
ren. Diese Inhibition von MC durch PV-exprimierende Zellen stellt ein neues Konzept der
inhibitorischen Schaltkreise dar und ist bisher nur im Barrel-Kortex und im primiren visuellen
Kortex beobachtet worden (Jiang et al. 2015; Karnani et al. 2016b; Walker et al. 2016). Auch

fiir SST-exprimierende Zellen in der Amygdala wurde eine Inhibition durch PV-exprimierende
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Zellen beschrieben. Diese Inhibition erfolgt nach akustischer Stimulation und fithrt zur Disin-

hibition exzitatorischer Hauptzellen (Wolff et al. 2014).

Diverse Studien weisen auf eine physiologische Relevanz der Inhibition von MC hin. So konn-
te gezeigt werden, dass VIP-exprimierende Zellen durch Eingidnge aus dem primiren motori-
schen Kortex erregt werden und dies zu Inhibition SST-exprimierender Zellen und infolge
dessen zur Disinhibition von Pyramidenzellen fihrt (Lee et al. 2013; Fu et al. 2014). Eine sol-
che Beeinflussung der Informationsverarbeitung durch Einginge von kortikalen Arealen ho-
herer Ordnung wird auch als #gp-down-Verschaltung (engl. 7gp-down pathway) bezeichnet. Zudem
entdeckten Gentet et al. 2012, dass bei wachen Miusen infolge von Bertihrung einer Vibrisse
in der entsprechenden Kolumne im Barrel-Kortex ausschlieBlich SST-exprimierende Zellen
hyperpolarisieren und demzufolge inhibiert werden. Alle anderen umgebenden Zellen hinge-
gen, sowohl inhibitorische als auch exzitatorische, zeigen eine Depolarisation infolge einer
Vibrissenstimulation. Da sensorische Einginge nur tiber exzitatorische Verbindungen in den
Kortex tibertragen werden, muss eine intrakortikale inhibitorische Interneuronenklasse, die
nicht identifiziert wurde, Einginge aus dem Thalamus erhalten und die Inhibition der MC
vermitteln (Gentet et al. 2012). Solche Verschaltungen sensorischer Finginge werden auch als
bottom-up-Verschaltungen (engl. bottom-up-pathway) bezeichnet. Inzwischen gibt es Hinweise
darauf, dass PV-exprimierende Zellen die Quelle dieser Inhibition sein kénnten (Walker et al.

2016).

Durch Inhibition von MC werden deren postsynaptischen Ziele, also insbesondere die Dend-
riten von Pyramidenzellen in LI, disinhibiert (Gentet et al. 2012; Lee et al. 2013). Des Weite-
ren inhibieren MC sowohl VIP- als auch PV-exprimierende Zellen, (Wang et al. 2004), jedoch
keine anderen MC (Pfeffer et al. 2013). Damit kénnen sie selbst Einfluss auf die Quelle ihrer
eigenen Inhibition nehmen und die inhibitorische Wirkung von VIP- und PV-exprimierenden

Neuronen einschrinken.

Wihrend VIP- und PV-exprimierende Zellen als Ursprung der Inhibition von MC identifiziert
sind, bleibt die subzellulire Lokalisation der Synapsen, die entscheidend fiir den Effekt der
Inhibition ist, bislang unbekannt. Im Dendriten findet schon eine wesentliche Verarbeitung
von Informationen statt, bevor diese das Soma erreichen. Um kortikale Schaltkreise und deren
Funktion verstehen zu konnen, ist es deshalb erforderlich, Uber das Wissen um die blof3e
Existenz von Verbindungen hinaus, auch Kenntnis der dendritischen Lokalisationen dieser

Synapsen zu haben (London und Hausser 2005; Hu und Vervaeke 2018).
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1.5  Fragestellung

In dieser Arbeit sollen Eigenschaften inhibitorischer Projektionen von VIP- und PV-
exprimierenden Zellen auf Martinotti-Zellen der Schichten II/III und V im primiren soma-
tosensorischen Kortex der Maus untersucht werden, insbesondere die subzellulire dendriti-
sche Lokalisation der Synapsen. Folgende Fragestellungen waren Ausgangspunkt dieser Ar-

beit:

1. Werden Martinotti-Zellen im primiren somatosensorischen Kortex der Maus neben
VIP- auch von PV-exprimierenden Zellen zuverlassig inhibiert?

2. Wie unterscheiden sich die elektrophysiologischen Charakteristika der synaptischen
Projektionen dieser beiden Interneuronenklassen auf Martinotti-Zellen?

3. Welchen Verlauf weisen die Axone der prisynaptischen Zellen im Verhiltnis zu den
postsynaptischen Martinotti-Zellen auf?

4. Fur ein Verstindnis der Funktion dieser Verschaltungen stellt sich insbesondere die
Frage nach der subzelluliren dendritischen Lokalisation dieser Synapsen.
Unterscheiden sich die Lokalisationen der Synapsen von VIP- und PV-exprimierenden
Zellen auf Martinotti-Zellen voneinander? Ahnelt sich das Muster der subzelluliren
Verteilung dieser Synapsen dem beschriebenen Muster auf andere postsynaptische In-

terneurone oder Pyramidenzellen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden bereits erthobene Daten aus kombinierten optogene-
tischen und elektrophysiologischen Versuchen ausgewertet. Mit lichtabhingigen Ionenkanilen
transduzierte VIP- und PV-exprimierende Zellen wurden zz vitro selektiv per Laser stimuliert
und deren inhibitorische Projektionen auf Martinotti-Zellen mit Hilfe der Patch-clamp-Technik
(siche Abschnitt 2.2.1) detektiert. So konnten funktionelle Verschaltungen zelltypspezifisch
untersucht werden. Durch gitterférmiges Scannen des fokussierten Laserstrahls tber die Um-
gebung einer abgeleiteten Martinotti-Zelle, konnte der Verlauf der darauf projizierenden
transduzierten Axone untersucht werden. AbschlieBend wurden, mittels pharmakologischer
Blockade von Aktionspotentialen, selektiv Priasynapsen von VIP- oder PV-exprimierenden
Zellen im Bereich des Dendritenbaums der abgeleiteten Martinotti-Zelle in einem gitterférmi-
gen Muster zu synaptischer Ubertragung angeregt. Die postsynaptisch aufgezeichneten elekt-
rophysiologischen Messkurven wurden fiir jedes stimulierte Gitterfeld analysiert und in ein-
zelne Pixel-Werte umgewandelt. Durch Uberlagerung der Pixel-Werte mit dem rekonstruier-
ten Dendritenbaum der Martinotti-Zelle wurden Kartogramme der subzelluliren Projekti-
onsmuster von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf Martinotti-Zellen erstellt. Die Unter-

suchung dieser inhibitorischen Projektionen, ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften und
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der distinkten dendritischen Lokalisationen ihrer Synapsen sollen das Verstindnis der kom-

plexen Interaktionen GABAerger Interneurone erweitern.
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2 Material und Methoden

Die elektrophysiologischen zn-vitro-Experimente an akuten Gehirnschnitten von transgenen
Miusen, die in Patch-clamp-Ableitungen in Kombination mit optogenetischen Verfahren be-
standen, wurden von Herrn Dr. Mirko Witte aus der Abteilung Neuroanatomie der Universi-
titsmedizin Gottingen durchgefiihrt. Die dabei gewonnenen elektrophysiologischen Rohdaten
wurden vom Autor der vorliegenden Dissertation ausgewertet, analysiert und grafisch aufge-
arbeitet. Alle tierexperimentellen Untersuchungen erfolgten unter strenger Einhaltung des im

Jahre 2013 modifizierten deutschen Tierschutzgesetzes von 2010.

2.1  Versuchstiere und Priparation von Gehirnschnitten

Fir die Experimente wurden die Cre-Rekombinase-exprimierenden Mauslinien VIPcre
(VIP™' 97 /Ty und  PVere  (Pvalb™© 9 /Ty mit der GIN-Mauslinie (FVB-
Tg(GadGFP)45704Swn) gekreuzt (Oliva et al. 2000; Hippenmeyer et al. 2005; Taniguchi et al.
2011). In GIN-Mausen wird das Fluoreszenzprotein eGFP (engl. enbanced green fluorescent protein)
in sogenannten GIN-Zellen (GFP-exprimierende inhibitorische Neurone), einer Subpopulati-
on SST-positiver Zellen exprimiert (Oliva et al. 2000; Fischer 2018). Diese Gruppe der SST-
positiven Neurone wird vor allem durch MC gebildet; sie sollen etwa 80% der GFP-
exprimierenden Neurone in GIN-Miusen ausmachen (Ma et al. 2006; Fanselow et al. 2008;

McGarry et al. 2010).

Die gekreuzten, zweifach transgenen Miuse der Linien VIPcre/GIN (n=10) und
PVcere/GIN (n = 11) waren beiderlei Geschlechts und wurden an der Zentralen Tierexperi-
mentellen Einrichtung der Universititsmedizin Goéttingen geztichtet und gehalten. Alle Maus-

linien wurden von The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) bezogen.

Im Alter zwischen 13 und 39 Tagen postnatal (P13-39) wurde den Mdusen in einem stereotak-
tischen Verfahren (Cetin et al. 2006; Harris et al. 2012) ein Cre-abhingiger adeno-assoziierter
Virus (AAV6.EF1.DIO.hChR2(H134R)-mCherry) injiziert. Der Virus wurde von Dr. Sebasti-
an Kigler hergestellt, freundlicherweise durch Prof. Dr. Swen Hulsmann zur Verfiigung ge-
stellt und in einem stereotaktischen Verfahren von Dr. Julien Guy in den Barrel-Kortex der
Miuse injiziert. Mittels des viralen Vektors wurden spezifisch in VIP- bzw. PV-
exprimierenden Zellen lichtabhingige Ionenkanile (Channelrhodopsin-2; ChR2) und das Flu-

oreszenzprotein mCherry exprimiert (Atasoy et al. 2008). Die Injektion des in steriler PBS
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(Phosphat-gepufferter Saline) gelésten Virus erfolgte unter Analgesie (Lidocain subkutan und
Metamizol peroral) und konstanter Anisthesie (ca. 3% Isofluran), in das Barrel-Feld des pri-
miren sensorischen Kortex. Dabei wurde 200 nl Virus pro Injektionsstelle, sechs bis neun je
Hemisphire, in 200-800 um Tiefe injiziert. Die Mduse wurden fir mindestens zwei weitere

Wochen am Leben gehalten, um eine ausreichende Expression des ChR2 zu gewahrleisten.

Zwei bis funf Wochen nach der Injektion (P31-61) wurden die Versuchstiere mit Isofluran
betdubt und durch Dekapitation getdtet. Nach der Eroffnung des Schidels wurde das Gehirn
herauspripariert und in eiskalte, mit Carbogen (95% O, + 5% CO.) gesittigte Praparationslo-
sung (Tab. A2 im Anhang), iberfihrt. Von beiden Hemisphiren wurden auf Hohe des Barrel-
Kortex je finf bis sechs thalamokortikale Schnitte (300 um) mit dem Vibratom (Leica VT
12008, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Die Hirnschnitte wurden fir
mindestens 30 Minuten in Carbogen-gesittigter, kiinstlicher Zerebrospinalfliissigkeit (engl.
artificial cerebrospinal fluid, ACSF) (Tab. A2 im Anhang) bei 32°C inkubiert und anschlieBend bei
Raumtemperatur gehalten. Fir die Experimente wurden einzelne Schnitte in eine Ableitkam-

mer Uberfihrt.

2.2 Elektrophysiologie und Optogenetik

2.2.1 Die Patch-Clamp-Technik und sCRACM

Eine der wichtigsten neurophysiologischen Messmethoden ist die Patch-clamp-Technik, mit der
sich unter anderem der Strom, der durch einzelne membranstindige Ionenkanile flief3t, oder
auch alle Str6me tber die gesamte Membran einer Zelle, messen lassen. Sie wurde 1976 von
Neher und Sakmann entwickelt und 1981 von Hamill et al. zur sogenannten #ght-seal-Variante
modifiziert. Dabei wird eine mit Elektrolytlosung geftllte feine Glaspipette mit einem
Durchmesser von etwa 2 pm, die als Messelektrode dient, an eine Zelle herangefiihrt und auf
die Membran aufgesetzt. Durch vorsichtiges Ansaugen der Membran wird die elektrische Iso-
lation eines Membranstiicks (engl. pawh) gegentuber der restlichen Membranoberfliche mit
einem hochohmigen elektrischen Widerstand von mehr als 1 G (engl. giga-seal) erreicht. Aus
dieser sogenannten Ce/l-attached-Konfiguration kann durch einen weiteren kurzen Saugimpuls
der patch aufgerissen und damit eine direkte, elektrisch leitende Verbindung zwischen Pipetten-
l6sung und Zytoplasma hergestellt werden, die Whole-ce/-Konfiguration. Diese ermdglicht die
Ableitung des Intrazellulirraums gegeniiber dem Extrazelluldrraum, dabei werden die Strome
aller Ionenkanile in der Zellmembran gemessen. Nach dem Aufreilen des Patches erfolgt eine

Vermischung der Pipettenlésung mit dem Zytoplasma, die sich zur Kontrolle der intrazellula-
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ren Ionenkonzentrationen, der gezielten Blockade von Ionenkanilen und dem Einbringen von

Biocytin fiir die spatere Farbung der Zelle nutzen lasst.

Wahrend der Messung der Strome, kann die Zelle auf ein vom Experimentator festgelegtes
Membranpotential geklemmt werden (engl. vo/fage-clamp; Spannungsklemme). Dabei wird von
der Messelektronik stetig das Membranpotential gemessen und Abweichungen von dem ein-
gestellten Haltepotential sofort durch eine kompensatorische Strominjektion ausgeglichen.
Dieser injizierte Strom entspricht im Betrag den Stromen tber die Zellmembran und ist ein
Maf3 fur die Aktivierung von Ionenkanilen (Molleman 2003). In dieser Arbeit wurden alle
Messungen von lichtinduzierten postsynaptischen Stromen an MC, auch unter pharmakologi-

schen Bedingungen, in der 1Vo/tage-clamp-Konfiguration vorgenommen.

Im Gegensatz dazu wird in der Current-clamp-Konfiguration kein Membranpotential geklemmt,
sondern die Zelle bei ihrem Ruhemembranpotential belassen. Diese Konfiguration eignet sich
gut fiir die elektrophysiologische Charakterisierung von Neuronen. Durch definierte Stromin-
jektionen, deren Stromstirke durch den Experimentator variiert werden kann, werden die
Ionenstréme tiber die Membran beeinflusst. Die resultierenden Membranpotentialinderungen
werden aufgezeichnet. Durch Uberschreiten der Feuerschwelle der Zelle konnen AP induziert
werden (Molleman 2003). In dieser Arbeit wurden alle Messungen zur Charakterisierung der
Neurone, sowie Messungen lichtinduzierter Depolarisation der ChR2-transduzierten VIP-

oder PV-exprimierenden Zellen, in der Current-clamp-Konfiguration durchgefiihrt.

Seit der ersten direkten Stimulation eines Nervs vor tiber 200 Jahren wurden fiir die Stimulati-
on von Neuronen meist Elektroden benutzt. Damit ldsst sich eine zeitlich prizise und wieder-
holbare Aktivitit induzieren, allerdings entweder nur von einer einzelnen Zelle oder aber un-
spezifisch von allen neuronalen Strukturen in Umgebung der Elektrode. Neuerdings ermdgli-
chen optogenetische Verfahren eine hohe zeitliche, 6rtliche und vor allem genetische Spezifi-
tit der Stimulation (Scanziani und Hausser 2009). Die Kombination optogenetischer Metho-
den mit der Patch-clamp-Technik ermdglicht die kontrollierte Stimulation einer spezifischen
ChR2-transduzierten neuronalen Population und die Messung der Einginge von dieser gesam-

ten Population auf eine definierte postsynaptische, nicht transduzierte Zelle.

Dabei werden die lichtabhinigigen ChR2-Ionenkanile selektiv in einer spezifischen neurona-
len Population exprimiert. Bei Stimulation mit Licht, dessen Wellenlinge dem Absorptions-
maximum des Channelrhodopsins entspricht, wird der Transmembrankanal fir Kationen,
insbesondere Natrium-Ionen, permeabel und fiithrt so bei typischen intra- und extrazelluliren

Ionenkonzentrationen zur Depolarisation der Neurone. Bei ausreichender Expression der
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Kanile kann es zur tiberschwelligen Depolarisation kommen und somit das Feuern von AP

induziert werden (Boyden et al. 2005; Knépfel und Boyden 2012).

In einer Modifikation der Methode wird, durch Blockade spannungsaktivierter Natriumkanile
mittels Einwaschens von Tetrodotoxin (T'TX), die Generation von AP verhindert. Somit er-
folgt die Depolarisation von Kompartimenten ChR2-transduzierter Zellen ausschlieflich im
Bereich eines fein skalierbaren Laserstrahls, ohne aktiv fortgeleitet zu werden. Selektiv an sti-
mulierten Prisynapsen kommt es bei ausreichend groBer Depolarisation zur Ausschittung
von Neurotransmittern. Um eine durch repolarisierende Kaliumkanile bedingte Abschwa-
chung der lichtinduzierten prasynaptischen Depolarisation zu verringern, wird zusitzlich der
Kalium-Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-AP) in die Extrazellularlosung eingewaschen (Shu
et al. 2007; Petreanu et al. 2009).

Die resultierende synaptische Ubertragung 16st an der postsynaptischen Zelle einen PSC aus,
die mittels der Whole-cell-patch-clamp-Technik gemessen werden konnen. Lichtinduzierte synap-
tische Ubertragung von der prisynaptischen (ChR2-transduzierten) Zellpopulation auf die
abgeleitete Zelle findet nur dann statt, wenn sich im Bereich des Laserstrahls Synapsen von
Axonen ChR2-positiver Zellen auf den Dendriten der abgeleiteten Zelle befinden. Aufgrund
der Wirkung von TTX ist eine aktive Weiterleitung der Depolarisation entlang der Axone der
ChR2-transduzierten Zellen, oder die Moglichkeit polysynaptischer Finginge, ausgeschlossen.
Durch Skalierung des Laserstrahls auf eine kleine Fliche (50x50 um) und gitterférmiges,
schrittweises Abfahren der gesamten Umgebung der abgeleiteten Zelle mit jeweiliger kurzer
Stimulation (1 ms) lassen sich somit die spezifischen synaptischen Einginge am gesamten
Dendritenbaum der postsynaptischen Zelle aufzeichnen und kartieren. Diese ,,subzellulire
ChR2-assistierte  Schaltkreis-Kartierung®™  (engl.  subcellular ~ ChR2-assisted — circuit — mapping,
sCRACM) genannte Methode, mit der die Lokalisationen der synaptischen Einginge am
Dendritenbaum der abgeleiteten Zelle identifizierbar sind, wurde im Jahr 2009 von Petreanu

et al. veroffentlicht.

2.2.2  Versuchsaufbau und -protokoll

Fir die Experimente wurde jeweils ein einzelner Hirnschnitt in die Ableitkammer auf dem
Objekttisch eines aufrechten Durchlichtmikroskops (Zeiss Axio Examiner, Zeiss AG, Ober-
kochen, Deutschland) iiberfihrt. Dort wurde er durch einen mit Nylonfiden bespannten Pla-
tinring fixiert und bei 32°C kontinuierlich mit Carbogen-gesittigter ACSF umspiilt. Uber den
regulierbaren Zu- und Ablauf (1-3ml/min) konnten Pharmaka (T'TX und 4-AP) kontrolliert

eingewaschen werden.
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Zum Auffinden der zu untersuchenden Neurone wurden die ChR2-transduzierten, mCherry-
exprimierenden VIP- und PV-exprimierenden Zellen, bzw. die GFP-exprimierenden MC mit
einer Quecksilber-Bogenlampe zum Fluoreszieren angeregt. Nur fluoreszierende Zellen in

LII/III oder LV wurden fur die elektrophysiologischen Ableitungen gewihlt.

Eine Patchpipette aus Borosilikatglas wurde mit Pipettenlésung (kalium- oder casiumbasiert,
siche Tab. Al) befillt, der kurz zuvor Biocytin (0,3-0,5%) fiir eine spitere morphologische
Rekonstruktion hinzugefiigt worden war. Die Patchpipette wurde in einen Elektrodenhalter
eingespannt und mit Hilfe eines Mikromanipulators prizise an die ausgewihlte fluoreszierende
Zelle herangefithrt und auf die Zellmembran aufgesetzt. Durch einen leichten Unterdruck
wurde die Cell-attached-Konfiguration mit einem stabilen Kontakt bei Werten fir die Verbin-
dungsdichte von 2-6 G hergestellt. Mittels eines kurzen Saugimpulses wurde daraufthin der
Membranpatch unter der Pipette durchbrochen und so die Whole-ce/l-Konfiguration erreicht, in
der die elektrophysiologischen Messungen durchgefithrt wurden. Die Ableitungen wurden mit
einem diskontinuietlichen Patch-clamp-Verstitker (NPI SEC-05X, NPI Electronic GmbH,
Tamm, Deutschland) durchgefithrt und mit dem Datenerfassungs- und Analyseprogramm
CED Signal 5.09 (Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, England) aufgezeichnet.
In Whole-cel-Konfiguration wurde eine Kapazititskompensation durchgefithrt. Ausschliellich
Zellen mit einem Zugangswiderstand <25 M€ wurden in der Auswertung berticksichtigt. Die
Messungen wurden nicht auf das Diffusionspotential (engl. /iguid junction potential) korrigiert,

das rechnerisch circa +17 mV betrigt.

Abhingig vom Experiment kamen zwei verschiedene Pipettenldsungen zum Einsatz. Die
ChR2-transduzierten VIP- und PV-exprimierenden Zellen, sowie sieben MC, wurden mit ei-
ner kaliumbasierten Losung abgeleitet, welche der Intrazellularlésung weitgehend dhnelt und
eine eingehende elektrophysiologische Charakterisierung ermdglicht. Pazch-clamp-Ableitungen
von MC im Rahmen optogenetischer Versuchsteile wurden hingegen stets mit cdsiumbasierter
Pipettenlosung durchgefiihrt. Cisium-Ionen blockieren Kalium-Kanile, dies verhindert eine
normale elektrophysiologische Charakterisierung der abgeleiteten Neurone, ermdglicht aber
das somatische Ableiten von Potentialinderungen auch der distalen Dendriten (Adelman und
Senft 1966). Denn eine wichtige Limitation der Pafch-clamp-Technik ist der sogenannte space-
clamp-Fehler. Dieser besagt zum einen, dass ein Haltepotential, auf das ein Neuron am Soma
experimentell geklemmt ist, in zunehmender Distanz schwicher wirken kann. Zum anderen
werden distale Potentialinderungen bei ihrer elektrotonischen dendritischen Weiterleitung
zum Soma abgeschwicht, sodass sie dort gegebenenfalls nicht messbar sind (Bar-Yehuda und
Korngreen 2008; Williams und Mitchell 2008). Die Blockade von Kaliumkanilen durch Cisi-

um bewirkt einen erhohten Membranwiderstand und somit eine reduzierte Abschwichung der
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synaptischen Finginge bei ihrer Fortleitung am Dendritenbaum (Stuart und Spruston 1998).
In Vorversuchen wurde mittels Photolyse von caged-GABA experimentell ermittelt, dass nur
unter dieser Bedingung distale dendritische Einginge per Patch-clamp-Ableitung am Soma der

MC messbar sind (Walker 20106).

Zur EBrfassung der elektrophysiologischen Charakteristika der abgeleiteten Zellen unter Ver-
wendung der kaliumbasierten Pipettenlésung, wurden unmittelbar nach Erreichen der Whole-
cel-Kontiguration Current-clamp-Messungen durchgefithrt. Zur Bestimmung passiver Eigen-
schaften, wie des Ruhemembranpotentials, Eingangswiderstands und der Membranzeitkon-
stante, wurden zehnmal Stromimpulse von -10 pA und -50 pA fiir je eine Sekunde appliziert.
Um aktive Eigenschaften des Neurons zu ermitteln, wie die Strom-Spannungs-Beziehung,
Feuerschwelle, Aktionspotentialform und das Feuermuster, wurden positive Strominjektionen

in aufsteigender Reihe (10 pA bis min. 100 pA oberhalb der Feuerschwelle) durchgefthrt.

2.2.2.1 Lichtinduzierte Depolarisation von ChR2-transduzierten VIP- und

PV-exprimierenden Zellen

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung synaptischer Einginge von VIP- oder PV-
exprimierenden Zellen an dendritischen Kompartimenten von MC mittels optogenetischer
Stimulation der prisynaptischen Zellpopulationen und elektrophysiologischer Messung der
Einginge an postsynaptischen MC. Fur die optische Stimulation der ChR2-transduzierten
Zellen wurde ein Diodenlaser (DI-473, Rapp OptoElectronic, Hamburg, Deutschland) mit
einer Wellenlinge von 473 nm verwendet. Der Durchmesser des Laserstrahls betrug ca.
95 um, fir Kartierungs-Versuchsteile wurde er mittels einer quadratischen Blende auf
50x50 um eingestellt. Stimuli hatten eine Linge von 1 ms und wurden fiir jede Laserenergie-
Stufe bzw. in Kartierungs-Experimenten fir jedes Feld je dreimal wiederholt. Bei Ableitung
der prisynaptischen Zellen wurde die Laserenergie von unter 0,002 bis 1,86 uJ gesteigert. Die
Ableitbedingungen blieben nicht bei allen Zellen tber die gesamte Dauer des elektrophysiolo-
gischen Experimentes stabil, sodass den Auswertungen der Messungen bei hoheren Stimu-
lusenergien sowie der Kartierung der Einginge teilweise geringere Versuchszahlen zugrunde

lagen als fur die initialen Messungen.

Um zu untersuchen, ob die ChR2-transduzierten VIP- und PV-exprimierenden Zellen durch
Lichtstimulation depolarisieren, welche Laserenergien dafiir notwendig sind und ob diese De-
polarisierung des Membranpotentials ausreicht, um AP auszul6sen, wurden diese Interneuro-
ne mit kaliumbasierter Pipettenlosung abgeleitet. Mittels kurzer Lichtimpulse (1 ms) des auf
das Soma der abgeleiteten Zelle zentrierten Laserstrahls, wurden die ChR2 in der Zellmem-

bran aktiviert. Die dadurch induzierte Depolarisation des Membranpotentials wurde im Cur-
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rent-clamp-Modus aufgezeichnet. Die Laserenergie wurde ausgehend von unter 0,002 pJ in
mehreren Schritten erhoht, bis die lichtinduzierte Depolarisation ausreichte, um das Feuern
eines Aktionspotentials auszulésen. Nach Erreichen dieser individuellen Feuerschwelle wurde

die Laserintensitat nochmals um das drei- und neunfache erhoht.

2.2.2.2 Projektionen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf Martinotti-Zellen

Um zu untersuchen, ob synaptische Einginge der ChR2-transduzierten VIP- und PV-
exprimierenden Zellen auf MC bestehen und welche Eigenschaften diese IPSC aufweisen,
wurden MC in Whole-ce/-Konfiguration abgeleitet. Mittels eines Haltepotentials der MC von
+10 mV wurde zum einen der elektrochemische Gradient fir den Einstrom von Chlorid-
Ionen, deren Umkehrpotential rechnerisch bei ca. -84,2 mV liegt, maximiert. Zum anderen
wurde die Triebkraft fir etwaige storende exzitatorische Einginge, die ein Umkehrpotential
von ca. 0 mV haben, minimiert. Daftir wurde stets eine cdsiumbasierte Pipettenlésung einge-

setzt, um auch distale dendritische Eingange am Soma detektieren zu koénnen.

Durch Laserstimulation wurden die die ChR2-transduzierten prasynaptischen Zellen im Um-
feld des abgeleiteten MC-Somas depolarisiert. Nach initialer Kontrollmessung ohne Stimulati-
on, wurde in einer Messreihe mit steigender Laserenergie stimuliert (1 ms, drei Wiederholun-
gen je Stufe). Nach erstmaliger Beobachtung eines lichtinduzierten IPSC, wurden weitere
Messungen bei einer, vom individuellen IPSC-Schwellenwert ausgehend, nochmals ca. drei-

und neunfach erhohten Laserenergie durchgefthrt.

AnschlieBend wurde das rdumliche Muster, mit dem VIP- und PV-exprimierende Zellen auf
MC projizieren, untersucht. Lichtinduzierte Depolarisationen mittels ChR2 werden an allen im
Bereich des Laserstrahls liegenden Kompartimenten ChR2-transduzierten Zellen ausgel6st, an
den Somata ebenso wie an Axonkollateralen und Prisynapsen. Uberschwellige Depolarisatio-
nen werden durch AP aktiv weitergeleitet. An Synapsen, die im weiteren Verlauf des Axons
liegen, kann der Stimulus als IPSC auf postsynaptische MC tbertragen werden, auch fernab
des Stimulationsortes. Die Amplitude der in MC gemessenen lichtinduzierten IPSC ist abhin-
gig von der Dichte ChR2-positiver Axone, dem Anteil der Axone, die Synapsen auf die abge-
leitete MC haben, der Stirke dieser Synapsen und deren elektrotonischer Entfernung vom

MC-Soma (Williams und Mitchell 2008).

Zur Kartierung der axonalen Projektionen wurde der Laserstrahl auf eine quadratische Stimu-
lationsflache von 50x50 um skaliert. Mit Hilfe der Software Morgentau M1 (Morgentau Solu-
tion, Munchen, Deutschland) wurde am Computer auf dem mikroskopischen Videobild des

Schnittes ein zweidimensionales Koordinatengitter mit 7x7 Feldern von jeweils 50x50 um
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GroBe erstellt, parallel zur Pia-Oberfliche und mit der abgeleiteten Zelle im zentralen Feld
lokalisiert. Dieses Koordinatengitter diente als Vorgabe fiir die gezielte Photostimulation dis-
tinkter Felder. Jedes dieser Felder wurde einzeln stimuliert, mit je drei Wiederholungen und
zehn Sekunden Interstimulus-Pause, und induzierte IPSC an der MC gemessen. Da eine Kor-
relation der Amplitude der gemessenen IPSC mit der Stirke der Projektionen der im stimulier-
ten Feld verlaufenden ChR2-transduzierten Axone auf die abgeleitete MC anzunehmen ist,
konnte anhand dieser Daten eine Karte erstellt werden, die den vermuteten Verlauf der Axone

(der ChR2-transduzierten VIP- bzw. PV-Zellen), die auf die MC projizieren, abbildet.

Nachdem so der Verlauf der Axone untersucht wurde, lag der Fokus dieser Arbeit auf der
Kartierung der synaptischen Einginge an den verschiedenen dendritischen Kompartimenten
der MC mittels der sSCRACM-Methode. Dafiir war die Blockade von AP erforderlich, um so-
mit ausschlieBlich bei direkter Stimulation von Prisynapsen der transduzierten Neurone die
Ausschittung synaptischer Botenstoffe auszulosen. Zu diesem Zweck wurden tber einen
Zeitraum von mindestens zehn Minuten 100 uM 4-AP und 0,5 uM TTX in das den Schnitt
umsptilende ACSF eingewaschen. Wihrend des Einwaschens wurde alle 30 s mit einem Laser-

stimulus die Wirkung der Pharmaka kontrolliert.
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Abb. 2: Einfluss der Laserenergie auf die Auflésung von sCRACM-Karten

(A, B) Farbkodiertes Kartogramm der IPSC am Dendritenbaum einer MC (schwarz). Messung der
IPSC nach Stimulation mit Laserenergien von 0,29 uJ (A) und 3,24 uJ (B). Aufgrund passiver, elektro-
tonischer Fortleitung in Axonen der prasynaptischen Zellen sinkt die Auflésung bei tibermiBiger Sti-
mulation. Bei Giberh6hter Laserenergie werden IPSC in zusitzlichen Feldern gemessen, darunter Fel-
der, in denen kein Dendrit der MC verlauft. In B wurden, bei 11,2x stirkerer Stimulation als in A, in
einzelnen Feldern mit Gber 40 um Distanz vom nichsten dendritischen Ast falsch-positive Einginge
registriert.

Da das Expressionslevel der ChR2 und somit die benétigten Laserenergie zwischen den Experimenten
schwankte, musste diese fiir sSCRACM jeweils neu kalibriert werden. Dazu wurde am MC-Soma die
IPSC-Schwelle detektiert und der Laser auf eine mittlere Intensitit eingestellt. Seitlich des Somas wur-
den am potenziellen Dendritenbaum der MC entlang bis zu einer Distanz von maximal 250 um Laser-
stimuli abgegeben und der Laser auf eine Intensitit eingestellt, die austreichte, um in einzelnen, aber
nicht allen Gitterfeldern IPSC auszuldsen.
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Wegen schwankender Expressionslevel der ChR2 zwischen den Tieren, sowie zwischen ver-
schiedenen Schnitten, musste die Laserenergie fir SCRACM-Experimente jeweils neu kalib-
riert werden. Dafir wurde die Schwelle fiir lichtinduzierte IPSC durch Stimulation am Soma
der MC detektiert und der Laser auf eine mittlere Intensitit eingestellt. Am potenziellen MC-
Dendritenbaum lateral des Somas wurden in davon ausgehenden variierenden Intensititen
Laserstimuli abgegeben. Fir die sSCRACM-Kartierung wurde der Laser auf eine Energie einge-
stellt, die in dieser Kalibrierung ausreichte, um in einzelnen, aber nicht allen Gitterfeldern

lichtinduzierte IPSC auszul6sen (Abb. 2).

Mit der so ermittelten Laserenergie wurde anschlieBend eine Kartierung synaptischer Eingin-
ge am Dendritenbaum der abgeleiteten MC nach der Methode sCRACM durchgefihrt. Die
Einstellungen dafiir waren analog zu der vor dem Pharmaka-Einwaschen aufgenommenen
Karte, nur wurde hier ein grofleres Gitter mit 9x9 oder 11x11 Feldern vom Laser abgerastert,

um eine komplette Abdeckung des Dendritenbaums in der Karte sicherzustellen.

2.3  Analyse elektrophysiologischer Rohdaten

Die experimentell gewonnenen elektrophysiologischen Rohdaten wurden mit dem Programm
CED Signal 5.09 (Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, England) unter Nutzung

von Herrn Dr. Martin M6ck geschriebener Skripte ausgewertet.

Die passiven Zelleigenschaften Ruhemembranpotential [mV], Membranzeitkonstante [ms],
Eingangswiderstand [M€2] und Membrankapazitit [pF] wurden aus zehn gemittelten Messun-
gen bestimmt, bei denen jeweils fiir die Dauer einer Sekunde ein Strom von -10 pA injiziert
wurde. Das Ruhemembranpotential entspricht dem mittleren Membranpotential vor der
Strominjektion, die Membranzeitkonstante der Zeit von Beginn der Strominjektion bis zu
63% der maximalen Auslenkung des Membranpotentials. Aus der maximalen Potentialauslen-
kung wihrend der Strominjektion wurde mit Hilfe des Ohm’schen Gesetzes (R = U/I) der
Eingangswiderstand berechnet. Die Division der Membranzeitkonstante durch den Ein-

gangswiderstand ergab die Membrankapazitit (C = t/R).

Nach erfolgter elektrophysiologischer Charakterisierung der ChR2-transduzierten VIP- und
PV-exprimierenden Zellen wurden die in Current-clamp-Konfiguration gemessenen lichtindu-
zierten Depolarisationen dieser Zellen ausgewertet (Abb. 3). Die drei Wiederholungen pro
Stimulusenergie wurden gemittelt. Einzelne Messungen, in denen vor Stimulusbeginn eine
starke Kontamination durch spontane synaptische Einginge vorlag, wurden davon nach visu-
eller Kontrolle ausgenommen. Von der gemittelten Messung wurden automatisiert aus den

150 ms vor Stimulusbeginn (Pri-Stimulus-Intervall) Mittelwert und Standardabweichung be-
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rechnet. Der Mittelwert wurde als Nulllinie und die dreifache Standardabweichung als Detek-
tionsschwelle fiir diese Messung verwendet. Beide wurden manuell auf Plausibilitit tiberpriift
und gegebenenfalls anhand eines manuell gewihlten Zeitfensters neu berechnet. Bei weiterhin

unzureichendem Resultat wurden Nulllinie und Detektionsschwelle von Hand gesetzt.
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Abb. 3: Analyse elektrophysiologischer Rohdaten

Exemplarische elektrophysiologische Messkurve einer mittels Laserstimulation (1 ms, blauer Balken)
induzierten Depolarisation des Membranpotentials eines ChR2-transduzierten Interneurons.

(A) Setzen der Detektionsgrenzen. Drei wiederholte Messungen wurden nach manuellem Ausschluss
kontaminierter Messkurven gemittelt. Im Pri-Stimulus-Intervall (150 ms) wurden MW (Nulllinie) und
SD der Messkurve bestimmt. Die dreifache SD wurde als Detektionsschwelle fiir lichtinduzierte Depo-
larisationen im Analyseintervall gesetzt.

(B) Exemplarische Bestimmung quantitativer Parameter (VergroBerung der Messkurve aus A). Die
Differenz des Maximums der Depolarisation und der Nulllinie ergibt die Amplitude [mV]. Die Fliche
unter der Messkurve und oberhalb der Nulllinie entspricht dem Integral [mV*s]. Die Latenz [ms] be-
misst sich von Stimulusbeginn bis zum Uberschreiten der Detektionsschwelle. Von dott bis zum De-
polarisations-Maximum ist die Anstiegszeit [ms], vom Maximum bis zum Unterschreiten von 50% der
Amplitude die Abfallzeit [ms] definiert. Addition von Anstiegs- und Abfallzeit ergibt die Gesamtdauer
der Depolarisation [ms].

Postsynaptisch gemessene lichtinduzierte IPSC wurden analog dazu ausgewertet.
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Nur wenn innerhalb des Analyseintervalls nach dem Laserstimulus die Detektionsschwelle
Uberschritten wurde, wurde dies als lichtinduzierter Strom gewertet und folgende Parameter
bestimmt: Der grofite Messwert innerhalb des Analyseintervalls wurde als Maximum detek-
tiert. Aus der Differenz dieses Wertes und der Nulllinie berechnet sich die Amplitude [mV].
Die Latenz [ms] bemisst sich aus der Zeit zwischen Stimulusbeginn und dem Zeitpunkt, zu
dem die Messkurve danach die Detektionsschwelle erstmals tiberschreitet, dem Depolarisati-
onsbeginn. Vom Depolarisationsbeginn bis zum Maximum berechnet sich die Anstiegs- und
von dort bis zum Zeitpunkt, an dem die Messkurve 50% der Amplitude wieder unterschreitet,
die Abfallzeit [ms]. Beides addiert ergibt die Gesamtdauer [ms] der Depolarisation. Fir die
Anstiegsphase der Depolarisation wurde die durchschnittliche und die maximale Steigung
[mV/ms] berechnet. Die von Messkutve und Nulllinie eingeschlossene Fliche, von Beginn bis

Ende der lichtinduzierten Depolarisation, ergibt das Integral [mV*s].

Durch die von Messung zu Messung gesteigerte Laserenergie wurden die Zellen zunehmend
stirker depolarisiert. Alle Depolarisationen wurden wie oben ausgewertet. Nur beim Auftreten
eines AP wurden die oben beschriebenen Parameter nicht bestimmt, da es sich hietbei um
einen aktiven Prozess der Zelle handelt, der die durch ChR2 bewirkte Depolarisation tiberla-
gert. Stattdessen wurde ausschlieBlich die Zeit vom Stimulusbeginn bis zur AP-Spitze [ms]

bestimmt und die Amplitude nicht-numerisch als ,,AP* gewertet.

Fir die an MC in VVoltage-clamp-Konfiguration gemessenen lichtinduzierten inhibitorischen
postsynaptischen Stréme wurden in der Auswertung die gleichen Parameter erhoben. Ledig-
lich die Einheiten sind dabei von denen der prasynaptischen Messungen verschieden, da dort
das Membranpotential [V], hier hingegen Stréme [A] aufgezeichnet wurden. Aufgrund der
inhibitorischen Natur der Einginge wurden an MC keine AP ausgel6st, sodass Messungen

aller Stimulationsstirken auf die gleichen Parameter hin ausgewertet werden konnten.

Im Folgenden wurde diese (fur jedes Experiment individuelle) minimale Stimulusenergie (min.
St.), bei der erstmals IPSC induziert wurden, als Referenzwert fiir das jeweilige Experiment
gesetzt. Alle Messungen der jeweils davon ausgehend nochmals etwa drei- bzw. neunfach er-
héhten Stimulusenergie wurden gruppiert und fortan als mittlere (mtl. St.) bzw. maximale Sti-

mulusenergie (max. St.) bezeichnet.

Fir die Kartierungs-Experimente der Einginge am Dendritenbaum wurden die Messdaten fir
jedes Gitterfeld, das per Laser gezielt stimuliert wurde, separat analysiert. Die Stimulusenergie
war stets fur alle Felder eines Kartogramms identisch. Als Bedingung fiir die Detektion eines
IPSC wurde im Voraus festgelegt, dass in mindestens zwei der drei Messungen pro Feld in-

nerhalb von 20 ms nach Stimulusbeginn die Detektionsschwelle Gberschritten werden muss.
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Die Latenzen des IPSC-Beginnes durften zwischen den drei Wiederholungen nicht mehr als
5 ms untereinander variieren. So wurde zwischen lichtinduzierten IPSC und spontanen synap-
tischen Ubertragungen unterschieden. Bei Nichterfillung dieser Bedingungen wurde auf ,,kein
Eingang* in diesem Feld entschieden. Die lichtinduzierten IPSC der wiederholten Messungen
fir jedes Feld wurden zunichst einzeln ausgewertet und anschlieend gemittelt. Es wurden -
wie bereits beschtieben - Latenz [ms], Steigung [pA/ms], Amplitude [pA] und Integral [pA*s]
der IPSC bestimmt.

Einzelne Messungen watren durch spontane synaptische Ubertragungen kontaminiert. Dies
hitte zur Verzerrung der Messwerte fihren konnen oder in einigen Fillen eine Auswertung
nach den zuvor genannten Kriterien unméglich gemacht. Um fiir jedes einzelne Feld der Kar-
tierung moglichst exakte Werte zu erhalten, wurden derartig iiberlagerte Messungen vor der
Auswertung halbmanuell korrigiert. Kontaminationen, die vor dem induzierten IPSC begin-
nen, verhindern eine korrekte Detektion des Beginns eines induzierten IPSCs. Dadurch verfal-
schen sie die Berechnung von Latenz, Steigung und Integral, selbst bei manuell korrigierter
Nulllinie und Detektionsschwelle. Um diesen Fehler zu korrigieren, wurde eine exponentielle
Regression ersten Grades fur den absteigenden Anteil der Kontamination berechnet, indem
manuell der Beginn und das geschitzte Ende der Kontamination, die Stelle der Uberschnei-
dung mit dem induzierten IPSC, sowie ein Bereich der Kontamination als Grundlage zur Be-
rechnung markiert wurden. Durch diese Regression konnte der weitere theoretische isolierte
Verlauf der Kontamination ab der Uberschneidung mit dem IPSC geschitzt werden. An-
schlieend wurde die Fliche unter der Kontamination bzw. unter der Regressionskurve be-
rechnet und von der gesamten Messung subtrahiert. Diese Korrektur erméglichte daraufthin

eine korrektere Bestimmung der vorher verfilschten Parameter Latenz, Steigung und Integral.

Mit Kontaminationen, die nach dem Beginn des induzierten IPSC lagen, wurde analog dazu
verfahren. Hier wurde die Regression fiir den absteigenden Anteil des IPSCs berechnet. Dazu
wurden manuell der Beginn der Kontamination und die vermutete Schnittstelle des induzier-
ten IPSC mit der Nulllinie markiert, sowie ein Bereich des induzierten IPSCs zur Berechnung
der exponentiellen Regression gewihlt. Ab Beginn der Kontamination bis zur Kreuzung der
Regressionskurve mit der Nulllinie wurde die Messkurve durch die Regression ersetzt.
Dadurch konnte die Auswertung des Integrals, und in einzelnen Fillen der Amplitude und der
Steigung, korrigiert werden. Wenn die exponentielle Regression die zu vermutende Form der
Kontamination bzw. des induzierten IPSC nicht gut abbildete, wurde sie verworfen und statt-
dessen der Kurvenverlauf linear von der Uberschneidung bis zur vermuteten Schnittstelle mit

der Nulllinie modelliert.
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Messungen, in denen Kontaminationen kurz vor dem induzierten IPSC begannen und sich bei
der Uberschneidung noch in ihrer aufsteigenden Flanke befanden, oder Kontaminationen die
im aufsteigenden Teil des induzierten IPSCs begannen, konnten nicht durch Berechnung von

Regressionen korrigiert werden und wurden aus der weiteren Auswertung ausgeschlossen.

2.4  Statistische Auswertung und grafische Aufbereitung der Daten

Die mithilfe des Programms CED Signal aus den experimentellen Rohdaten gewonnenen Da-
tensitze wurden mit der Tabellenkalkulations-Software Microsoft Excel 2010 (Version 14.0,
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) verwaltet und ausgewertet. Nach der kortikalen
Schicht und der prisynaptischen Interneuronenklasse wurden die Daten in vier Gruppen se-
patiert: (1) VIP-Zellen = LII/III MC und (2) PV-Zellen = LII/III MC sowie (3) VIP-
Zellen 2 LV MC und (4) PV-Zellen 2 LV MC.

Zum statistischen Vergleich wurden diese Gruppen im Datenanalyse-Programm SigmaPlot
(Version 13.0, Systat Software, San Jose, CA, USA) mittels Shapiro-Wilk-Test und Brown-
Forsythe-Test auf die fir einen t-Test erforderlichen Bedingungen einer Normalverteilung
und Gleichheit der Varianz untersucht. Da eine Normalverteilung der Stichproben in diesen
Tests meist nicht gegeben war, wurden alle Daten mit dem Wilcoxon-Rangsummentest, der
keine Normalverteilung der Daten voraussetzt, getestet. Die statistischen Ergebnisse werden
als p-Werte angegeben, das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Alle Ergebnisse in
dieser Arbeit sind als Mittelwert * Standardabweichung (MW * SD) angegeben, falls nicht

anders vermerkt.

Eine grafische Darstellung der Ergebnisse als Boxplot-Diagramme wurde mit der Software
Origin (Version 8.5, Microcal Software, Northhampton, MA, USA) erstellt. Die Enden der
Box entsprechen den 25%- und 75%-Quartilen, die Antennen den 10%- und 90%-Quartilen.
Die horizontale Linie innerhalb der Box kennzeichnet den Median und das Kreuz den Mittel-
wert. Fur einzelne Gruppen mit Versuchszahlen von n = 3 wurden stattdessen die einzelnen
Datenpunkte als Kreise dargestellt. Mit dem Grafikprogramm Adobe Illustrator (Version CS6,
Adobe, San Jose, CA, USA) wurden die Diagramme fiir eine einheitliche und bersichtliche
Darstellung iiberarbeitet. Signifikante Unterschiede wurden darin mit einem Stern (¥), nicht

signifikante Unterschiede mit der Abkiirzung n.s. markiert.

Kartierte Eingidnge an MC wurden fir eine grafische Darstellung als Kartogramme aufgearbei-
tet. Die - wie oben beschrieben - ausgewerteten Datensitze der einzelnen Versuche wurden in
Origin importiert und in einem Koordinaten-Gitter ihrem Stimulationsort zugeordnet (Abb.

4A). Fur eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der einzelnen Experimente untereinander wur-
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den alle an einer MC gemessenen Amplituden auf die jeweils gro3te Amplitude normalisiert,
sodass Werte zwischen 0 (kein IPSC) und 1 (maximales IPSC) resultierten. Diese Werte wur-
den als farbkodierte Pixel in Kartogramme eingetragen. Uber die Farbskala wurde die relative
Amplitude visualisiert, sodass die Skalierung von grau (0) fur keinen gemessenen Eingang tiber
blau fiir den kleinsten gemessenen Fingang bis dunkelrot (1) fiir die maximal gemessene
IPSC-Amplitude reicht. So wurde fiir jede MC ein Kartogramm der an ihr gemessenen licht-
induzierten IPSC erstellt (Abb. 4B).
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Abb. 4: Aufbereitung von kartierten IPSC zu farbkodierten Diagrammen

(A) In Umgebung eines abgeleiteten MC-Somas (zentrale, schwarze Raute) aufgezeichnete IPSC, indu-
ziert durch Laserstimulation (1 ms, beispielhaft blaues Dreieck oben links), in Gitterfeldern
(50x50 pm). In Feldern mit synaptischen Fingingen von stimulierten ChR2-transduzierten VIP- bzw.
PV-exprimierenden Zellen auf MC wurden lichtinduzierte IPSC gemessen (rote Messkurven) und u.a.
beztglich ihrer Amplituden ausgewertet. In anderen Feldern wurden keine IPSC registriert (schwarze
Messkurven).

(B) Farbkodierte Darstellung der Amplituden der IPSC aus A. Positionen der Felder und des MC-
Somas entsprechen denen in A. Felder ohne IPSC sind grau (Amplitude = 0), das Feld mit der gré3ten
IPSC-Amplitude (als 1 gesetzt) dunkelrot. Kleinere Amplituden wurden relativ zur gro3ten Amplitude
auf Werte zwischen 0 und 1 normalisiert und sind in den jeweiligen Feldern farbkodiert (von blau fiir
minimale, Gber gelb fir mittlere, bis dunkelrot fir maximale Amplituden) dargestellt.

AbschlieBend wurden die Einzelkartogramme mit somatodendritischen Rekonstruktionen
(siche Abschnitt 2.5) der zugehdrigen MC iberlagert. Dafiir wurden sie zusammen mit den
intraexperimentellen und postexperimentellen mikroskopischen Aufnahmen in Adobe Illustra-
tor importiert. Anhand der Artefakte durch die intraexperimentell den Hirnschnitt fixierenden
Nylon-Fiden, der Pia-Kontur und der Position von mCherry- und GFP-fluoreszierenden So-
mata, wurden diese Aufnahmen miteinander und mit den Martinotti-Zell-Rekonstruktionen
aligniert. Schrumpfungsartefakte wurden durch Streckung entlang der X- und Y-Achsen korti-

giert. AbschlieBend wurden die Kartogramme auf das Soma der abgeleiteten MC und das in
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der intraexperimentellen Aufnahme eingezeichnete Laserstimulations-Gitterfeld ausgerichtet
und die mikroskopischen Aufnahmen zur Ubersichtlichkeit fiir die Abbildungen ausgeblendet.
So wurde eine korrekte Uberlagerung der Rekonstruktionen mit den Kartogrammen sicherge-

stellt.

Von allen Kartogrammen einer Gruppe, also der jeweiligen Schicht und prisynaptischen In-
terneuronenklasse, wurde zudem ein Durchschnittskartogramm erstellt. Dafiir wurden sie auf
die Somata der MC aligniert und fur jedes Gitterfeld das arithmetische Mittel der zuvor not-
malisierten Amplituden berechnet. Die resultierenden Werte reichten von 0 bis maximal 1 und
wurden wie zuvor farbkodiert dargestellt, wobei der maximale Wert von 1 nur erreicht wurde,

wenn in allen Finzelkartogrammen der maximale induzierte IPSC im gleichen Feld lokalisiert
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Abb. 5: Vergleich von Weichzeichnung und linearer Interpolation der Kartogramme

(A) Farbkodiertes Kartogramm von IPSC an Dendritenbdumen von MC. Fir eine zusitzliche, konti-
nuierliche Darstellung kénnen Kartogramme mittels Weichzeichnung oder Interpolation bearbeitet
werden (B-D).

(B) Glittung des Kartogramms mittels Gaul3scher Weichzeichnung.

(C) Alternative Bearbeitung des Kartogramms mittels linearer Interpolation. Fir diese Berechnung
wird ein linearer Zusammenhang der Messdaten angenommen, um die Auflésung zu erhdhen. Diese
Annahme ist fir die vorliegenden Messdaten nicht gegeben.

(D) Kombination von GauBlscher Weichzeichnung und linearer Interpolation fithrt zu starkem Detail-
verlust.

Die GauBlsche Weichzeichnung (B) ergibt ein gutes visuelles Ergebnis, ohne einen linearen Zusam-
menhang der Daten vorauszusetzen, sodass diese Bearbeitung im Folgenden bevorzugt wurde.

Im Mathematik- und Grafik-Programm Matlab (Version R2015b, The MathWorks, Natick,
MA, USA) wurden die Durchschnittskartogramme erginzend zu Darstellungszwecken per
Gaul3scher Weichzeichnung geglittet. Eine Bearbeitung der Kartogramme mittels linearer
Interpolation wurde ebenfalls vorgenommen. Fir diese Berechnung wird ein linearer Zusam-
menhang der Messdaten angenommen um die Auflésung zu erhéhen. Diese Annahme ist fur
die vorliegenden Messdaten nicht gegeben. Zudem ergab das Ergebnis der Interpolation kei-
nen entscheidenden visuellen Unterschied zur Weichzeichnung, sodass die weichgezeichneten

Kartogramme in den folgenden Abbildungen bevorzugt wurden (Abb. 5).
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2.5 Morphologie

Die MC wurden wihrend der elektrophysiologischen Ableitung mit Biocytin gefiillt und an-
schlieend gefirbt und rekonstruiert. Die Farbungen wurden von der technischen Assistentin
der AG Neuroanatomie Frau Patricia Sprysch durchgefiihrt. Die genauen Zusammensetzun-
gen der Puffer und Losungen sind im Anhang (6.1) aufgefiihrt. In allen elektrophysiologischen
Experimenten waren in der Pipettenlésung 2-5 mg/ml Biocytin (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) gel6st, um in der Whole-cell-patch-clamp-Konfiguration in das abgeleitete Neuron zu
diffundieren. Der neuronale Tracer Biocytin verteilt sich iiber Diffusion und aktiven Trans-
port im gesamten Neuron, inklusive dessen Axon und Dendriten (McDonald 1992; Kébbert
et al. 2000), wofiir stets mindestens 30 Minuten Zeit gelassen wurde. Es verindert nicht die
elektrophysiologischen Figenschaften der abgeleiteten Neurone (Horikawa und Armstrong
1988). Die Patchpipette wurde unter visueller Kontrolle vorsichtig von der abgeleiteten Zelle
entfernt und der Schnitt tiber Nacht mit 4% Paraformaldehyd und 15% Pikrinsiure fixiert.
Am nichsten Tag wurde das Paraformaldehyd durch mehrfache Spiillung mit Phosphat-Puffer

ausgespult.

Die Schnitte einer Woche wurden gesammelt und anschlieBend gefirbt. Sie wurden mit TRIS-
Puffer (TB; TRIS = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) und TRIS-gepufferter Saline (ITBS)
inkubiert und mit TBS mit 0,3% Triton X-100 (TBST) permeabilisiert. Unspezifische Bin-
dungsstellen wurden in bovinem Serumalbumin blockiert und die Schnitte mit den primiren
Antikérpern rabbit aRFP (engl. anti red fluorescent protein antibody; Rockland Immunochemicals
Inc., Limerick, PA, USA) mit Verdinnung 1:500 und goat aGFP (engl. anti green fluorescent protein
antibody, Abcam, Cambridge, GrofB3britannien) in Verdinnung 1:2000 fir 48-72 Stunden bei
4°C inkubiert. Nach Ausspilen erfolgte die Inkubation mit den sekundiren Antikrpern,
»Donkey anti goat AF 488 (1:500), ,,Donkey anti rabbit AF 546 (1:500) und ,,Streptavidin
AF 633 (1:300) (alle von Life Technologies, Catlsbad, CA, USA) fur vier Stunden und erneu-
tes Spilen. Zuletzt erfolgte eine Kernfirbung mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) fiir
finf Minuten mit anschlieBender Spiilung und Lagerung tber Nacht. Am nichsten Tag wur-
den die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und mit Aqua Poly Mount (Polysciences

GmbH, Eppelheim, Deutschland) eingedeckelt.

Aufnahmen der gefirbten Schnitte wurden am konfokalen Laserscanning Mikroskop (LSM
Leica SP2, Wetzlar, Deutschland) oder am ApoTome (Zeiss, Jena, Deutschland) erstellt. Mit-
hilfe der Software Neurolucida (MBF Bioscience, Williston, VT, USA) wurden die MC soma-

todendritisch und einzelne Zellen zusatzlich axonal rekonstruiert.
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Bei Fixierung von Gehirnschnitten kann es zur Schrumpfungen kommen (Staiger et al. 2004a).
Diese wurden fiir jeden Schnitt durch Abgleichen der mikroskopischen Aufnahmen vor und
nach dem Firbeprozess bestimmt und die Rekonstruktionen einzeln durch Streckung im Gra-

fikprogramm Adobe Illustrator (Version CS6, Adobe, San Jose, CA, USA) auf die Original-

grof3e korrigiert.
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3  Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Projektionsmuster GABAerger inhibitorischer Interneurone
(speziell VIP- und PV-exprimierender Zellen) auf den Dendtitenbaum von MC in LII/IIT und
LV im primiren somatosensorischen Kortex der Maus zu untersuchen und miteinander zu
vergleichen. Dafiir wurden elektrophysiologische Messungen von optisch stimulierten VIP-
und PV-exprimierenden Zellen und den inhibitorischen postsynaptischen Stromen ihrer Pro-

jektionen auf MC ausgewertet, analysiert und grafisch aufgearbeitet.

3.1 Identifizierung der Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden Messdaten aus Pazch-clamp-Messungen von MC, VIP- und
PV-exprimierenden Interneuronen ausgewertet. Mittels der transgenen GIN-Mauslinie und
den charakteristischen elektrophysiologischen und morphologischen Eigenschaften von MC
konnten die MC gegentiber anderen Neuronen abgegrenzt werden. Bei den verwendeten Ver-
suchstieren (VIPcre/GIN- und PVere/GIN-Miuse) war eine Subpopulation SST-
exprimierender inhibitorischer Interneurone mit dem Fluoreszenzprotein GFP markiert, wel-
ches bei Anregung mit blauem Licht der Wellenlinge 450-490 nm griin fluoresziert. Aus-
schliefSlich GIN-Zellen wurden zur elektrophysiologischen Ableitung ausgewihlt und bei er-
reichter Whole-cell-Konfiguration erneut auf ihre spezifische Fluoreszenz iiberprift. Dabei lie3
sich durch das Vermischen des Zytoplasmas mit der Pipettenlésung eine Fluoreszenz in der
Pipettenspitze erkennen (Abb. 6C9). Fir eine eindeutige morphologische Charakterisierung
wurden die Zellen wihrend der Ableitungen mit Biocytin gefillt. Nach anschlieBender Fir-
bung wurde die Morphologie aller abgeleiteten GFP-positiver Zellen unter dem Mikroskop
beurteilt. Insgesamt wurden 54 MC untersucht (n = 54) und bei allen konnten die charakteris-
tischen morphologischen Merkmale von MC nachgewiesen werden. Alle abgeleiteten MC be-
sitzen zur LI aufsteigende und sich dort breit verzweigende Axonkollaterale sowie einen meist
ovalen Zellk6rper mit multipolar abgehenden Dendriten (Abb. 6A). Von 22 MC, an denen
sCRACM-Kartierungen der Einginge durchgefiihrt wurden, konnten 17 somatodendritisch
rekonstruiert werden (siche Abb. A2 und A3 im Anhang). Von einzelnen MC wurde exempla-

risch eine axonale Rekonstruktion durchgeftihrt.

Eine elektrophysiologische Charakterisierung der GFP-positiven Zellen erfolgte in der Current-
clamp-Konfiguration mittels injizierter Strompulse. Bei sieben MC wurde eine kaliumbasierte

Pipettenlésung verwendet, die eine vollstindige Charakterisierung erlaubt. Die abgeleiteten
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Neurone weisen leicht depolarisierte Ruhemembranpotentiale von -63,40 * 3,41 mV auf und
zeigen auf eine Injektion stark hyperpolarisierender Stréme eine deutliche Senke am Anfang
der Potentialantwort (Abb. 6B mittlere Spur). Die Zellen besitzen eine niedrige Feuerschwelle
von -37,85 £ 3,14 mV, bei der einzelne AP, gefolgt von einer schnellen und einer langsameren
Nachhyperpolarisation, ausgelost werden (Abb. 6B obere Spur). Stark depolarisierende Strome
l6sen das Feuern einer AP-Serie mit ausgeprigter Adaptation der Frequenz aus (Abb. 6B unte-

re Spur).
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Abb. 6: Identifizierung abgeleiteter GIN-Zellen als Martinotti-Zellen

(A) Fluoreszenzaufnahme eines 300 pm dicken thalamokortikalen Schnittes des Barrel-Kortex. Eine
abgeleitete MC der LII/III mit ihren Fortsdtzen wurde mit Biocytin gefiillt und gefirbt (Falschfarben-
darstellung in weil3). PV-exprimierende Zellen exprimieren an das Fluoreszenzprotein mCherry gekop-
pelte ChR2 (rot). R6mische Zahlen (I-VI) bezeichnen die kortikalen Schichten, wm (engl. white matter)
den Beginn der weilen Substanz. Charakteristisch fiir MC sind die zur LI aufsteigenden und sich dort
weit verbreitenden Axonkollateralen. Alle in dieser Arbeit untersuchten GIN-Zellen zeigen dieses ein-
deutige morphologische Merkmal.

(B) Zur elektrophysiologischen Charakterisierung der MC wurden einzelne Zellen mit kaliumbasierter
Pipettenlésung abgeleitet und in Whole-cell-current-clamp-Konfiguration untersucht. Durch Injektion von
Strompulsen (hier: -100 pA, +65 pA und +180 pA) wurden Spannungsantworten ausgelést und aufge-
zeichnet. Die Messkurven zeigen eine niedrige Feuerschwelle (65 pA; obere Spur), bei der ein AP, ge-
folgt von einer schnellen und einer langsameren Nachhyperpolarisation, ausgelést wird. Bei Injektion
hyperpolarisierender Stréme (-100 pA; mittlere Spur) zeigt sich eine deutliche Senke am Anfang der
Potentialantwort. Stark depolarisierende Strominjektionen (+180 pA; untere Spur) I6sen AP mit aus-
geprigter Frequenz-Adaptation aus. Diese Charakteristika sind typisch fir MC.

(C) Lichtmikroskopische Aufnahme einer in Whole-ce/-Konfiguration abgeleiteten MC mit ovalem So-
ma. Gestrichelte Linien zeigen die Umrisse der Patchpipette.

(C9 Lichtmikroskopische Aufnahme derselben MC wie in C unter GFP-Fluoreszenzanregung. Durch
den Patchvorgang haben sich das Zytoplasma und die Pipettenlésung vermischt, sodass in der Pipet-
tenspitze die GFP-Fluoreszenz des Zytoplasmas zu beobachten ist (weiller Pfeil). Es wurden aus-
schlieBlich GFP-exprimierende Zellen fiir das Patchen ausgewihlt und nach Erreichen der Whole-cell-
Konfiguration erneut auf ihre Fluoreszenz Giberpriift.

Anhand ihrer charakteristischen morphologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften wurden
alle GIN-Zellen sicher als MC identifiziert.
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Fir die Messung distaler dendritischer Eingdnge in den folgenden Versuchsteilen musste eine
ciasiumbasierte Pipettenlosung eingesetzt werden, welche durch Blockade von Kaliumkanilen
die elektrophysiologischen Eigenschaften der MC veridndert. Um den Einfluss der Casium-
Ionen auf diese Eigenschaften durch eine kurze Diffusionszeit zu minimieren, wurden sie
direkt nach Erreichen der Whole-ce/l-Konfiguration durchgefithrt. Das Ruhemembranpotential
betrigt bei den so untersuchten MC initial -64,69 = 2,26 mV und die charakteristische Senke
bei Applikation eines hyperpolarisierenden Stroms ist weiterhin zu beobachten. Unter zuneh-
mender Diffusion des Casiums wird das Ruhemembranpotential langsam positiver und die
AP-Dauer verlingert sich, wobei keine Auswirkung auf die Adaptation der AP-Frequenz zu
erkennen ist. Anhand des GIP-Signals der abgeleiteten Zellen in der GIN-Maus, der
typischen Morphologie mit in LI aufsteigenden Axonkollateralen und des adaptierenden Akti-
onspotentialmusters in der elektrophysiologischen Charakterisierung wurden die abgeleiteten
Zellen in dieser Arbeit eindeutig als MC identifiziert. Ableitungen von Zellen mit abweichen-

den Eigenschaften wurden in der Auswertung nicht bertcksichtigt.

Die Identifizierung der VIP- und PV-exprimierenden Zellen wurde durch deren selektives
Exprimieren des roten Fluoreszenzproteins mCherry sowie des lichtgesteuerten Ionenkanals
ChR2, nach Injektion eines Cre-abhingigen Virus (AAVG6.EF1.DIO.hChR2(H134R)-
mCherry) in den Barrel-Kortex der transgenen Versuchstiere (VIPcre/GIN- oder
PVcre/GIN-Miuse), erméglicht. Zur Validierung einer Transduktion der richtigen Zellen
durch das Virus wurden fiinf VIP- und acht PV-exprimierende Zellen abgeleitet, elektrophysi-
ologisch charakterisiert, mit Biocytin gefillt, gefirbt und ihre Morphologie unter dem Mikro-
skop beurteilt. Zudem wurde eine Kalibrierung der benétigten Laserenergie zur Depolarisati-
on der ChR2-transduzierten-Zellen durchgefihrt und der Nachweis einer optischen Induzier-

barkeit von AP erbracht (siche Abschnitt 3.2).

Fuar Patch-clamp-Ableitungen der VIP- und PV-exprimierenden Zellen wurden somit die bei
Anregung mit Licht der Wellenlinge 525-575 nm rot fluoreszierenden Zellen ausgewahlt. In
Whole-cell-Konfiguration wurde erneut die mCherry-Fluoreszenz bestitigt und deren Ausbrei-
tung in die Pipettenspitze beobachtet (Abb. 7B-B und D-Df). Alle elektrophysiologischen
Messungen an diesen Zellen erfolgten mit kaliumbasierter Pipettenlosung. In Current-clamp-
Konfiguration wurde eine Charakterisierung vorgenommen, um anhand der intrinsischen
elektrophysiologischen FEigenschaften der Neurone ihre Identitit als VIP- bzw. PV-

exprimierende Zellen zu bestitigen.
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Abb. 7: Identifizierung ChR2-transduzierter VIP- und PV-exprimierender Zellen

(A, C) Elektrophysiologische Charakterisierung VIP- und PV-exprimierender Zellen in Whole-cell-
current-clamp-Konfiguration. Ruhemembranpotential -68 bzw. -61 mV. Auf stark depolarisierende
Strominjektionen (Rheobase +110 bzw. +300 pA) reagieren VIP-exprimierende Zellen mit einem kon-
tinuierlich adaptierenden (oder irreguliren), PV-exprimierende Zellen mit einem typischen schnellen
Feuermuster.

(B, D) Lichtmikroskopische Aufnahmen der Somata von in Whole-cell-Konfiguration abgeleiteten VIP-
exprimierenden (B) und PV-exprimierenden Zellen (D). Gestrichelte Linien zeigen die Umrisse der
Patchpipette.

(BY, DY) Lichtmikroskopische Aufnahme unter Fluoreszenzanregung von mCherry derselben Zellen
wie in B und D. Durch den Patchvorgang sind das Zytoplasma und die Pipettenlésung vermischt, in
der Pipettenspitze ist die mCherry-Fluoreszenz des Zytoplasmas zu beobachten (weiller Pfeil).

Alle abgeleiteten mCherry-exprimierenden Zellen zeigen typische morphologische und elektrophysio-
logische Charakteristika von VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen und sprechen somit fiir eine ausrei-
chend spezifische Virus-Transduktion in den Cre-Mauslinien.

Alle abgeleiteten VIP- und PV-exprimierenden Zellen weisen die fiir ihre Interneuronenklasse
spezifischen Feuermuster und Morphologie auf. Die VIP-exprimierenden Zellen zeigen eine
doppelt gebiischelte oder bipolare Morphologie oder eine leichte Modifikation dieser Formen.
Zudem weisen sie meist vertikal absteigende Axone und ein kontinuierlich adaptierendes oder
irregulires Feuermuster auf (Abb. 7A). Die PV-exprimierenden Zellen hingegen haben eine
multipolare Erscheinung mit einem gro3en runden Zellkorper, eine hohe Rheobase und ein

anhaltend schnelles Feuermuster (Abb. 7C).
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3.2 Lichtinduzierte Depolarisation ChR2-transduzierter VIP- und PV-

exprimierender Zellen

Nach der erfolgreichen Identifikation der VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen wurde unter-
sucht, wie diese ChR2-transduzierten Neurone auf Stimulation der lichtgesteuerten Ionenka-
nile reagieren, um die erforderliche Laserenergie zu kalibrieren und den Nachweis zu erbrin-
gen, dass sich in ithnen durch optische Stimulation zuverlissig AP auslsen lassen. Dafiir wur-
den die abgeleiteten VIP- und PV-exprimierenden Zellen wiederholt mit Laserpulsen (1 ms)
steigender Energien (<0,002-1,86 pJ) stimuliert und die resultierenden Spannungsinderungen

im Current-clamp-Modus aufgezeichnet und analysiert (Abb. 8).
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Abb. 8: Quantifizierung der optisch evozierten Depolarisation ChR2-transduzierter VIP- und
PV-exprimierender Zellen

Durch eine kurze (1 ms) Laserstimulation der ChR2-transduzierten VIP- bzw. PV-exprimierenden
Zellen am Soma mit steigenden Energien (<0,002-1,86 pJ) wurden Spannungsinderungen ausgelSst
und in Current-clamp-Konfiguration aufgezeichnet. Die Amplitude der Spannungsinderungen ist gegen
die logarithmisch skalierte Laserenergie aufgetragen. Linien verbinden die Messwerte einer Zelle bei
verschiedenen Laserenergien, in grau fiir VIP- (n = 5) und in schwarz fiir PV-exprimierende Zellen
(n = 8). In allen Zellen kann eine ChR2-vermittelte Depolarisation ausgel6st werden, wobei steigende
Laserenergien mit groBeren Amplituden korrelieren. Die Amplituden unterscheiden sich deutlich zwi-
schen einzelnen Neuronen ohne Abhingigkeit vom Zelltyp (VIP- oder PV-exprimierende Zellen).
Ausreichend starke Laserstimulation 16st in allen Zellen AP aus. Die Energieschwellen der AP fir
ChR2-transduzierte VIP- und PV-exprimierende Zellen sind als Boxplot-Diagramme mit 25-75%
Quantilen angegeben. VIP- und PV-exprimierende Zellen bendétigen eine vergleichbare Energie (VIP:
Median: 0,064 pJ, 25% Quantile: 0,058 pJ, 75% Quantile: 0,523 uJ; PV: Median: 0,16 pJ, 25% Quantile:
0,042 pJ, 75% Quantile: 0,295 pJ) fur die Induktion eines AP.



3 Ergebnisse 36

In allen der finf VIP- und acht PV-exprimierenden Zellen, die untersucht wurden, kann
durch Laserstimulation eine Depolarisation des Membranpotentials ausgel6st werden. Hohere
Stimulusenergien bewirken gro3ere Spannungsianderungen. Bei einer ausreichend starken La-
serstimulation kénnen alle Zellen tiber die Feuerschwelle depolarisiert werden, sodass AP aus-
gelost werden. Dabei unterscheiden sich die Depolarisationsamplituden bei gleichen Laser-
energien von Zelle zu Zelle, sodass stets verschieden hohe Energien zum Auslosen von AP
notwendig sind. Diese Schwankungen weisen keine signifikante Abhéingigkeit vom Zelltyp auf
(p=0,724) und liegen bei VIP-Zellen im Median bei 0,064 uJ (25% Quantile: 0,058 uJ, 75%
Quantile: 0,523 uJ) und bei PV-Zellen bei 0,16 uJ (25% Quantile: 0,042 pJ, 75% Quantile:
0,295 wJ) (Abb. 8).

Die induzierten AP (siche Abb. A1 im Anhang) weisen fiir VIP-exprimierende Zellen (n = 5)
im Median eine Latenz von 3,79 ms (25% Quantile: 2,50 ms, 75% Quantile: 4,46 ms) und fir
PV-exprimierende Zellen (n =8) von 3,05 ms (25% Quantile: 2,71 ms, 75% Quantile:
3,33 ms) auf. Gemessen wurde die Zeit vom Stimulusbeginn bis zum Maximalwert der AP.
Diese Latenzen beziehen sich auf die Schwelle der Laserenergie, bei der erstmals ein Aktions-
potential induziert wurde. Bei weiterer Steigerung der Laserenergie verkiirzen sich die Laten-
zen fur VIP-exprimierende Zellen bei dreifacher Erhohung auf 1,94 ms (25% Quantile:
1,71 ms, 75% Quantile: 2,49 ms) und bei der neunfachen Laserenergie in Bezug zur Schwelle
auf 1,82 ms (hier n = 1). Fir PV-exprimierende Zellen reduziert sich die Latenz entsprechend
auf 1,96 ms (25% Quantile: 1,69 ms, 75% Quantile: 2,09 ms) bzw. auf 1,75 ms (25% Quantile:
1,28 ms, 75% Quantile: 1,94 ms). Die Latenzen der optisch evozierten AP unterscheiden sich
bei allen untersuchten Stimulusenergien nicht signifikant zwischen VIP- und PV-
exprimierenden Zellen. Zudem wird bei einer Stimulationsdauer von 1 ms bei beiden Inter-

neuronenklassen stets nur ein AP ausgelost.

3.3 Inhibitorische Projektionen von VIP- und PV- auf Martinotti-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich ChR2-transduzierte VIP- bzw. PV-exprimierende
Zellen zuverlassig durch Laserstimulation depolarisieren lassen, wurden deren Projektionen
auf MC in den Schichten II/III und V des Barrel-Kortex untersucht. Dafur wurden 47 MC
mit cisiumbasierter Pipettenlosung in Whole-ce/l-Konfiguration abgeleitet und deren Membran-

sttéme im oltage-clamp-Modus aufgezeichnet.
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Abb. 9: Optisch evozierte IPSC an MC in LII/III und LV

(A-D) Schema der Versuchskonstellation. MC in LII/III (A, B) und LV (C, D) (Schichten: graue Bal-
ken) wurden in Voltage-clamp-Kontiguration bei +10 mV gehalten. Nach Laserstimulation (473 nm,
1 ms) ChR2-transduzierter VIP- (A, C) bzw. PV-exprimierender Zellen (B, D) (rote Punkte) im Um-
kreis von 95 um (blaue gestrichelte Kreise) um die MC-Somata (griine Rauten) wurden IPSC an den
MC aufgezeichnet. Schemazeichnungen modifiziert nach Walker et al. 2016.

(A-D9) Beispielhafte IPSC-Messkurven zu den in A-D skizzierten Versuchen bei verschiedenen Laser-
energien (Werte rechts neben den Ableitungen). Blaue Dreiecke markieren den Zeitpunkt der Laser-
stimulation. Bei unterschwelliger Stimulation werden keine IPSC registriert (jeweils obere Messkurve).
Durch Steigerung der Laserenergie kénnen sowohl bei Stimulation von VIP- (Af, C°) als auch von PV-
Zellen (BY, D) in MC der LII/III (A%, BY) und LV (C*, D) lichtinduzierte IPSC ausgelSst werden (mitt-
lere Messkurven), deren Amplitude bei weiterer Steigerung der Laserenergie zunimmt (untere Mess-
kurven).

Da ausschlieflich die Einginge von inhibitorischen GABAergen Interneuronen gemessen
werden sollten, wurden die MC auf ein Haltepotential von +10 mV geklemmt und somit die
elektrochemische Triebkraft inhibitorischer Eingidnge maximiert und exzitatorischer Einginge
reduziert. Zur Stimulation der prisynaptischen VIP- und PV-exprimierenden Zellen wurde
der Laser auf das Umfeld der abgeleiteten MC fokussiert und, wie in den Kalibrierungs-
Experimenten zuvor, wiederholte Stimulationen der ChR2-transduzierten Zellen mit steigen-

den Laserenergien durchgefithrt (Schemata der Versuchskonstellation siehe Abb. 9A bis D).

Sowohl in LII/III als auch in LV koénnen, bei Stimulation von VIP- oder PV-exprimierenden
Zellen mit ausreichender Laserenergie, an MC lichtinduzierte IPSC gemessen werden (Abb.
9A° bis D). Ausgehend von dem (individuell verschiedenen) minimalen IPSC-induzierenden
Stimulus wurde die Laserenergie je nochmals ca. drei- und neunfach erhéht und die Messun-

gen in der Auswertung in diese drei Stimulus-Stufen gruppiert.

Insgesamt wurden 47 MC abgeleitet und auf ihre inhibitorischen synaptischen Einginge un-
tersucht. Sie wurden hinsichtlich ihrer Schicht und der stimulierten prasynaptischen Zellpopu-
lation in vier Gruppen eingeteilt: (1) VIP-Zellen = LII/III MC und (2) PV-Zellen = LII/III
MC sowie (3) VIP-Zellen = LV MC und (4) PV-Zellen 2 LV MC.
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Abb. 10: Quantifizierung der optisch evozierten IPSC an MC in LII/III und LV

Optisch evozierte IPSC wurden nach Laserstimulation ChR2-transduzierter VIP- bzw. PV-
exprimierender Zellen an MC in LII/III und LV abgeleitet und analysiert (vgl. Abb. 9). Box Plots
zeigen Median (Querlinie), Mittelwert (Kreuz), 25-75% Quantile (Box), 10-90% Perzentile (Antennen)
und Zellzahlen (Ziffer in der Box). PV-Einginge auf LV MC sind bei n <3 mit einzelnen
Datenpunkten (schwarze Kreise) dargestellt. Statistischer Vergleich bezliglich der prisynaptischen
Zellen und der Schichten mittels Whitney-Man-Rangsummentest (n.s. = nicht signifikant; * < 0,05);
nur getestet wenn n = 3.

(A) Balkendiagramm des relativen Anteils der MC in LII/IIT und LV, bei denen nach Stimulation der
prasynaptischen VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen lichtinduzierte IPSC gemessen wurden (MC mit
lichtinduzierten IPSC/ alle abgeleitete MC dieser Gruppe). Fast alle MC erhalten inhibitorische
Eingiinge von VIP- und von PV-exprimierenden Zellen.

(B) Minimale Laserenergien, bei denen erstmals lichtinduzierte IPSC detektiert wurden, variieren
zwischen den Experimenten sowohl bei Eingingen von VIP- (25-75%-Bereich: LII/IIL: 0,044-
0,174 pJ; LV: 0,058-0,276 uJ), als auch von PV-exprimierenden Zellen (25-75%-Bereich: LII/III:
0,022-0,077 wJ; LV: 0,014-48,04 uJ). Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der benétigten
Laserenergie zur optischen Induktion von IPSC zwischen VIP- und PV-Zellen.

(C) Amplituden der lichtinduzierten IPSC bei minimaler Stimulusenergie (min. St.) auf MC in LII/III
MW £ SD: VIP: 65,49 + 51,61 pA & PV: 8527 £ 53,81 pA) und LV (VIP: 29,48 £ 8,95 pA & PV:
23,38 £ 12,07 pA).

(C9) IPSC-Amplituden der maximal untersuchten, ausgehend vom minimalen IPSC-induzierenden
Stimulus neunfach erhéhten, Stimulusenergie (max. St.) auf MC in LII/III (VIP: 304,23 + 214,61 pA
& PV: 404,05+ 79,62 pA) und LV (VIP: 86,09 + 4398 pA & PV: 132,28 + 69,24 pA). Hoéhere
Laserenergie korreliert mit grof3eren Amplituden.
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In VIPcre/GIN-Miusen wurden 17 MC in LII/III und finf MC in LV abgeleitet, die alle
Einginge von VIP-exprimierenden Zellen erhalten (100%). In PVcre/GIN-Miusen wurden
16 MC in LII/III und neun MC in LV abgeleitet, alle 16 MC in LII/III (100%) und acht der
neun MC in LV (89%) erhalten Einginge von PV-Zellen (Abb. 10A).

Die Analyse der optisch evozierten IPSC ergibt, dass die benétigte Laserenergie fiir minimale
lichtinduzierte Einginge von den prisynaptischen Zellen auf MC zwischen den Experimenten
statk schwankt. Das gilt fur Einginge von VIP-exprimierenden (25-75%-Bereich: LII/III:
0,044-0,174 uJ; LV: 0,058-0,276 uJ), und von PV-exprimierenden Zellen (25-75%-Bereich:
LII/IIL: 0,022-0,077 uJ; LV: 0,014-48,04 uJ) (Abb. 10B). Dies ist vereinbar mit der Beobach-
tung, dass fur die Auslosung von AP in den ChR2-transduzierten Zellen bei variierender
ChR2-Expression stets verschiedene Stimulusenergien notig sind (siche Abschnitt 3.2). Es gibt
keine signifikante Korrelation der benétigten Stimulusenergien mit den prasynaptischen Zell-

populationen oder den kortikalen Schichten.

Hoéhere Stimulusenergien fuhren zu gréleren IPSC-Amplituden (Abb. 10C und C°). Bei mi-
nimaler IPSC-induzierender Energie betragen die Amplituden (MW £ SD) in LII/III
065,49 £ 51,61 pA fir Projektionen von VIP- bzw. 85,27 £ 53,81 pA von PV-exprimierenden
Zellen.

In LV sind die Werte mit 29,48 = 8,95 pA fir VIP- und 23,38 = 12,07 pA fiir PV-
Projektionen dhnlich, sodass bei minimaler IPSC-induzierender Energie keine signifikanten
Unterschiede zwischen den prisynaptischen Zellen oder den Schichten bestehen (Abb. 10C).
Bei neunfacher Stimulusenergie ist die Amplitude der IPSC von VIP-Zellen auf LII/IIT MC
mit 304,23 214,61 pA signifikant héher als auf LV MC mit 86,09 + 43,98 pA (p=0,037).
PV-Zellen induzieren dhnlich grofe IPSC-Amplituden in LII/TIT MC (404,05 £ 79,62 pA).
Fir die Gruppe der LV MC, die Projektionen von PV-Zellen erhielten (132,28 £ 69,24 pA),
wurden bei neunfacher Stimulusenergie keine statistischen Tests durchgefithrt (n = 2) (Abb.

10C).

3.3.1 Kinetik der optisch evozierten IPSC

Weiterhin wurden kinetische Parameter der lichtinduzierten IPSC analysiert, darunter deren

Latenz (Abb. 11), Anstiegszeit und Abfallzeit (Abb. 12).

Die Latenz wurde berechnet als Zeit vom Einsatz des Laserstimulus bis zum Uberschreiten
der Detektionsschwelle durch den induzierten IPSC. Bei hoheren Laserenergien verkiirzte sich

die Latenz im Mittel aller Zellen von 4,08 £ 0,97 ms bei niedriger (min. St), auf
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3,14 * 0,63 ms bei mittlerer (mtl. St.), bis zu 2,51 £ 0,41 ms bei hoher Stimulusenergie (max.

St.) (Abb. 11A bis C).
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Abb. 11: Latenzen der optisch evozierten IPSC an MC in LII/III und LV

(A-C) Latenz des IPSC-Beginns nach Laserstimulation VIP- und PV-exprimierender Zellen (vgl. Abb.
9 und 10) bei der (im jeweiligen Experiment) minimalen IPSC-induzierenden Stimulusenergie (A),
sowie bei der davon ausgehend jeweils etwa dreifachen (B) und neunfachen Energie (C). Mit
zunehmender Stimulusenergie verkiirzt sich die Latenz. Einginge von PV-exprimierenden Zellen auf
LII/IITI MC weisen bei mittlerer und hoher Stimulusenergie eine signifikant kiirzere Latenz auf als
Einginge von VIP-exprimierenden Zellen.

Im Vergleich der prasynaptischen Zellen zeigt sich ein signifikant schnellerer Eingang von
PV- gegeniiber VIP-exprimierenden Zellen auf LIT/IIT MC bei mittlerer (VIP: 3,30 + 0,51 ms;
PV: 2,76 £ 0,57 ms; p=0,038) und bei hoher Stimulusenergie (VIP: 2,55 * 0,24 ms; PV:
2,22 £ 0,29 ms; p=0,013). Bei minimaler Stimulusenergie tritt kein signifikanter Unterschied

auf (VIP: 4,05 £ 0,92 ms; PV: 3,77 + 0,83 ms).

Die Einginge auf LV MC unterscheiden sich nicht signifikant in ihrer Latenz bei niedriger
Laserintensitat (VIP: 3,91 * 0,55 ms; PV: 5,57 + 1,12 ms). Bei mittlerer (VIP: 3,33 £ 0,89 ms;
PV: 3,56 £ 0,05 ms) und hoher (VIP: 2,96 + 0,58 ms; PV: 2,83 + 0,08 ms) Laserintensitit
wurde keine statistische Testung durchgefiihrt (n = 2). Im Vergleich der Schichten zeigt sich
eine signifikant kiirzere Latenz der Einginge von PV-exprimierenden Zellen auf LIT/TIT MC
als auf LV MC (p=0,035) bei niedriger Laserintensitit. Die Projektionen VIP-exprimierender
Zellen auf MC hingegen zeigen, unabhingig von der Laserenergie, keinen signifikanten

Unterschied beztiglich der Schichten.

Somit resultiert eine Erh6hung der Stimulusenergie in allen Fillen in einer deutlichen Verkiir-
zung der Latenz, bei beiden prisynaptischen Zellpopulationen und in beiden untersuchten

Schichten. IPSC von PV-exprimierenden Zellen haben eine bei allen Stimulusenergien kiirzere
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Latenz als von VIP-exprimierenden Zellen, bei mittlerer und hoher Stimulusenergie ist dieser

Unterschied signifikant.

Die Anstiegszeit der IPSC, gemessen an deren aufsteigender Flanke als die Zeit von der De-
tektionsschwelle bis zum Maximum, und die Abfallzeit von dort bis zum Unterschreiten von
50% der Amplitude wurden bei minimaler und neunfacher (maximaler) Stimulusenergie unter-
sucht (Abb. 12). Hohere IPSC-Amplituden bei stirkeren Stimulusenergien gehen mit steileren
IPSC-Steigungen einher, sodass die Anstiegszeit sich nicht wesentlich verlingert (Abb. 12A
und A°).

Die mittlere Anstiegszeit der nach Stimulation von VIP-exprimierenden Zellen gemessenen
IPSC betrigt in LII/IIT bei minimaler Stimulusenergie 6,91 + 1,82 ms und ist signifikant lin-
ger als die von PV-exprimierenden Zellen mit 4,47 £ 1,37 (p=0,002). Dieser Unterschied ist
als Trend auch bei maximaler Stimulusenergie zu erkennen (VIP: 8,40 * 3,58 ms; PV:
5,49 * 0,82 ms), aber dort nicht signifikant (p=0,094). In LV hingegen unterscheidet sich die
Anstiegszeit mit 5,41 £ 1,89 (VIP) bzw. 4,11 £ 0,11 (PV) bei niedriger Stimulusenergie und
4,96 * 0,59 ms (VIP) bzw. 7,73 + 4,22 ms (PV) bei hoher Stimulusenergie nicht relevant. Der
Vergleich der oben genannten Anstiegszeiten beziiglich der Schichten II/IIT und V ergibt fiir
beide prasynaptischen Zellpopulationen und unabhingig von der Stimulusenergie keinen sig-

nifikanten Unterschied.

Zusammenfassend dndert sich die Anstiegszeit nicht relevant in Abhingigkeit von der Stimu-
lusenergie. IPSC von VIP- zeigen aber eine lingere Anstiegszeit als die von PV-
exprimierenden Zellen, ein Unterschied, der in LII/III bei niedriger Stimulusintensitit signifi-

kant ist.

Die durchschnittliche Abfallzeit der IPSC unterscheidet sich deutlicher zwischen minimaler
und maximaler Stimulusenergie als die Anstiegszeit. Sie ist im Mittel aller Zellen bei niedriger
Stimulusenergie mit 12,81 * 5,32 ms kiirzer als bei hoher mit 16,19 * 5,46 ms (Abb. 12B und
B9.

Die Abfallzeit der IPSC unterscheidet sich nicht signifikant in Abhingigkeit von der prasynap-
tischen Zellpopulation. Fir von VIP-exprimierenden Zellen stammende IPSC betrigt sie in
LII/III (bei minimaler Stimulusenergic) 14,44 +576ms und fur IPSC von PV-
exprimierenden Zellen 12,13 5,06 ms. Auch in LV sind die Abfallzeiten mit 10,32 * 4,87 ms
(VIP) und 12,67 £ 5,66 ms (PV) dhnlich. Bei hoher Stimulusintensitit zeigt sich in LII/III ein
nicht signifikanter Trend lingerer Abfallzeiten fir Einginge von VIP-exprimierenden Zellen

(18,77 £ 5,45 ms) als von PV-exprimierender Zellen (14,33 * 2,06 ms), wihrend wegen gerin-
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ger Versuchszahlen fir Einginge PV-exprimierender Zellen die Werte fir LV mit
11,35 = 1,71 ms (VIP) bzw. 26,51 £ 6,06 ms (PV) nicht statistisch auszuwerten waren.

Ein Vergleich dieser Werte in Bezug auf die Schichten II/III und V ergibt nur fir IPSC von
VIP-exprimierenden Zellen und bei hoher Stimulusintensitit einen signifikanten Unterschied
(LII/II: 18,77 + 5,45 ms; LV: 11,35 £ 1,71 ms; p=0,025). Abgesehen davon lassen sich bei
den Anstiegs- und Abfallzeiten der IPSC keine signifikanten Unterschiede beziiglich der pri-
synaptischen Zellpopulationen oder der Schichten II/IIT und V feststellen.
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Abb. 12: Anstiegs- und Abfallzeit der optisch evozierten IPSC an MC in LII/III und LV

Nach Laserstimulation ChR2-transduzierter VIP- und PV-exprimierender Zellen an MC abgeleitete
lichtinduzierte IPSC (vgl. Abb. 9 bis 11) wurden auf ihre Kinetik untersucht.

(A, A9 Anstiegszeit (von Detektionsschwelle bis zum Maximum) optisch evozierter IPSC bei jeweils
minimaler IPSC-induzierender Stimulusenergie (A), sowie bei maximalem (ca. 9x) Stimulus (A).
Hohere Laserenergie beeinflusst kaum die Anstiegszeit (MW £ SD aller Zellen bei min. St.:
5,57 £ 1,93 ms; bei max. St.: 6,63 £ 2,75 ms). Bei minimaler Stimulusenergie ist die Anstiegszeit
signifikant linger fir IPSC von VIP- (6,91 £ 1,82) als von PV-exprimierenden Zellen (4,47 £ 1,37;
p=0,002).

(B, B9 Abfallzeit (Maximum bis 50% der Amplitude) optisch evozierter IPSC bei minimaler (B) und
maximaler (BY) Stimulusenergie. Héhere Laserenergie korrelliert mit lingerer Abfallzeit. Die Werte der
prasynaptischen Zellpopulationen sind dhnlich. Fir MC in LII/III ist die Abfallzeit der VIP-Einginge
bei max. Stimulusenergie signifikant linger als in LV (p=0,025).

Somit fillt bei der Abfallzeit als Parameter der IPSC-Kinetik eine Abhingigkeit von der Stimu-
lusenergie auf. Hohere Stimulusenergien fithren zu einem lingeren Abfall der IPSC. Signifi-
kante Unterschiede beztglich der prisynaptischen Zellpopulation zeigen sich nicht. Es besteht
lediglich ein Unterschied zwischen den Eingingen von VIP-exprimierenden Zellen beziiglich

der Schicht der postsynaptischen MC.

Zusammenfassend zeigen die untersuchten Parameter der IPSC-Kinetik geringe Unterschiede
beztiglich der prisynaptischen Zellpopulation auf. Eine kirzere Latenz und tendenziell kiirze-
re Anstiegszeit der IPSC von PV-exprimierenden Zellen gegeniiber denen von VIP-

exprimierenden Zellen fillt auf, bei vergleichbarer Abfallzeit. Signifikante Unterschiede zwi-
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schen den Schichten II/III und V bestehen nur unter starker Stimulation in der Abfallzeit von
IPSC VIP-exprimierender Zellen. Unabhingig von der priasynaptischen Zellpopulation sowie
von der Schicht ergibt sich bei einer Erh6hung der Stimulusenergie eine verkirzte Latenz und
eine verlingerte Abfallzeit der IPSC, wihrend die Anstiegszeit keine direkte Abhidngigkeit von

der Stimulusenergie aufweist.

3.3.2 Umkehrpotentiale der optisch evozierten IPSC

Vermittelt werden die postsynaptischen Stréme der Einginge von VIP- und PV-
exprimierenden Zellen vermutlich durch Aktivierung von ionotropen GABA-Rezeptoren des
Typs A (GABAa-Rezeptoren), die fiir Chlorid- und in geringerem Mal3e fur Bicarbonat-Ionen
durchlissig sind (Bormann et al. 1987; Kaila 1994; Delchmann 2018; Glockner 2018).

Die Richtung und Stirke der durch die geéffneten Kanile flieBenden Ionenstréme sind vom
Membranpotential der Zelle und dem elektrochemischen Gleichgewicht der Ionen abhingig.
Dieses kann mithilfe der Nernst-Gleichung (siehe Anhang Abschnitt 6.2) aus den intra- und
extrazelluliren Konzentrationen der lonen berechnet werden. Bei den hier verwendeten
Losungen (intrazellulir cdsiumbasierte Pipettenlésung; extrazellulir ACSF; sieche Tab. Al und
A2 im Anhang) betrigt die Chlorid-Ionen-Konzentration intrazellulir 5 mM und extrazellulir
132,5 mM. Damit liegt das Gleichgewichtspotential von Chlorid-Tonen bei -84,2 mV. Die
Konzentration der Bicarbonat-Ionen betrigt intrazellulir ca. 16 mM (Kaila 1994) und

extrazellular 26 mM, und somit das Gleichgewichtspotential von Bicarbonat-Ionen -12,5 mV.

In 13 MC der VIPcre/GIN- und 14 MC der PVcre/GIN-Miuse wurde das Umkehrpotential
der lichtinduzierten synaptischen Einginge bestimmt. Das Umkehrpotential bezeichnet das
Membranpotential, bei dem der Nettostrom tber die Zellmembran 0 pA betrigt. Es hingt
von den Gleichgewichtspotentialen und der Permeabilitit der GABAx-lonenkanile fir die
beteiligten Ionen ab. Zu dessen Bestimmung wurden die MC in o/fage-clamp-Konfiguration
auf verschiedenen Membranpotentialen gehalten und wie zuvor die prisynaptischen Zellen
per Laser stimuliert. In 5 mV-Schritten wurden sie auf wechselnden Potentialen zwischen -80

und -50 mV gehalten und lichtinduzierte IPSC gemessen (Abb. 13A und B).

Bei Stimulation der VIP-exprimierenden Zellen kann bei Haltepotentialen der MC
von -60 mV und -65 mV ein positiver Strom, sprich ein Einstrom von Anionen, beobachtet
werden. Dagegen wird bei -70 mV und -75 mV ein negativer Strom registriert (Abb. 13A). Bei
Stimulation von PV-exprimierenden Zellen erfolgt der Wechsel zwischen Ein- und Ausstrom
von Anionen bereits zwischen -60 mV und -65 mV (Abb. 13B). Die induzierten IPSC wurden

einzeln ausgewertet und ihre Amplituden gegen die Haltepotentiale aufgetragen (Abb. 13A°
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und B). Durch Annahme einer lineare Regression konnte fir jede MC das Umkehrpotential

der lichtinduzierten IPSC bestimmt werden (fiir alle Daten siehe Tab. A3 im Anhang).
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Abb. 13: Umkehrpotentiale der optisch evozierten IPSC

(A) IPSC-Messkurven an einer MC bei verschiedenen Haltepotentialen nach Stimulation ChR2-
transduzierter VIP-exprimierender Zellen. Die MC wurde auf Haltepotentiale von -60 bis -75 mV
(5 mV-Schritte) geklemmt. In (A°) sind die Amplituden der IPSC aus A gegen die Haltepotentiale auf-
getragen. Das Umkehrpotential der Stréme wurde durch lineare Regression bestimmt (Epei
spiel = -07,7 mV). Der Mittelwert aller Umkehrpotentiale (Erpscovipy; n = 13) betrigt -68,37 + 2,48 mV.
Fir alle Daten siche Tab. A3 im Anhang.

(B) Nach Stimulation ChR2-transduzierter PV-exprimierender Zellen, analog zu der Darstellung in A,
aufgetragene IPSC-Messkurven an einer MC bei Haltepotentialen von -55 bis -75 mV. In (B) sind die
Amplituden der IPSC aus B gegen die Haltepotentiale aufgetragen, das Umkehrpotential be-
trdgt -63,1 mV fiir die beispielhafte Messung, der Mittelwert aller Umkehrpotentiale (Elpsqpv); n=14)
betrdgt -64,87 + 6,19 mV.

Die Umkehrpotentiale der IPSC an MC sowohl bei Eingingen von VIP- als auch von PV-
exprimierenden Zellen liegen im Bereich des Gleichgewichtspotentials von Chlorid-Ionen (-84,2 mV
nach Nernst-Gleichung) minus des Diffusionspotentials (17 mV). Zwischen den beiden prisynapti-
schen Interneuronenklassen unterscheiden sich die Umkehrpotentiale signifikant (p=0,002).

Der Mittelwert der Umkehrpotentiale der IPSC betrdgt fur die Einginge von VIP-
exprimierenden Zellen -6837 + 248 mV wund fir die PV-exprimierenden Zellen -
64,87 £ 6,19 mV. Abziiglich des Diffusionspotentials (17 mV) liegen die Umkehrpotentiale im
Bereich des Gleichgewichtspotentials von Chlorid-Ionen (-84,2 mV). Dabei ist das mittleren
Umbkehrpotential der Einginge von VIP- signifikant negativer als das der Einginge von PV-
exprimierenden Zellen (p=0,002).
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3.3.3 Axonales Projektionsmuster VIP- und PV-exprimierender Zellen auf

Martinotti-Zellen

In den vorangegangenen Experimenten lag der Fokus darauf, ob synaptische Einginge von
VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf MC bestehen und welche Eigenschaften die IPSC
aufweisen. Dabei wurden Somata, Axone und Prasynapsen der ChR2-transduzierten Zellen
nichtselektiv in der perisomatischen Region der MC stimuliert. Der folgende Abschnitt han-
delt von der Untersuchung des rdumlichen Musters, mit dem die VIP- und PV-

exprimierenden Zellen auf MC projizieren.

Es erfolgte eine Kartierung der Projektionen. Dafiir wurde der Laserstrahl auf eine kleine,
quadratische Fliche (50x50 pum) skaliert, schrittweise die Umgebung der abgeleiteten MC in
einem gitterformigen Muster stimuliert und induzierte IPSC an der MC abgeleitet. Stimulation
von Feldern, in denen ChR2-positive Axone liegen, fithrt zur Depolarisation (AP-
Generierung) und zur axonalen Fortleitung der AP sowie bei einer vorhanden synaptischen
Projektion auf die abgeleitete MC zu IPSC. Da die Amplitude der gemessenen lichtinduzierten
IPSC mit der Stirke der Projektionen der im stimulierten Feld verlaufenden Axone auf die
abgeleitete MC korreliert, konnte anhand dieser Daten ein zweidimensionales Kartogramm
erstellt werden, das den Verlauf und die vermutete Anzahl der Axone (der ChR2-

transduzierten VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen), die auf die MC projizieren, abbildet.

Aufgrund von Unterschieden in der ChR2-Expression zwischen den Hirnschnitten schwan-
ken die maximalen Amplituden der IPSC in den Experimenten von 10,88 bis 502,84 pA. Fur
jede MC wurden alle Werte auf die jeweils grofite Amplitude normalisiert, sodass Werte zwi-
schen 0 (kein IPSC) und 1 (IPSC maximaler Amplitude fir die individuelle MC) resultieren.
Diese Werte wurden farbkodiert in Kartogramme eingetragen (beispielhafte Einzelkarto-
gramme siche Abb. 14A bis A“). Die Ergebnisse sind, dem vorangegangenen Schema ent-
sprechend, nach den prisynaptischen Zellen und der Schicht in vier Gruppen gegliedert. Fur
jede Gruppe wurde eine gemittelte Karte erstellt, indem alle Einzelkartogramme auf die Soma-
ta der MC aligniert wurden und der Mittelwert der normalisierten Amplituden fir jedes Feld
berechnet wurde (Abb. 14B bis B*“). Zu Darstellungszwecken wurden diese Kartogramme

zudem weichgezeichnet (Abb. 14C bis C*).

Die Kartogramme zeigen distinkte Projektionsmuster der prasynaptischen Interneuronenklas-
sen. Im beispielhaften Kartogramm der Projektionen von VIP-exprimierenden Zellen auf eine
MC (Abb. 14A) sind die hochsten Werte (dunkelrot) 150 um oberhalb des MC-Somas lokali-
siert. IPSC-Amplituden mit relativen Werten tiber 0,5 liegen fast ginzlich oberhalb und obet-

halb-lateral des Somas, wihrend lateral niedrigere Amplituden und insbesondere unterhalb des
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Somas in Richtung der tieferen Schichten nur minimale Werte gemessen wurden. Am Soma
wurde eine IPSC-Amplitude von 95,5 pA gemessen, normalisiert auf die maximale Amplitude

dieses Kartogramms von 256,7 pA demnach ein relativer Wert von 0,37.
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Abb. 14: Axonale Projektionsmuster VIP- und PV-exprimierender Zellen auf MC
ChR2-transduzierte inhibitorische Neuronenpopulationen (entweder VIP- oder PV-exprimierende
Zellen) wurden mit einem 473 nm Laser in einem Raster (7x7 Felder; 50x50 yum Feldgro3e) stimuliert.
Die Amplituden der postsynaptisch an MC zur jeweiligen Stimulation abgeleiteten lichtinduzierten
IPSC sind farbkodiert von blau tiber gelb bis rot in den zugehdrigen Feldern dargestellt. Felder ohne
Eingang sind in grau. Die Amplituden der gemessenen IPSC korrelieren mit der Stirke der Projektio-
nen der im stimulierten Feld verlaufenden Axone auf die abgeleitete MC, sodass die Karten den Ver-
lauf und die Stirke der Axone (der ChR2-transduzierten VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen), die auf
die MC projizieren abbilden.

In den beiden linken Spalten sind die Einginge auf LII/III MC von VIP- (A-C) bzw. PV-
exprimierenden Zellen (A-CY), in den rechten Spalten die Einginge auf LV MC von VIP- (A“-C%)
bzw. PV-exprimierenden Zellen (A“-C*) gezeigt. Schwarze Rauten entsprechen der Position der MC-
Somata.

(A-A“) Beispielhafte Einzelkartogramme der lichtinduzierten IPSC an MC. Innerhalb jedes Karto-
gramms wurden die IPSC-Amplituden auf die jeweils grofite Amplitude normalisiert. Die axonalen
Projektionsmuster VIP- und PV-exprimierender Zellen auf MC unterscheiden sich voneinander.
(B-B“) Durchschnitt aller Kartogramme der jeweiligen Schicht und prisynaptischen Zellpopulation.
Fir jedes Feld wurde der Mittelwert der entsprechenden Felder aller (zuvor normalisierten) Karto-
gramme berechnet und farbkodiert dargestellt. Alle Kartogramme sind auf die Somata der MC alig-
niert. Zellzahlen sind tber den Durchschnittskartogrammen angegeben. VIP-exprimierende Zellen
projizieren verstirkt in einer vertikalen, translamindren Orientierung, PV-exprimierende Zellen in einer
horizontalen, intralaminiren Orientierung auf MC sowohl der LII /III als auch LV.

(C-C*) GauBsche Weichzeichnung der Durchschnittskartogramme aus (B-B) fiir eine kontinuierliche
visuelle Darstellung.

IPSC-Amplitude (normalisiert)

Durchschnitts-Karten
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In der Mittelung aller Einzelkartogramme der axonalen Projektionen VIP-exprimierender Zel-
len auf MC in LII/IIT (Abb. 14B, n = 9) stellt sich das Projektionsmuster dhnlich wie im zu-
vor beschriebenen Beispiel dar. Die gemittelten IPSC haben die héchste Amplitude bei Stimu-
lation oberhalb der MC-Somata, mit dem gréB3ten Wert 100 pm vertikal oberhalb des Somas.
Schwicher sind VIP-Einginge am und lateral des MC-Somas und am schwichsten unterhalb

davon.

Die IPSC der axonalen Projektionen PV-exprimierender Zellen auf eine exemplarische MC in
LII/III hingegen haben die héchste normalisierte Amplitude von 1,0 (hier 303,8 pA entspre-
chend) bei direkt somatischer Stimulation (Abb. 14B). Mittlere bis hohe Werte (0,29 bis 0,76)
bestehen zudem in allen perisomatischen Feldern, wahrend die abgeleitete MC von weiter
unterhalb des Somas kaum axonale Projektion erhalt (0 bis 0,28). Oberhalb und lateral des
MC-Somas zeigt das Einzelkartogramm niedrige bis mittlere (0,08 bis 0,46) mit vereinzelten
hohen Werten. Im gemittelten Kartogramm aller untersuchten MC der LII/III (n = 10) zeigen
die axonalen Projektionsmuster von PV-exprimierenden Zellen die héchsten Werte im direkt
(peri-)somatischen Bereich. Dabei zeichnet sich ein Muster mit stirkeren axonalen Projektio-
nen von lateral ab, mit etwas niedrigeren Werten in der distalsten kartierten Reihe oberhalb
und sehr geringen Werten insbesondere unterhalb des MC-Somas in Richtung der tieferen

Schichten.

Im Gesamtbild der Durchschnittskartogramme in LII/III zeigt sich eine horizontale Orientie-
rung der PV-Projektionen. Demgegeniiber kommen die stirksten axonalen Projektionen von
VIP-exprimierenden Zellen von oberhalb der MC-Somata und weisen eine mehr vertikale
Orientierung auf. MC erhalten von beiden prisynaptischen Interneuronenklassen kaum Pro-
jektionen von unterhalb ihrer Somata aus Richtung der tieferen Schichten. Diese Verteilungen
der axonalen Projektionsmuster stellen sich auch in einer erginzenden Darstellung nach
GauBlscher Weichzeichnung der Pixelstruktur der Kartogramme visuell eindriicklich dar (Abb.

14C und C).

Fir MC der LV und ihren axonalen Projektionen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen
lassen sich analoge Beobachtungen und dhnliche Schlussfolgerungen treffen. Die in Abb.
14A* dargestellten VIP-Einginge auf eine MC der LV zeigen maximale Werte 150 pm ober-
halb des MC-Somas (0,99 und 1,0; zwei dunkelrote Felder). Mittlere Werte von ca. 0,4 bis 0,6
zeigen die Einginge am Soma und in einzelnen Feldern oberhalb davon. Unterhalb des MC-
Somas in Richtung der weilen Substanz sind die Eingdnge schwach (ca. 0,2 bis 0,4). Sehr
schwach bis nicht messbar sind die Eingidnge beidseits lateral ab Entfernungen von 100-

150 um. Die Mittelung der kartierten VIP-Einginge in LV ergibt die stirksten Einginge bei
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Stimulationen in Feldern oberhalb des MC-Somas in Entfernung von 100-150 pm sowie di-
rekt somatisch und perisomatisch. Hohe Werte von iiberwiegend 0,5 bis 0,8 finden sich mittig
und beidseits bis zu 50 pm lateral oberhalb und unterhalb des Somas (entsprechend den drei
mittleren Spalten dieses Durchschnittskartogrammes), wobei innerhalb dieser Spalten die Ein-
ginge in Richtung von LVI im Vergleich schwicher sind als die in Richtung der oberen
Schichten. Weiter lateral sind beidseits die VIP-Einginge mit ca. 0,3 bis 0,5 (griin bis gelb-
orange) schwicher (Abb. 14B“ und C%). Dies entspricht einem relativ vertikal ausgerichteten

Projektionsmuster der VIP-exprimierenden Zellen auf MC in LV,

Das beispielhafte Einzelkartogramm von PV-Eingingen auf eine LV MC (Abb. 14A), zeigt
in den meisten Feldern mittlere bis starke Einginge mit besonders hohen Werten von 0,59 bis
1,0 auf horizontaler Héhe des MC-Somas und in allen Zeilen oberhalb des Somas. Unterhalb
des Somas sind die Werte mit 0,41 bis 0,79 etwas schwicher. Die maximalen Amplituden sind
bei Stimulation direkt (peri-)somatisch, sowie in einzelnen Feldern beidseits lateral oberhalb
des MC-Somas auslosbar. Fur das Durchschnittskartogramm der PV-Einginge auf MC in LV
standen nur Daten fur zwei MC zur Verfiigung, sodass die Aussagekraft hier geringer ist als
fir die anderen Zellpopulationen oder Schichten. Die stirksten Einginge finden sich
(peri-)somatisch ca. 50 um lateral und lateral oberhalb des Somas, sowie am Soma selbst.
Besonders schwach mit Werten von ca. 0,2 bis 0,4 (griin bis gelb) sind die durchschnittlichen
PV-Einginge sowohl 150 um oberhalb als auch unterhalb des MC-Somas in Richtung
supragranulirer Schichten bzw. Schicht VI. Lateral des Somas und direkt oberhalb davon sind
die Finginge beidseits mit ca. 0,5 bis 0,7 bis an den 150 um vom Soma entfernten Rand des
Kartogtamms hoch. Das in LII/III beobachtete Muster der vermehrt horizontalen
Orientierung der axonalen PV-Einginge auf MC scheint ebenfalls fir LV MC zuzutreffen
(Abb. 14B*““ und C*).

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass sich die axonalen Projektionsmustern von
VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf MC unterscheiden. VIP-exprimierende Zellen proji-
zieren auf LII/III MC Uberwiegend von obetrhalb der MC-Somata und auf LV MC in einer
vertikalen, d.h. translamindren Orientierung. Axone von PV-exprimierenden Zellen projizie-
ren hingegen in einer horizontalen, d.h. intralaminiren Orientierung auf MC sowohl in der

LIT/IIT als auch LV.

Zur Quantifizierung der visuellen Ergebnisse der Projektionsmuster von VIP- und PV-
exprimierenden Zellen auf MC der Schichten II/IIT und V wurde eine numerische Analyse
der vertikalen Orientierung der axonalen Projektionen durchgefithrt. Dafiir wurden fiir jedes

Durchschnittskartogramm (Abb. 14B bis B*) jeweils alle Einginge (normalisierte IPSC-
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Amplituden) aus einer horizontal, parallel zur Pia orientierten Reihe (50 um Hohe, 350 um
Breite) summiert und gemittelt. Die so bestimmten Werte wurden im Vergleich der VIP- bzw.
PV-Einginge und getrennt fir die Schichten II/III bzw. V, gegen ihre vertikale Distanz obet-
bzw. unterhalb des MC-Somas aufgetragen und auf statistisch signifikante Unterschiede zwi-
schen den VIP- und PV-Eingingen untersucht (Abb. 15A und B). Fir alle numerischen Werte
siche Tab. A4 im Anhang.

Die hotizontal gemittelten axonalen VIP-Einginge auf LII/III MC zeigen die hochsten Werte
oberhalb des MC-Somas mit einem Maximum von 0,93 in einer vertikalen Distanz von
100 um. Auf der Ebene des MC-Somas (0-25 um vertikale Distanz) sind die Eingidnge schwi-
cher, aber mit einem Wert von 0,80 immer noch hoch. Unterhalb davon, in Richtung der wei-
Ben Substanz, nehmen die VIP-Einginge mit zunehmender vertikaler Distanz zum MC-Soma

ab, mit einem minimalen Wert von 0,45 in einer Distanz von 150 um.
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Abb. 15: Analyse der vertikalen Orientierung axonaler Projektionsmuster VIP- und PV-
exprimierender Zellen auf MC

Die Einginge (normalisierte IPSC-Amplituden) jeder horizontal kartierten, parallel zur Pia orientierten
Reihe (50 um Hohe, 350 um Breite) eines Durchschnittskartogramms (Abb. 14B bis B*) wurden auf-
summiert und gemittelt, um die Projektionsmuster von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf MC
der Schichten II/III und V zu quantifizieren. Diese mittleren normalisierten Amplituden der VIP-
(grau) bzw. PV-Einginge (schwarz) wurden gegen ihre vertikale Distanz ober- bzw. unterhalb des MC-
Somas (-150 bis +150 um) aufgetragen (MW * Standardfehler). Statistischer Vergleich der VIP- und
PV-Einginge bei n > 3. Fir alle numerischen Werte siche Tab. A4 im Anhang.

(A) Vertikales axonales Projektionsmuster auf MC der LII/IIL. Die normalisierten VIP-Einginge sind
in vertikaler Distanz von 100 um oberhalb sowie -100 und -150 pm unterhalb des MC-Somas signifi-
kant stirker als PV-Einginge.

(B) Vertikales axonales Projektionsmuster auf MC der LV. Einzelnen Datenpunkte (schwarze Kreise)
fir Projektionen PV-exprimierender Zellen bei n = 2.

Die normalisierten Einginge PV-exprimierender Zellen sind auf Héhe der MC-Somata am stirksten,
und in vertikaler Distanz vom Soma signifikant (LII/III; (A)) bzw. im Trend (LV; (B)) schwicher als
die von VIP-exprimierenden Zellen. Dies quantifiziert die in Durchschnittskartogrammen (Abb. 14B
bis B“) zu beobachtende, vertikale und translaminire Orientierung der axonalen VIP-, gegeniiber einer
horizontalen, intralaminiren Orientierung der axonalen PV-Projektionsmuster.
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Die axonalen PV-Einginge auf MC der LII/III betragen auf Hohe des MC-Somas 0,75. Am
stairksten sind die horizontal gemittelten PV-Einginge mit 0,92 direkt 50 um oberhalb des
MC-Somas. In grof3erer vertikaler Distanz vom Soma in Richtung der Pia fallen die Werte bis
auf 0,67 in 150 um Entfernung. Stirker fallen die PV-Einginge unterhalb des Somas mit zu-

nehmender Distanz ab, bis zum minimalen Wert von 0,14 150 um unterhalb des Somas.

Somit unterscheiden sich die VIP- und PV-Einginge auf LII/III MC in verschiedenen verti-
kalen Distanzen vom MC-Soma voneinander. Der stirkste PV-Eingang erfolgt bei Stimulation
50 um und der stirkste VIP-Eingang 100 um oberhalb des Somas. In Héhe der maximalen
axonalen VIP-Einginge sind die PV-Einginge signifikant geringer (VIP: 0,93; PV: 0,80;
p=0,019). Unterhalb des MC-Somas sind fiir beide prasynaptischen Zellpopulationen die Ein-
ginge geringer, je weiter entfernt vom Soma stimuliert wird. Fir PV-Einginge ist dieses Mus-
ter stirker ausgeprigt, sie sind unterhalb des Somas in Distanzen von 100 um (VIP 0,55; PV
0,27; p=0,010) und 150 um (VIP 0,45; PV 0,14; p=0,003) signifikant schwicher als die VIP-
Einginge.

Damit zeigen die PV-Einginge ecine signifikant stirkere Abhingigkeit von der vertikalen Dis-
tanz vom MC-Soma im Vergleich zu den VIP-Eingingen. Dieser Befund bekriftigt die Be-
obachtung aus Abb. 14 einer vermehrt horizontalen Orientierung der PV-Einginge und einer
stirker ausgeprigten vertikalen Orientierung der VIP-Einginge. Fur MC der LV und ihre
VIP- und PV-Einginge in vertikaler Orientierung lassen sich analoge Beobachtungen und
dhnliche Schlussfolgerungen treffen (Abb. 15B). VIP-Einginge variieren in ihrer vertikalen
Distanz vom MC-Soma von minimal 0,50 (bei -150 um) bis maximal 0,91 (bei +150 um). Auf
Héhe des MC Somas betragen die Einginge 0,84. Die Abhingigkeit von der vertikalen Dis-
tanz ist damit vergleichbar oder sogar noch geringer als fur VIP-Einginge auf LII/IIT MC.

Fir eine statistische Beurteilung der PV-Einginge in LV sind keine ausreichenden Daten ver-
fugbar. Der Trend zeigt im Vergleich zu VIP-Eingingen, analog zu LII/III, sehr hohe Werte
auf Hohe des Somas (0,93) und direkt dartber (bei +50 um: VIP: 0,71; PV: 0,99) und sehr
niedrige Werte in groBer vertikaler Distanz vom Soma sowohl in Richtung der Pia (bei
+150 um: VIP: 0,91; PV: 0,48) als auch in Richtung der weillen Substanz (bei -150 um: VIP:
0,50; PV: 0,31). Damit liegt eine tendenziell vertikale Ausrichtung der axonalen Einginge von
VIP-exprimierenden Zellen gegeniiber einer horizontalen Ausrichtung dieser Einginge von

PV-exprimierenden Zellen, analog zu den Beobachtungen in Abb. 14, auch in LV vor.

Die in den Kartierungen der axonalen Projektionsmuster von VIP- und PV-exprimierenden
Zellen auf MC schon qualitativ ersichtlichen distinkten Muster (siche Abb. 14) sind somit

quantitativ bestatigt. Die axonalen VIP-Projektionen sind vertikal zum MC-Soma und der Pia-
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Oberfliche orientiert, wihrend die axonalen PV-Projektionen eine horizontale Ausrichtung
haben und somit in zunehmender vertikaler Distanz vom MC-Soma signifikant (LII/III) bzw.
im Trend (V) schwicher sind. Dies spricht fiir einen vertikalen, translaminaren Verlauf der
Mehrzahl der Axone von VIP-exprimierenden Zellen, die auf MC projizieren, und einen hori-
zontalen, intralaminaren Verlauf der Axone von PV-exprimierenden Zellen mit Projektionen

auf MC.

3.4  Subzellulires synaptisches Projektionsmuster von VIP- und PV-

exprimierenden auf Martinotti-Zellen

In den bisherigen Ergebnissen wurde gezeigt, dass ChR2-transduzierte VIP- und PV-
exprimierende Zellen sich durch Laserstimulation tberschwellig depolarisieren lassen und
Zellpopulationen MC der Schichten II/III und V inhibieren. Die IPSC werden an den Post-
synapsen durch Ionenstréme, deren Umkehrpotential im Bereich des Gleichgewichtspotenti-
als von Chlorid-Ionen liegt, ausgelost. Sie sind in ihren kinetischen Parametern teils schneller
bei Projektionen von PV-exprimierenden Zellen, zeigen aber in den meisten kinetischen FEi-
genschaften keine statistisch signifikanten Unterschiede. Dabei scheinen die auf MC projizie-
renden VIP-Axone eine vertikale, d.h. translaminire, und die PV-Axone eine hotizontale, d.h.
intralaminire, Orientierung aufzuweisen. Um die Funktion der Inhibition von MC durch VIP-
und PV-exprimierende Zellen zu verstehen, ist aber nicht nur das Wissen um deren grundsitz-
liche Verbindung wichtig. Entscheidend fur ein mechanistisches Verstindnis der kortikalen

Schaltkreise ist die Zielregion, d.h. die subzellulire Region, auf der die Axone terminieren.

Um eine Kartierung der synaptischen Projektionsmuster zu erstellen, wurden nach der
sCRACM-Methode (Petreanu et al. 2007; Petreanu et al. 2009) selektiv Priasynapsen ChR2-
transduzierter VIP- oder PV-exprimierender Zellen stimuliert und die induzierten IPSC an
den postsynaptischen MC gemessen. Durch die Blockade spannungsabhingiger Natrium-
Kanile mittels TTX wurde eine aktive Weiterleitung der AP entlang des Axons verhindert. Im
Unterschied zu den vorangegangenen Experimenten ohne TTX (sieche Abschnitt 3.3) sollte
lediglich eine Laserstimulation im Bereich einer ChR2-transduzierten Prisynapse zu synapti-
scher Ubertragung fiihren, nicht aber Stimulation der Somata oder Axone der transduzierten
Zellen. Unter diesen Bedingungen wurde die Umgebung der abgeleiteten MC wie zuvor mit
dem Laser abgefahren (11x11 Felder, 50x50 um FeldgréBe) und zu jedem Feld die optisch

evozierten IPSC mit cdsiumbasierter Pipettenlésung im [o/tage-clanmp-Modus aufgezeichnet.

Die Auswertung der gemessenen IPSC erfolgte analog zu der Auswertung der Kartierungen

ohne TTX (siche Abschnitt 3.3). Die IPSC jedes Feldes wurden einzeln beziiglich kinetischer
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Parameter ausgewertet. Die Amplituden der IPSC wurden in Form eines zweidimensionalen
Kartogramms in Relation zum Soma der abgeleiteten MC in ihrer rdumlichen Verteilung dar-
gestellt. Um die Ergebnisse der einzelnen Experimente vergleichen zu kénnen, wurden wie
zuvor in jedem Kartogramm alle Amplituden auf die jeweils grof3te Amplitude normalisiert. So
resultierten Werte zwischen 0 (kein IPSC) und 1 (IPSC maximaler Amplitude), die farbkodiert
in den Kartogrammen dargestellt wurden (Beispiele: Abb. 16A bis A“; Alle Karten mit Re-
konstruktionen der MC: Abb. A2 und A3 im Anhang).

Es wurden hierfir Daten von 22 MC ausgewertet, die nach Einwaschen der Pharmaka bis
zum Abschluss aller elektrophysiologischen Ableitungen stabil geblieben waren, davon 16 in
LII/III und sechs in LV. Alle abgeleiteten MC erhalten in mehreren kartographierten Feldern
synaptische Einginge von VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen (Abb. A2 und A3 im An-
hang). Es lassen sich bei beiden prisynaptischen Zellpopulationen verschiedene Verteilungs-

muster ihrer synaptischen Projektionen auf die subzelluliren Regionen der MC beobachten.

Das Einzelkartogramm des Projektionsmusters von VIP-exprimierenden Zellen auf eine MC
der LII/III (Abb. 16A) zeigt eine breite Verteilung der inhibitorischen synaptischen Einginge
Uber alle Regionen. Die synaptischen Einginge mit den gro3ten Amplituden (max. 192,7 pA;
normalisiert ca. 0,9 bis 1; dunkelrot) liegen in Feldern direkt 50 bis 100 um oberhalb und late-
ral des MC-Somas. Direkt am Soma betrigt die IPSC-Amplitude 140,6 pA und ist somit rela-
tiv zum grof3ten IPSC mit 0,73 mittelstark. IPSC werden in allen Distanzen, sowohl in den
somatischen und perisomatischen Bereichen als auch in weiter distalen Regionen, teils bis zu

einer Entfernung von 250 um vom Soma ausgelost.

Das gemittelte Kartogramm (Abb. 16B) der VIP-Einginge auf alle untersuchten MC der
LII/III (n=8) ergibt ein dhnliches Projektionsmuster wie das beispielhafte Einzelkarto-
gramm. Am Soma ist die Amplitude der synaptischen Einginge mittelhoch (0,67), wahrend
der stirkste Eingang sich auf direkt 50 pm oberhalb des MC-Somas konzentriert. Auffillig
sind die mittelstarken Einginge auf periphere Regionen in bis zu 200 pm Distanz vom Soma.
Schwache Einginge (blau) sind selbst in Distanzen von bis zu 250 pm vorhanden. In einer
Weichzeichnung des gemittelten Kartogramms (Abb. 16C) lasst sich das weitverteilte Projek-

tionsmuster der VIP-exprimierenden Zellen auf die MC der LII/III eindrucksvoll ablesen.

Das beispielhafte synaptische Projektionsmuster PV-exprimierender Zellen auf eine LII/III
MC zeigt die stirksten Einginge direkt am MC-Soma (27,4 pA; normalisiert 0,96) sowie in
Feldern direkt 50-100 um dariiber (0,95-1,0). Mittelstarke Eingidnge von ca. 0,3-0,7 werden in
den Zeilen oberhalb des Somas in Distanzen bis zu 150 um gemessen, lateral bis zu 100 um

und unterhalb des Somas nur in bis zu 50 um Distanz. In den distalen Feldern, in denen sich
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potenzielle dendritische Kompartimente dieser MC befinden, lassen sich keine PV-Einginge
(grau) nachweisen (Abb. 16A°).
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Abb. 16: Synaptische Zielregionen VIP- und PV-exprimierender Zellen auf MC-Dendriten in
LII/III und LV

Prisynapsen ChR2-transduzierter inhibitorischer Neuronenpopulationen (entweder VIP- oder PV-
exprimierender Zellen) wurden mittels der SCRACM-Methode (473 nm Laser, 11x11 Felder; 50x50 um
FeldgroBe) im Umfeld einer abgeleiteten MC stimuliert. An der in Whole-ce/-Konfiguration gepatchten
MC wurden lichtinduzierte synaptische Einginge abgeleitet. Normalisierte IPSC-Amplituden sind
farbkodiert von blau iiber gelb bis rot in den zugehérigen Feldern dargestellt. Felder ohne Eingang
sind grau.

In den linken beiden Spalten sind die Einginge auf LII/III MC von VIP- (A-C) bzw. PV-
exprimierenden Zellen (A-CY), in den rechten Spalten die Einginge auf LV MC von VIP- (A“-C%)
bzw. PV-exprimierenden Zellen (A“-C*) gezeigt. Schwarze Rauten entsprechen der Position der MC-
Somata.

(A-A""") Beispiclhafte sCRACM-Kartogramme der synaptischen Projektionsmuster VIP- und PV-
exprimierender Zellen auf einzelne MC. Innerhalb jedes Kartogramms wurden die IPSC-Amplituden
auf die jeweils gro3te Amplitude normalisiert. VIP- und PV-exprimierende Zellen haben distinkte Pro-
jektionsmuster auf MC. Fir alle Einzelkarten mit Rekonstruktion der MC siche Abb. A2 und A3 im
Anhang.

(B-B*“) Durchschnittskartogramme aller Einzelkarten der jeweiligen Schicht und prisynaptischen Zell-
population. Fir jedes Feld wurde der Mittelwert aller (zuvor normalisierten) Kartogramme gebildet
und farbkodiert dargestellt. Alle Kartogramme sind auf die MC-Somata aligniert. Zellzahlen sind tiber
den Durchschnittskartogrammen angegeben. VIP-Projektionen enden in allen subzelluliren Regionen,
inklusive der distalen Bereiche in bis zu 250 um Entfernung vom MC-Soma, wihrend PV-Projektionen
sich auf somatische, perisomatische und proximale subzellulidre Regionen konzentrieren.

(C-C*) GaulBische Weichzeichnung der Durchschnittskartogramme aus (B-B*) fiir eine kontinuierliche
Darstellung der Uberginge.
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Das gemittelte Kartogramm von acht MC (Abb. 16B%) zeigt ein konzentriertes Projektions-
muster von PV-exprimierenden Zellen auf MC der LII/III im Vergleich zu den VIP-
Eingingen. Der starkste Eingang (0,86) konzentriert sich direkt am Soma (0-25 pm), mit dem
zweitgroSten Wert von 0,74 direkt oberhalb davon. An den perisomatischen und proximalen
Regionen enden mittelstarke bis schwache Einginge. Die distalen Bereiche erhalten keine (0;
grau), oder vereinzelt minimale Einginge (bis 0,1). Eine Weichzeichnung dieses Kartogramms
(Abb. 16C°) verdeutlicht visuell die Konzentration der starken Einginge auf die somatische

und perisomatische Region der MC.

Somit kénnen distinkte synaptische Projektionsmuster auf die Dendritenbiume von MC der
LII/III durch VIP- und PV-exprimierende Zellen angenommen werden. Die maximalen PV-
Einginge erfolgen im Bereich des MC-Somas (in bis zu 25 um Distanz), die stirksten VIP-
Einginge hingegen auf proximale Bereiche oberhalb des Somas. PV-exprimierende Zellen
projizieren bevorzugt auf die somatische und perisomatische Region und in geringerem Aus-
maf3 auf die Bereiche in mittlerer Distanz, wihrend sie im Gegensatz zu VIP-exprimierenden
Zellen nicht auf die distalen Regionen projizieren. Synaptische VIP-Projektionen erfolgen auf
alle Regionen inklusive der peripheren Bereiche und somit potenziell auf alle dendritischen

Abschnitte.

In LV zeigen sich grundsitzlich dhnliche synaptische Projektionsmuster der VIP- bzw. PV-
exprimierenden Zellen auf MC. Jedoch konnen die Projektionsmuster in LIT/IIT nur begrenzt
mit denen in LV verglichen werden, da die dendritische Morphologie der MC sich zwischen
diesen Schichten unterscheidet. Zudem lagen in LV deutlich geringere Zellzahlen vor

(VIP>MC: n = 4, PV>MC: n = 2) die eine fundierte Analyse und Aussage erschweren.

Die beispielhafte Kartierung der synaptischen Projektionen VIP-exprimierender Zellen auf
eine MC der LV in Abb. 16A* zeigt Projektionen in fast allen untersuchten Feldern. Einginge
im Feld links oberhalb des MC-Somas (50 um Distanz) erzeugen die groB3te IPSC-Amplitude
von 1,0 (91,2 pA). Die weiteren perisomatischen Felder und einzelne proximale Regionen
erhalten starke Einginge von ca. 0,7-0,9 und auch in distalen (200-250 um entfernten) Berei-

chen enden Projektionen mittlerer Stirke von ca. 0,3-0,5 (griin bis gelb-orange).

Das Durchschnittskartogramm (Abb. 16B“; n =4) spiegelt die Projektionen der VIP-
exprimierenden Zellen auf alle potenzielle dendritische Abschnitte der LV MC wider. Die
IPSC-Amplitude ist in der Mittelung aller Kartogramme am stirksten (0,85) direkt 50 um
oberhalb des MC-Somas, mit mittleren bis hohen Werten (ca. 0,4-0,7) perisomatisch und in
den proximalen Regionen oberhalb des Somas in Richtung der Pia. Die Einginge in distalen

Bereichen sind im Mittel, insbesondere unterhalb des MC-Somas, vorhanden aber schwach
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(ca. 0,1; blau). Diese Beobachtungen finden sich ebenso in dem weichgezeichneten Durch-

schnittskartogramm (Abb. 16C%).

Die beispielhafte Darstellung der synaptischen PV-Projektionen auf eine LV MC zeigt eine
deutliche Konzentration auf die (peri-)somatischen Regionen (Abb. 16A*). Die Einginge sind
direkt am Soma (337,8 pA; bzw. 0,98 normalisiert), sowie perisomatisch in Distanzen bis
100 um, bzw. oberhalb des Somas bis zu 150 um, ubiquitir sehr grof3 (ca. 0,8-1,0). Dagegen
sind die Amplituden in Feldern mit mittlerer Distanz klein (0,20-0,35) und ab 150-200 pm
Entfernung lassen sich keine PV-Projektionen nachweisen (0; grau). Die zweite LV MC (Abb.
A3 im Anhang) zeigt ebenfalls eine Priferenz ithrer PV-Projektionen auf die (peri-)somatische
Region. In der Mittelung dieser zwei kartierten MC in LV zeigt sich eine Konzentration des
starksten PV-Eingangs direkt am Soma (0,99), wobei die Einginge nach distal stark abnehmen
(Abb. 16B*). Insbesondere in der weichgezeichneten Darstellung wird der abrupte Abfall der
perisomatisch vorhandenen starken Einginge ab Distanzen von tber 100 um deutlich (Abb.

16C*). Auf Soma-ferne Bereiche lieBen sich keine PV-Projektionen nachweisen.

Somit scheinen VIP- und PV-exprimierende Zellen distinkte synaptische Projektionsmuster
auf die subzelluliren Regionen von MC zu haben. Dieses Muster ist besonders ausgepragt fur
Projektionen auf MC der LII/III, aber auch in LV ansatzweise vorhanden. Den stitksten
VIP-Eingang erhalten MC beider Schichten ca. 50 um oberhalb ihrer Somata, den stirksten
PV-Eingang direkt (peri-)somatisch in bis zu 25 um Distanz. VIP-Projektionen wurden in
allen Distanzen bis zu maximal 250 pm vom Soma kartiert, und enden somit auf allen poten-
ziellen dendritischen Abschnitten, inklusive der distalen dendritischen Bereiche, wihrend PV-
Projektionen sich auf somatische bzw. perisomatische und proximale Bereiche konzentrieren.
Im Vergleich der (normalisierten) Stirke der Einginge sind die PV-Einginge stark in Distan-

zen vom MC-Soma bis zu 100 um, VIP-Einginge hingegen bis zu Distanzen von 200 pum.

Zur Quantifizierung und statistischen Bewertung dieser distinkten Projektionsmuster wurden
die Eingange beziiglich ihrer Distanzen vom MC-Soma gruppiert (Soma, sowie 25-75, 75-125,
125-175, 175-225 und 225-275 um Distanz vom Soma; zur Illustration siche Abb. 17 Einsatz
oben rechts). Alle normalisierten IPSC-Amplituden in Feldern gleicher Distanz wurden gemit-
telt, sodass fiir die mittleren VIP- bzw. PV-Einginge jeder Distanz vom MC-Soma ein norma-
lisierter Wert von O bis 1 resultiert. Diese Werte wurden in einem Balkendiagramm gegen ihre
Distanz zum MC-Soma aufgetragen (Abb. 17A und Af). Die Standardabweichung sowie der
Standardfehler des Mittelwerts resultieren aus der Varianz zwischen den einzelnen sCRACM-
Kartogrammen (fir alle Kartogramme siche Abb. A2 und A3 im Anhang). Diese Analyse
wurde fir jede Gruppe getrennt durchgefithrt und die VIP- mit den PV-Eingingen derselben
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Schicht statistisch verglichen. Fir eine bessere Lesbarkeit sind die Daten mit Standardabwei-
chung bzw. -fehler in Tab. A5 im Anhang aufgefiihrt.
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Abb. 17: Quantifizierung von VIP- und PV-Eingingen auf MC-Dendriten in verschiedenen
Distanzen zum MC-Soma

(A) Balkendiagramm der mittleren normalisierten IPSC-Amplituden in einzelnen subzelluliren Regio-
nen. Synaptische VIP- und PV-Einginge auf LII/III MC wurden beztglich ihrer radialen Distanzen
vom MC-Soma gruppiert (Soma, sowie 25-75, 75-125, 125-175, 175-225 und 225-275 pm Distanz vom
Soma; zur Illustration siche farbigen Einsatz oben rechts). Berechnungsgrundlage stellen die Daten aus
Abb. 16 dar. Alle normalisierten IPSC-Amplituden in Feldern gleicher Distanz wurden gemittelt, so-
dass fiir die mittleren VIP- bzw. PV-Einginge jeder Distanz vom MC-Soma ein normalisierter Wert
von 0 bis 1 resultiert, der im Balkendiagramm gegen die Distanz aufgetragen wurde. Der Standardfeh-
ler (Antennen) resultiert aus der Varianz zwischen den einzelnen sCRACM-Kartogrammen. In allen
Distanzen von mehrt als 75 um zum MC-Soma, sind die mittleren normalisierten Einginge an LII/III
MC von VIP- signifikant stirker als die von PV-exprimierenden Zellen.

(A9 Fur Einginge auf LV MC wurde analog verfahren. PV-Einginge sind bei n = 2 als einzelne Da-
tenpunkte gezeigt (schwarze Kreise). Im Trend sind am MC-Soma mittlere normalisierte Eingdnge von
PV-, ab einer Distanz von 125 um von VIP-exprimierenden Zellen gréQer.

(B) Kurvendiagramm des relativen Anteils einzelner subzellulidrer Regionen an den Gesamteingingen
von einer prisynaptischen Interneuronenklasse. Aus den Werten von A wurde die prozentuale Vertei-
lung der Einginge auf die Abschnitte in verschiedenen Distanzen vom MC-Soma berechnet. Der
Standardfehler (Antennen) resultiert aus der Varianz zwischen den einzelnen sCRACM-
Kartogrammen. Am Soma sind die relativen VIP- signifikant schwicher als die PV-Einginge. In allen
Distanzen von mehr als 75 um zum MC-Soma sind die relativen VIP-Einginge hingegen signifikant
starker.

(BY) Einginge auf LV MC wurden analog dazu analysiert. Im Trend sind am Soma die relativen PV-
Einginge, ab Distanzen von 125 um hingegen die relativen VIP-Einginge stirker.

Somit sind Projektionen PV-exprimierender Zellen auf die perisomatische Region von MC kon-
zentriert. In mittleren und groBen Distanzen vom MC-Soma von meht als 75 um in LII/III bzw.
125 pm in LV, ist der relative Anteil der VIP-Einginge hingegen grof3er.



3 Ergebnisse 57

Fur MC in LII/III weisen die Werte der VIP- und PV-Projektionen am Soma (0-25 um Dis-
tanz; VIP: 0,67; PV: 0,86) und perisomatisch in 25-75 wm Distanz (VIP: 0,59; PV: 0,45) keine
signifikanten Unterschiede auf. Betrachtet man die Distanzen ab 75 pum, so sind die mittleren
normalisierten Einginge von VIP- deutlich stirker als die von PV-exprimierenden Zellen; 75-
125 pm (VIP: 0,41; PV: 0,16; p<0,001), 125-175 um (VIP: 0,22; PV: 0,03; p<0,001), 175-
225 um (VIP: 0,06; PV: 0,01; p=0,003) und 225-275 um (VIP: 0,01; PV: 0,00; p=0,018).

Fir synaptische Projektionen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf MC in LV sind die
PV-Einginge tendenziell am Soma stirker (VIP: 0,76; PV: 0,99), aber perisomatisch (25-
75 um: VIP: 0,63; PV: 0,56) sowie in proximalen subzelluliren Regionen (75-125 um: VIP:
0,34; PV: 0,33) dhnlich stark wie VIP-Einginge. In Entfernungen von 125-175 um (VIP: 0,21;
PV: 0,06), 175-225 pm (VIP: 0,09; PV: 0,00) und in den entferntesten Bereichen (225-275 um:
VIP: 0,02; PV: 0,00) sind, analog zu den Ergebnissen in LII/III, die PV-Einginge tendenziell
schwicher als VIP-Einginge.

Damit bestitigt sich quantitativ die Beobachtung aus den gemittelten sCRACM-
Kartogrammen (Abb. 16B bis B*“), dass VIP-exprimierende Zellen auf alle subzellulidren Re-
gionen von MC projizieren, wihrend PV-exprimierende Zellen annihernd keine Projektionen
auf distale Bereiche (175-225 pm) haben und im Vergleich auf Regionen mittlerer Distanz von

den MC-Somata (75-175 pum) signifikant schwichere Projektionen besitzen.

Nachdem nun die Stirke der VIP- und der PV-Einginge in verschiedenen Distanzen vom
MC-Soma miteinander verglichen wurde, soll in einer abschlieBenden Fragestellung fur die
Projektionen von VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen geklirt werden, welchen Anteil die
Einginge in den einzelnen Entfernungen vom Soma relativ zu den Gesamteingingen der je-
weiligen Interneuronenklasse haben. Dafiir wurden die einzelnen subzelluliren Distanzen zum

Soma in Relation zu den Gesamteingangen einer Gruppe betrachtet.

Die Berechnung erfolgte ausgehend von den normalisierten absoluten Werten (Abb. 17A und
A9). Der Fingang jeder Distanz wurde durch die Gesamteinginge dividiert und erneut gegen
die Distanzen zum Soma aufgetragen. So ergeben alle resultierenden Werte in Summe 100%,
wihrend jeder einzelne Wert aussagt, welcher relative Anteil der Gesamteinginge von VIP-
bzw. PV-exprimierenden Zellen in welcher Distanz von den MC-Somata eingeht (Abb. 17B
und B). Standardabweichung und -fehler resultieren aus der Varianz zwischen den einzelnen
sCRACM-Kartogrammen. Diese Analyse wurde wie zuvor fiir jede Gruppe getrennt durchge-
fihrt und die resultierenden relativen VIP- und PV-Einginge derselben Schicht statistisch

verglichen. Fir alle Werte sieche Tab. A6 im Anhang.
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In LII/III wurden Einginge auf 16 MC (VIPMC n = 8; PV>MC n = 8) analysiert. Am
Soma konzentrieren sich 57% der PV-Gesamteinginge, signifikant mehr (p=0,015) als der
Anteil der VIP-Gesamteinginge von 34%. Die Betrachtung der relativen Anteile der PV- bzw.
VIP-Gesamteinginge zeigt hier einen Unterschied der Projektionsmuster auf, der bei alleiniger
Berticksichtigung der absoluten normalisierten Werte (vgl. Abb. 17A) nicht signifikant ist. In
25-75 um Distanz ist der relative Anteil der Einginge beider Zellpopulationen identisch (VIP:
30%; PV: 30%), wihrend in allen gréBeren Distanzen die relativen Einginge VIP-
exprimierender Zellen stirker sind. So betragen die relativen PV-Einginge 10% (75-125 um),
3% (125-175 um) und in Distanzen Gber 175 um 0%. Sie sind signifikant geringer als VIP-
Einginge in diesen Distanzen vom Soma mit 21% (p= 0,01; 75-125 um), 11% (p= 0,001; 125-
175 um), 3 % (p= 0,007; 175-225 um) und 1% (p= 0,018; 225-275 um) (Abb. 17B).

Fur Projektionen auf MC der LV (VIP>MC n = 4; PV->MC n = 2) zeichnen sich folgende
Tendenzen ab: Der relative Anteil der Einginge PV-exprimierender Zellen ist am Soma (0-
25 um) mit 51% groBer als der VIP-exprimierender Zellen mit 37%. Perisomatisch (VIP: 31%;
PV: 29%) und in 75-125 um Entfernung vom Soma (VIP: 17%, PV: 17%) sind die relativen
Einginge beider Zellpopulationen dhnlich grof3. In allen Distanzen gro3er als 125 um ist hin-
gegen fir VIP-Einginge der relative Anteil an den Gesamteingingen hoher als fir PV-
Einginge. Fir VIP-exprimierende Zellen betrigt er 10% in mittleren, 4% in distalen und 1%
in den entferntesten Regionen, wihrend nur 3% des Anteils der PV-Einginge auf mittlere

Distanzen entfillt und 0% auf Distanzen gréBer als 125 um vom MC-Soma (Abb. 17B°).

Somit kann eine distinkte Verteilung der synaptischen Projektionen auf die Dendritenbdume
von MC durch VIP- und PV-exprimierende Zellen angenommen werden. Projektionen PV-
exprimierender Zellen sind stirker als die VIP-exprimierender Zellen auf die (peri-)somatische
Region von MC konzentriert. In allen subzelluliren Regionen mit einer Distanz von mehr als
75 um in LII/II bzw. von mehr als 125 um in LV ist der relative Anteil der VIP-Einginge

hingegen groBer. In LII/III sind diese Unterschiede der Projektionsmuster signifikant.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Projektionen inhibitorischer Interneurone auf Martinotti-Zellen
der Schichten II/III und V des Barrel-Kortex zu untersuchen. Dabei wurde der Fokus auf die
Einginge von VIP- und PV-exprimierenden Zellen gelegt. Des Weiteren wurde der Frage
nachgegangen, auf welche subzelluliren Kompartimente die synaptischen Einginge dieser
beiden Interneuronenklassen bevorzugt lokalisiert sind. Dazu wurden Messungen der synapti-
schen Finginge von beiden Zelltypen am Dendritenbaum von MC kartiert. Die ausgewerteten
Daten stammen von mittels der Patch-clamp-Methode abgeleiteten Zellen, die direkt oder deren
Einginge nach optogenetischer Transduktion mit einem Laser stimuliert wurden. Fur die sub-
zelluliren Kartierungen wurde die sCRACM-Methode angewendet, die eine Lokalisierung von

ChR2-transduzierten Prisynapsen von VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen ermdglicht.

Fur Martinotti-Zellen in Schicht II/IIT und V des Barrel-Kortex der Maus konnen folgende

Hauptaussagen getroffen werden:

1. Martinotti-Zellen werden zuverlissig durch VIP- und PV-exprimierende Zellen inhi-
biert. Von den untersuchten Martinotti-Zellen erhalten 100% Einginge von VIP- und
96% Einginge von PV-exprimierenden Zellen.

2. Durch PV-exprimierende Zellen ausgeloste IPSC haben eine signifikant kiirzere La-
tenz sowie tendenziell groBBere Amplituden und eine schnellere Kinetik.

3. Die Umkehrpotentiale der optisch evozierten IPSC liegen im Bereich des Gleichge-
wichtspotentials fiir Chlorid-Tonen.

4. Die axonalen VIP- und PV-Projektionen auf die postsynaptischen Martinotti-Zellen
weisen distinkte Verlaufsmuster auf. Wihrend die Axone der PV-Zellen eher horizon-
tal intralaminir verlaufen, zeigen die Axone der VIP-Zellen eine eher vertikale trans-
lamindre Ausrichtung, insbesondere in LV.

5. Projektionen PV-exprimierender Zellen terminieren bevorzugt auf die somatischen
und perisomatischen Kompartimente von Martinotti-Zellen, wohingegen VIP-
exprimierende Zellen auf den gesamten Dendritenbaum inklusive der distalen Dendri-

ten projizieren.
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4.1 Methodische Betrachtungen

Ob MC Projektionen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen erhalten, wurde mittels opti-
scher Stimulation der ChR2-transduzierten prisynaptischen Zellen und simultaner elektrophy-
siologischer Ableitung der induzierten IPSC an MC untersucht. Die IPSC wurden des Weite-

ren in ihrer Latenz, Amplitude und Kinetik analysiert und verglichen.

Eine gezielte Stimulation der genetisch definierten Neuronenklassen wurde mittels Cre-
abhingiger ChR2-Expression in transgenen Miusen ermdglicht. Cre-Mauslinien werden als
sehr spezifische und sensitive Modelle angesehen (Taniguchi et al. 2011; Walker et al. 2010).
So sind VIPcre-Mduse hochsensitiv und spezifisch fir die gesamte Population VIP-
exprimierender Zellen (Pronneke et al. 2015). Die Spezifitit der ChR2-Expression in PVcre-
Miusen ist moglicherweise geringer, so wurde neben der Expression der Cre-Rekombinase in
PV-Zellen (Hippenmeyer et al. 2005; Pfeffer et al. 2013) eine vereinzelte Expression auch in
Pyramidenzellen der LV vermutet (Witte und Staiger 2018) und kiirzlich nachgewiesen (Haf-
ner et al. 2019). Alle in dieser Arbeit abgeleiteten ChR2- und mCherry-exprimierenden PV-
und VIP-Zellen wurden anhand ihrer elektrophysiologischen Charakteristika und ihrer Mot-
phologie in ihrer Identitit bestitigt (siche Abschnitt 4.2.1). Fur postsynaptische Messungen
der Einginge auf MC wurden diese im [oltage-clamp-Modus auf +10 mV geklemmt. Somit
wurde die Triebkraft fiir mégliche exzitatorische Finginge von Pyramidenzellen in PVcre-
Miusen minimiert, da diese ein Umkehrpotential von ca. 0 mV haben, der elektrochemische
Gradient fir inhibitorische Einginge durch den Einstrom von Chlorid-Ionen (Umkehrpoten-
tial ca. -84,2 mV) jedoch maximiert. Des Weiteren ist die Latenz der lichtinduzierten IPSC bei
der PV-transduzierten Zellpopulation stets schneller als die der reinen VIP-Population und
liegt zudem in einem Bereich von 2,2 bis 3,8 ms, so dass eine disynaptische Transmission aus-

geschlossen werden kann.

Die Nutzung optogenetischer Methoden fir die Stimulation der prisynaptischen Zellen er-
moglicht insbesondere eine genetische sowie eine hohe zeitliche und 6rtliche Spezifitit der
Stimulation im Vergleich zu herkémmlichen Verfahren mit Elektroden (Scanziani und Haus-
ser 2009). In der Literatur finden sich kontrire Aussagen, inwieweit diese Methode zur quanti-
tativen Analyse synaptischer Figenschaften geeignet ist (Petreanu et al. 2007; Kn6pfel und
Boyden 2012). Transduktion der prisynaptischen Zellen mittels eines Cre-abhingigen Virus
fihrt zu unterschiedlichen Expressionsraten der ChR2 zwischen den Tieren und zwischen
einzelnen Zellen. Dies bedingt eine hohe Varianz der lichtinduzierten Depolarisationen und

kann quantitative Analysen synaptischer FEigenschaften erschweren.
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Im Gegensatz zu Paarableitungen kann optische Stimulation Axone mehrerer Zellen simultan
aktivieren und synaptische Ubertragungen sowohl direkt durch lichtinduzierte Depolarisation
einer Prasynapse als auch sekundir durch Generierung von AP im Soma oder in anderen axo-
nalen Abschnitten auslosen (Petreanu et al. 2009). Verschiedene Latenzen der induzierten
synaptischen Ubertragungen kénnen zu einer Uberlagerung mehrerer Komponenten im post-
synaptischen IPSC fihren, und somit distinkte IPSC-Eigenschaften maskieren. Zudem verfu-
gen ChR2 dber eine eigene Kinetik, die sich in Messungen mit der IPSC-Kinetik tberlagern
kann (Knépfel und Boyden 2012). Auch kann die ChR2-vermittelte Depolarisation von Neu-
ronen sich abhingig vom Zelltyp unterscheiden (Herman et al. 2014). Wihrend optogeneti-
sche Methoden hervorragend dafiir geeignet sind, die Existenz von Verbindungen zwischen
Zellpopulationen nachzuweisen, sind sie demnach fiir die Evaluation der Kinetik postsynapti-

scher Stréme deutlich weniger exakt als Paarableitungen.

Durch gezielte raumliche Skalierung der optischen Stimulation der ChR2-transduzierten Zel-
len wurden in dieser Arbeit mittels der SCRACM-Methode nach Petreanu et al. die Projektio-
nen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf dendritische Kompartimente von MC in
subzellulirer Auflésung kartiert. Nicht in allen nach dieser Methode kartierten Feldern, in
denen ein optisch evozierter IPSC gemessen wurde, liegt ein Ast des geftllten und rekonstru-
ierten Dendritenbaums der abgeleiteten MC. Solche falsch positiven Messungen liegen in eini-
gen Kartogrammen in Distanzen bis zu 100 um entfernt vom nichstgelegenen dendritischen
Ast vor. Dies deckt sich mit Messungen von Petreanu et al., die in ihren sSCRACM Experi-
menten ebenfalls falsch positive Felder in einer Entfernung bis zu 60 um vom Dendriten der
postsynaptischen Zelle nachweisen konnten. In einem Kartogramm fir MC der L5 lag fur
VIP-Projektionen eine héhere Abweichung vor (200 um). Insgesamt konnte fir 5 von 22 ab-
geleiteten MC keine Rekonstruktion des Dendritenbaumes erthoben werden. Die Daten dieser
Zellen wurden jedoch fiir die Analysen bertcksichtigt, da die Kartogramme sich nicht eindeu-

tig von denen mit Rekonstruktion unterschieden.

Fir eine optimale Auflésung dirfen die ChR2-transduzierten prisynaptischen Axone nur im
Bereich des Laserstrahls tberschwellig depolarisieren und synaptische Vesikel freisetzen. Eine
Depolarisation kann in Axonen aktiv und passiv weitergeleitet werden (Purves et al. 2001).
Die aktive Fortleitung wurde effizient mittels TTX blockiert, sodass die Auflésung von der
passiven axonalen Fortleitung abhingt, welche im Gegensatz zur aktiven Weiterleitung nicht
blockiert werden kann. Wihrend der passiven Fortleitung wird die Depolarisation stark abge-
schwiicht, dennoch kénnen gegebenenfalls Synapsen aulerhalb des Laserstrahls aktiviert wer-
den. Die maximale Distanz vom Stimulationsort hingt von der axonalen Membranlingskon-

stante und dem Ausmal} der Depolarisation ab, welche wiederum vom ChR2-Expressionsgrad
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und der Laserenergie abhingt (Purves et al. 2001; Williams und Mitchell 2008; Petreanu et al.
2009).

Zwischen Hirnschnitten und zwischen einzelnen Zellen innerhalb eines Schnittes variiert das
Ausmal} der Depolarisation bei identischer Laserenergie stark und zeigt keine statistische Ab-
hingigkeit vom Zelltyp. Dieses Phidnomen erklirt sich durch variierende ChR2-
Expressionslevel und ist fiir ChR2-Expression mittels viraler Transduktion bekannt (Atasoy et
al. 2008; Petreanu et al. 2009). Typischerweise ist die Expression im Zentrum der Injektion am
héchsten und nimmt mit der Entfernung ab (Nathanson et al. 2009). Dies macht eine indivi-
duelle Kalibrierung der Laserenergie und eine Normalisierung der Messwerte in jedem Expe-
riment notwendig. Fir die Kalibrierung fehlt ein einheitlicher Maf3stab, sodass in einzelnen
Experimenten eine iiberhéhte Laserenergie und somit eine tbermillige priasynaptische Depo-
larisation nicht ausgeschlossen werden kann. Durch Normalisierung der gemessenen IPSC auf
die jeweils groB3te gemessene Amplitude eines Kartogramms ist dies fiir den Vergleich der
relativen Werte nicht relevant, beeinflusst aber die Auflésung negativ. In zukiinftigen Experi-
menten kénnte durch zz-utero-Elektroporation eine gleichmifligere ChR2-Expression erreicht
werden (Knopfel und Boyden 2012), um die Bestimmung einer konstanten optimalen Laser-
energie zu ermoglichen. Eine andere Mdéglichkeit bestiinde in der Detektion des Dendriten-
baumes im Experiment selbst, um die Laserenergie daran zu kalibrieren. Aufgrund des hetero-
genen Dendritenbaumes von MC ist eine Vorhersage im akuten Hirnschnitt, wie sie fiir spiny
stellate cells in der Schicht IV des Barrel-Kortex getroffen werden kann (Guy et al. 2017), nicht
moglich. Eventuell konnte eine Applikation von Farbstoffen (Alexa Fluorophore) in die intra-
zellulire Pipettenlésung kombiniert mit einem hochauflésenden 2-Photonenmikroskop den

Dendritenbaum direkt wihrend des Experimentes darstellen.

4.2  Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Stimulation ChR2-transduzierter VIP- und PV-exprimierender Zellen

Mittels optischer Stimulation wurden in dieser Arbeit Projektionen von VIP- und PV-
exprimierenden Zellen auf MC untersucht. Zur Uberpriifung der Spezifitit der Virus-
Transduktion, wurden die mCherry-positiven, ChR2-exprimierenden VIP- und PV-Zellen
elektrophysiologisch charakterisiert, mit Biocytin gefillt, gefirbt und unter dem Mikroskop

morphologisch beurteilt.

Alle in VIPcre-Mdusen untersuchten ChR2-transduzierten Zellen zeigen ein kontinuierlich

adaptierendes oder irregulires Feuermuster sowie eine doppelt gebiischelte oder bipolare so-
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matodendritische Morphologie, tibereinstimmend mit Beschreibungen der heterogenen VIP-
Zellpopulation in der Literatur (Kawaguchi und Kubota 1996; Cauli et al. 1997; Lee et al.
2010; Rudy et al. 2011; Pronneke et al. 2015). Die abgeleiteten Virus-transduzierten Zellen in
PVcre-Miusen weisen alle ein schnelles Feuermuster und eine multipolare Konfiguration mit
meist groflem, runden Zellkérper auf. Diese Merkmale sind charakteristisch fir PV-
exprimierende Zellen (Cauli et al. 1997; Kawaguchi und Kubota 1997; Ascoli et al. 2008; Rudy
et al. 2011). Somit wurden die abgeleiteten Zellen sicher als VIP- bzw. PV-exprimierende Zel-

len identifiziert und eine ausreichende Spezifitit der ChR2-Transduktion gesichert.

Um auf ausreichend hohe ChR2-Expressionslevel zu testen, wurden die abgeleiteten ChR2-
transduzierten Zellen per Laser stimuliert und die lichtinduzierte Depolarisation aufgezeich-
net. Alle Neurone lieBen sich durch addquate Stimuli bis zur Feuerschwelle depolarisieren. Da
ChR2 verteilt in der gesamten Zellmembran, inklusive der neuronalen Fortsitze, eingebaut
werden, ist davon auszugehen, dass sich mit ausreichend hoher Laserenergie auch bei Stimula-
tion einzelner Prisynapsen zuverlissig synaptische Ubertragungen auslésen lassen (Atasoy et

al. 2008; Petreanu et al. 2009; Knopfel und Boyden 2012).

4.2.2 Inhibitorische Projektionen VIP- und PV-exprimierender Zellen auf Martinotti-

Zellen

Um MC sicher gegentiber anderen Neuronen abzugrenzen, wurden GIN-Miuse sowie elekt-
rophysiologische und morphologische Charakteristika von MC verwendet. Die GIN-Maus ist
eine gut charakterisierte transgene Mauslinie, bei der eine Subpopulation SST-exprimierender
GABAerger Interneurone mit GFP fluoreszenzmarkiert ist (Oliva et al. 2000; Fischer 2018).
MC sind die grofite Subpopulation SST-exprimierender Interneurone und sollen ca. 80% der
GFP-exprimierenden Neurone in GIN-Miusen ausmachen, sodass dieses Mausmodell gut fiir
die Untersuchung von MC geeignet ist (Ma et al. 2006; Fanselow et al. 2008; McGarry et al.
2010). Anhand ihrer GFP-Fluoreszenz wurden ausschlief3lich diese Zellen zur elektrophysio-
logischen Ableitung ausgewihlt und fiir eine eindeutige morphologische Charakterisierung mit
Biocytin geftllt und gefarbt. Fur alle in dieser Arbeit berticksichtigten MC stimmen die cha-
rakteristischen morphologischen Merkmale, insbesondere ihre zur LI aufsteigenden und sich
dort breit verzweigenden Axonkollateralen sowie meist ovale Zellkdrper mit multipolar abge-
henden Dendritendsten, mit der Literatur tberein (Wang et al. 2004; Markram et al. 2004).
Mittels in Current-clamp-Konfiguration injizierter Strompulse wurden die GFP-positiven Zellen
zu Beginn der Ableitungen elektrophysiologisch charakterisiert. Fir die Messung distaler
dendritischer Einginge in den folgenden Versuchsteilen musste eine cisiumbasierte Pipetten-

lI6sung eingesetzt werden. Uber die Blockade von Kaliumkanilen verindert Cisium die elekt-
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rophysiologischen Eigenschaften der abgeleiteten Zellen (Adelman und Senft 1966). Als Kon-
trolle wurden einzelne MC mit kaliumbasierter Pipettenlosung abgeleitet und unter anderem
das typische leicht depolarisierte Ruhemembranpotential (-63,40 £ 3,41 mV) sowie eine nied-
rigen Feuerschwelle (-37,85 * 3,14 mV) bestimmt. Bei Verwendung von Cisium wurden kur-
ze charakterisierende Messungen direkt nach Erreichen der Whole-cel-KKonfiguration durchge-
fihrt, um den Einfluss des Cisiums zu verringern, sodass das Ruhemembranpotential initial
mit -64,69 * 2,26 mV bestimmt werden konnte. Damit liegt es auf dem Niveau der Ableitun-
gen ohne Cisium und wurde erst unter zunehmender Diffusion langsam positiver. Typisch fir
MC ist des Weiteren das stets beobachtete adaptierende Feuermuster. Diese Werte sind ver-
einbar mit den in der Literatur beschriebenen Messwerten fiir MC in GIN-Mausen und Ratten
(Ruhemembranpotential -67 bis -55 mV; Feuerschwelle -47 bis -36 mV) (Wang et al. 2004; Ma
et al. 2006; McGarry et al. 2010).

Letztlich wurden die abgeleiteten Zellen anhand dieser drei Parameter sicher als MC identifi-
ziert: (1) Der GFP-Fluoreszenz der abgeleiteten Zellen in der GIN-Maus, bei der weitestge-
hend MC mit GFP markiert sind. (2) Der morphologischen Charakterisierung, anhand des in
LI aufsteigenden und sich dort weit verzweigenden Axons. (3) Des adaptierenden Aktionspo-

tentialmusters in den elektrophysiologischen Ableitungen.

AnschlieBend wurden ihre inhibitorischen Einginge untersucht. GABAerge inhibitorische
Interneurone projizieren nicht nur auf exzitatorische Zellen, sondern auch auf andere inhibito-
rische Interneurone. So erhalten MC starke inhibitorische Projektionen. PV- und VIP-
exprimierende Zellen sind neben MC die gréfiten nicht-tiberlappenden inhibitorischen Zell-
populationen. Zusammen mit MC machen sie ca. 61-80% der Interneurone aus (Xu et al.
2010; Hioki et al. 2013; Pfeffer et al. 2013), sodass sie wahrscheinlich Urspriinge der Inhibition
von MC darstellen. In der Tat wurden Projektionen von VIP-exprimierenden Zellen auf MC
in vielen kortikalen Arealen bestitigt (Lee et al. 2013; Pfeffer et al. 2013; Pi et al. 2013; Jiang et
al. 2015; Karnani et al. 2016a; Karnani et al. 2016b). Fur Projektionen PV-exprimierender Zel-
len auf MC gibt es zunehmende Evidenz, teils aber kontrire Aussagen (Pfeffer et al. 2013;

Jiang et al. 2015; Karnani et al. 2016b).

Fir den primiren somatosensorischen Barrel-Kortex der Maus konnte in dieser Arbeit, mittels
optogenetischer Stimulation VIP- und PV-exprimierender Zellen und elektrophysiologischer
Ableitung an MC, gezeigt werden, dass MC zuverlissig Einginge sowohl von PV- als auch
von VIP-exprimierenden Zellen erhalten. In LII/III erhalten 100% der MC Einginge beider
Zellpopulationen, MC in LV erhalten in dieser Arbeit zu 89% PV- und in 100% VIP-

Einginge. In weiteren Versuchen unseres Labors wurden neben optogenetischen Methoden
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elektrophysiologische Paarableitungen von PV-exprimierenden Zellen auf MC durchgefihrt
und diese Verschaltung eingehend untersucht (Walker et al. 2016). So zeigte sich in Paarablei-
tungen, dass Projektionen einer abgeleiteten PV-exprimierenden Zelle auf eine MC in LII/III
des Barrel-Kortex mit einer Wahrscheinlichkeit von 58% bestehen (Walker et al. 2016). Diese
geringere Verbindungswahrscheinlichkeit erklart sich dadurch, dass bei optogenetischer Stimu-
lation eine PV-Zell-Population aktiviert wird, bei einer Paarableitung hingegen nur eine ein-

zelne Zelle.

Zuvor fanden sich in der Literatur in nur wenigen Studien mogliche Hinweise auf dieses
Schaltmuster, darunter Studien, in denen beide beteiligten Neurone nach ihren elektrophysio-
logischen Charakteristika eingeteilt wurden. So projizieren in LIV und LVI des Barrel-Kortex
der Ratte in Paarableitungen schnell feuernde Zellen auf inhibitorische Interneurone mit einer
niedrigen Feuerschwelle (Gibson et al. 1999). Zudem wurden in Paarableitungen inhibitori-
sche Einginge schnell feuernder Zellen auf SST-exprimierende Zellen der LIV im somatosen-
sorischen Kortex der Maus beschrieben (Hu et al. 2011; Ma et al. 2012). In den Studien kénn-
te es sich um Projektionen von PV-exprimierenden Zellen auf MC handeln, allerdings sind
tber 40% der SST-exprimierenden Zellen in LIV nicht Martinotti-, sondern X94-Zellen (Ma
et al. 2000). Diese Studien geben Hinweise fir eine mogliche Verschaltung von PV-
exprimierenden Zellen auf MC. Sie sind aber wegen der Klassifikationsunterschiede nicht ein-
deutig, da sich nicht mit Sicherheit darauf schlieBen lisst, ob es sich bei den untersuchten SST-
exprimierenden Zellen in LIV bzw. den Zellen mit niedriger Feuerschwelle um MC handelt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen in Erginzung zu den Paarableitungen von
Walker et al. somit eine Erweiterung des bisherigen Konzepts der Verschaltung GABAerger

Interneurone dat.

Fir den primiren visuellen Kortex gab es zunichst widerspriichliche Daten. Eine Studie be-
richtete, dass es keine Verbindung von PV- auf SST-exprimierende Zellen gibe (Pfeffer et al.
2013). Die Differenz zu dieser Arbeit konnte auf Unterschieden zwischen verschiedenen kor-
tikalen Regionen basieren (Scala et al. 2019). Allerdings wurden in der Studie von Pfeffer et al.
die Einginge auf Zellen untersucht, die nachtriglich mittels Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion auf RNA-Ebene als SST-exprimierende Zellen identifiziert wur-
den. Dies schlie3t Zellen mit ein, die SST zwatr auf mRNA-, nicht aber auf Protein-Ebene
exprimieren (Rudy et al. 2011). Zudem sind MC nur ecine Subpopulation aller SST-
exprimierenden Zellen neben X94-Zellen, die sich von MC unter anderem in ihren elektro-
physiologischen und morphologischen Eigenschaften unterscheiden (Ma et al. 2006; McGarty
et al. 2010). In dieser Arbeit wurden GFP-exprimierende Zellen der GIN-Maus untersucht,

die elektrophysiologisch und morphologisch sicher als MC identifiziert wurden. Gleichzeitig
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umfassen die GFP-exprimierenden Zellen der GIN-Maus nicht alle SST-exprimierenden Zel-
len des somatosensorischen Kortex (Oliva et al. 2000; Ma et al. 20006). So konnte sich die Dis-
krepanz zu den Ergebnissen von Pfeffer et al. dadurch erkliren, dass diese nicht die gleiche
Zellpopulation untersucht haben, sondern statt MC alle Interneurone, die auf RNA-Ebene
SST exprimieren. Zudem wurden in der Studie von Pfeffer die Stirken der Verbindungen
normalisiert zu den Eingingen der prisynaptischen Zellen auf Pyramidenzellen, was eine zu-
satzliche Maskierung von Projektionen PV-exprimierender Zellen auf MC zur Folge haben
konnte. In der vorliegenden Arbeit wurden Daten fir Miuse im Alter von P31-60 ausgewer-
tet, wihrend Pfeffer et al. Mduse im Alter von P18-30 fiir ihre Experimente verwendet haben.
Neuere Studien beweisen nun auch fir den visuellen Kortex Projektionen von Korbzellen
(Jiang et al. 2015) bzw. von PV-exprimierenden Zellen (Karnani et al. 2016b; Walker et al.
2016) auf MC mit einer Verbindungswahrscheinlichkeit von 16-35% in Paarableitungen. Diese
Studien wurden alle an Miusen im Alter von tber P27 durchgefithrt. Es ist demnach nicht
auszuschlieBen, dass Projektionen von PV-exprimierenden Zellen auf MC erst im reifen, nicht
aber im sich entwickelnden Neokortex bestehen, oder sich tber eine bestimmte elektrophysio-

logische Nachweisgrenze verstirken.

Projektionen VIP-exprimierender Zellen auf MC wurden hingegen schon vielfach beschrieben
und auch in élteren Studien gab es bereits Hinweise auf diese Verschaltung. In einer anatomi-
schen Studie mit korrelierter Licht- und Elektronenmikroskopie wurden im Barrel-Kortex der
Ratte bereits Synapsen von VIP- auf Calbindin-positive Zellen beschrieben (Staiger et al.
2004b), zu denen MC gehéren. Calbindin wird aber unter anderem auch von doppelten Bou-
quet-Zellen (engl. double bouguet cells) und neurogliaformen Zellen exprimiert (Gabbott und
Bacon 1996; Wang et al. 2002; Wang et al. 2004; Yavorska und Wehr 20106). In den letzten
Jahren wurde die Verschaltung von VIP-exprimierenden Zellen auf MC auch bei Miusen in
verschiedenen kortikalen Regionen bestitigt. Im primaren visuellen Kortex sind in optogeneti-
schen Versuchen SST-exprimierende Zellen das Haupt-Ziel der Projektionen VIP-
exprimierender Zellen (Pfeffer et al. 2013). MC sind nur eine Subpopulation der SST-
exprimierenden Zellen. Aber auch GIN-Zellen, deren gréfiter Anteil MC sind, erhalten im
visuellen Kortex in Paarableitungen mit 20% Verbindungswahrscheinlichkeit Einginge von
VIP-exprimierenden Zellen (Karnani et al. 2016a; Karnani et al. 2016b). Im auditorischen und
im medialen prifrontalen Kortex projizieren optogenetisch stimulierte VIP-exprimierende

Zellen ebenfalls zuverlissig auf GIN-Zellen (Pi et al. 2013).

Fir den primiren somatosensorischen Barrel-Kortex, der in dieser Arbeit untersucht wurde,
finden sich in der Literatur tUbereinstimmende Beobachtungen. Optogenetisch stimulierte

VIP- tiben dort starke Inhibition vor allem auf SST-exprimierende Zellen in der GIN-Maus
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aus (Lee et al. 2013). Bei optogenetischer Stimulation erhalten 100% der MC in LII/III des
Barrel-Kortex Einginge von VIP-exprimierenden Zellen, mit einer Verbindungswahrschein-

lichkeit von 35-40% in Paarableitungen (Karnani et al. 2016b; Walker et al. 2016).

4.2.3 Eigenschaften der lichtinduzierten IPSC an MC

Um auf die an der inhibitorischen synaptischen Transmission beteiligten Ionen und Rezepto-
ren zu rickzuschliefen, wurden thre Umkehrpotentiale bestimmt. Abziglich des Diffusions-
potentials von ca. 17 mV sind die Umkehrpotentiale der Einginge sowohl von VIP-
(-68,37 + 2,48 mV) als auch PV-exprimierenden Zellen (-64,87 £ 6,19 mV) im Bereich des
Gleichgewichtspotentials von Chlorid-Ionen (-84,2 mV). Die postsynaptische Wirkung der
Projektionen von diesen Interneuronen beruht vermutlich auf der Aktivierung von ionotropen
GABAj-Rezeptoren, die bereits fiur LII/III MC im Barrel-Kortex beschrieben werden
konnten (Delchmann 2018). In einer kurzlich durchgefithrten Studie der Arbeitsgruppe
konnten auch fir LV MC postsynaptische GABAxs-Rezeptoren nachgewiesen werden
(Glockner 2018). In beiden Studien wurde mittels Druckapplikation von GABA, sowie
Agonisten und Antagonisten, sowie mittels elektrischer Stimulation inhibitorischer
prasynaptischer Fasern der physiologische Nachweis tiber die ausschlieBliche Beteiligung von
GABAAx-Rezeptoren bei der inhibitorischen Transmission an den MC erbracht. GABAx-
Rezeptoren sind hauptsichlich fir Chlorid- und in geringerem Maf3e fiir Bicarbonat-Ionen
durchlissig (Bormann et al. 1987; Kaila 1994; Delchmann 2018). Die geringe Differenz der
Umbkehrpotentiale zum Chlorid-Gleichgewichtspotential ldsst sich auf die zusitzlichen Leitfd-
higkeit fiir Bicarbonat-Ionen mit einem Gleichgewichtspotential von -12,5 mV zurtckfihren.
Die lichtinduzierten IPSC der inhibitorischen Einginge von VIP- und PV-exprimierenden
Zellen auf MC lassen sich somit weitestgehend durch einen Fluss von Chlorid-Ionen durch

GABA-Tonenkanaile erklaren.

In PVcre-Mausen wurden signifikant positivere Umkehrpotentiale gemessen (-64,9 mV) als in
VIPcre-Miusen (-68,4 mV). Eine mogliche Erklirung kénnte eine unterschiedliche Zusam-
mensetzung der Untereinheiten der postsynaptischen GABAx-Rezeptoren sein, wie sie fur
zwei verschiedenen inhibitorische Interneurone in der LV im somatosensorischen Kortex
beschrieben werden konnte (Bacci et al. 2003). Im Hippocampus konnte gezeigt werden, dass
GABAx-Rezeptoren an Pyramidenzellen der Ammonshorn-Region 1 (CA1) aus unterschiedli-
chen Untereinheiten bestehen, die abhidngig vom prisynaptischen inhibitorischen Interneuro-
nen sind (Nguyen und Nicoll 2018). Aber auch verschiedene subzellulire Lokalisationen der
Synapsen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen am MC-Dendritenbaum kénnte aufgrund

des sogenannten space-clamp-Fehlers diese Differenz erkliren, da ein am Soma der Zelle in o/
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tage-clamp-Konfiguration angelegtes Haltepotential mit zunehmender dendritischer Distanz

schwicher wirkt (Bar-Yehuda und Korngreen 2008; Williams und Mitchell 2008).

Bei der weiteren Analyse der IPSC-Eigenschaften fallen einzelne signifikante Unterschiede in
der Latenz und der Kinetik der IPSC bezuglich des prisynaptischen Zelltyps auf. Dagegen
zeigen die Amplituden der lichtinduzierten IPSC sowie die mindestens benotigte Laserenergie
zur Induktion synaptischer Ubertragung keine signifikanten Unterschiede beziiglich des pri-
synaptischen Zelltyps. Jedoch lassen sich tendenziell gréBere Amplituden bei Stimulation PV-
exprimierender Zellen beobachten. Eine ahnliche Laserenergieschwelle und vergleichbare
IPSC-Amplituden deuten auf eine dhnliche Stirke der Projektionen von VIP- und PV-
exprimierenden Zellen auf MC hin. Da fir die Verschaltung von VIP-exprimierenden Zellen
auf MC unter 7z vivo Bedingungen eine physiologische Relevanz nachnachgewiesen werden
konnte (Lee et al. 2013; Pi et al. 2013; Fu et al. 2014), ist naheliegend, dass auch die PV-
exprimierenden Zellen eine essentielle Funktion im Schaltkreis des Barrel-Kortex haben. Al-
lerdings gibt es derzeit keine darauf verweisenden Studien. Auf Einzelzellebene, d.h. in Paar-
ableitungen von PV-exprimierenden Zellen und MC im Hirnschnitt haben die IPSC sogar die
vierfache Amplitude im Vergleich zu prasynaptischen VIP-exprimierenden Zellen (Walker et
al. 2016). Es ist anzunehmen, dass in den optogenetischen Populationsstimulationen die signi-
fikant groBBeren Amplituden der PV-Einginge maskiert werden. Die Bedeutung und die phy-
siologische Relevanz der PV-vermittelte Inhibition an den MC wird in weiteren 7 vivo Studien
nachzuweisen sein, da unter anderem aufgrund starker Schwankungen der ChR2-
Exprimierung ein quantitativer Vergleich der Stirke der Projektionen nur sehr eingeschrinkt

moglich ist.

Die durch PV-exprimierende Zellen ausgeldsten IPSC weisen in dieser Arbeit kiirzere Laten-
zen und Anstiegszeiten im Vergleich zu VIP-vermittelten IPSC bei unterschiedlichen Laser-
energien auf. Die weiteren kinetischen Charakteristika der IPSC von beiden prisynaptischen
Zelltypen ahneln sich, mit einer Tendenz fur eine kirzere Anstiegs- und Abfallzeit bei PV-
Eingingen. Diese IPSC-Eigenschaften decken sich mit Messungen aus Paarableitungen von
VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen und MC, in denen die PV-Einginge signifikant kiirzere
Latenzen und Anstiegszeiten besitzen (Walker et al. 2016). Dass in Paarableitungen zusitzliche
Signifikanzen auftreten, kann dadurch erklirt werden, dass optische Stimulation einen unphy-
siologischen Stimulus darstellt und im Vergleich zu reinen Patch-clamp-Paarableitungen nur
eingeschrinkt fiir die Untersuchung der IPSC-Kinetik geeignet ist (vgl. Abschnitt 4.1). Die
Unterschiede in Latenz und Kinetik kénnen auf mehrere Ursachen zuriickzufithren sein. So
konnten die Synapsen von VIP- im Vergleich mit denen von PV-exprimierenden Zellen auf

MC verschiedene biophysikalische Eigenschaften der Priasynapsen oder eine unterschiedliche



4 Diskussion 69

Zusammensetzung der GABAs-Rezeptoren an der Postsynapse aufweisen (Klausberger et al.
2002; Bacci et al. 2003). Fiir synaptische Ubertragungen zwischen Interneuronen wurde beo-
bachtet, dass die Anstiegszeit vom prisynaptischen und die Abfallzeit vom postsynaptischen
Neuron abhingt (Ma et al. 2012). Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass bei der IPSC-
Anstiegszeit bei einigen Laserintensititen signifikante Unterschiede beziiglich der prisynapti-
schen Zelltypen bestehen, bei den Abfallzeiten jedoch nicht. Eine andere Ursache kénnte sein,
dass VIP- und PV-exprimierende Zellen auf verschiedene subzellulidre dendritische Regionen
projizieren. Infolge der elektrotonischen Fortleitung im Dendriten werden weiter distale Ein-
ginge abgeschwicht und verlangsamt (Spruston et al. 1994). So kénnen die IPSC aufgrund
verschiedener Distanzen der Synapsen bei Messung am MC-Soma unterschiedlich erscheinen.
Dieser Effekt des space-clamp-Fehlers wird durch die Verwendung von cisiumbasierter Pipet-
tenlosung verringert, aber nicht ausgeschaltet (Williams und Mitchell 2008). Die gréBlere La-
tenz und lingere Anstiegszeit der Fingidnge von VIP-exprimierenden Zellen kénnen ein Hin-
weis auf Synapsen an weiter distalen dendritischen Kompartimenten sein, bei eher proximalen
Synapsen von PV-exprimierenden Zellen auf MC. Auch die tendenziell geringere Amplitude
und lingere Abfallzeit der VIP-Einginge sind mit den Auswirkungen einer lingeren elektroto-

nischen Fortleitung vereinbar.

4.2.4 Axonale Projektionsverldufe und subzellulire synaptische Projektionsmuster

4.2.4.1 Axonale Projektionsverliufe

Subtypen inhibitorischer GABAerger Interneurone haben eine distinkte axonale Morphologie
und spezifische Zielzellen ihrer axonalen Projektionen (Markram et al. 2004; Ascoli et al. 2008;
Staiger et al. 2015a). Folglich wurden in dieser Arbeit die axonalen Verlaufsmuster der VIP-
und PV-Projektionen im Verhiltnis zu den postsynaptischen MC untersucht. Dafiir wurden
Axone von ChR2-transduzierten VIP- und PV-exprimierenden Zellen schrittweise in der Um-
gebung von abgeleiteten MC stimuliert. Aus den Amplituden der optisch evozierten IPSC
wurden Kartogramme erstellt, die den Verlauf und die Stirke der Axone (der VIP- bzw. PV-
exprimierenden Zellen), die auf die MC projizieren, abbildet (siche Abb. 14). Diese axonalen
VIP- und PV-Projektionen auf MC weisen distinkte Verlaufsmuster auf. Wihrend die Axone
der PV-Zellen eher horizontal intralaminar verlaufen, zeigen die Axone der VIP-Zellen eine

cher vertikale translaminire Ausrichtung, insbesondere in LV.

Diese Beobachtungen lassen sich gut mit der axonalen Motrphologie von PV- und VIP-
exprimierenden Zellen vereinbaren. PV-exprimierende Zellen entsprechen morphologisch

Korbzellen und Kronleuchterzellen (Kawaguchi und Kubota 1997; Ascoli et al. 2008). Sie sind
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in den neokortikalen Schichten II bis VI etwa gleichmilig verteilt (Rudy et al. 2011; Hioki et
al. 2013). Kronleuchterzellen bilden ausschlieBlich Synapsen auf Pyramidenzellen, kommen
also als Quelle der Inhibition von MC nicht in Frage (Somogyi 1977). Die Axone von PV-
exprimierenden Korbzellen, die auf Pyramidenzellen und inhibitorische Interneurone projizie-
ren, weisen Uberwiegend einen waagerechten Verlauf innerhalb ihrer eigenen kortikalen
Schicht auf (Kawaguchi und Kubota 1993; Kisvarday et al. 1993; Hioki et al. 2013). Die in
dieser Arbeit gemachte Beobachtung, dass MC in PV-Einginge tberwiegend horizontal aus
ithrer eigenen Schicht erhalten, ist demnach gut mit der axonalen Morphologie PV-

exprimierender Korbzellen vereinbar.

Die Ausrichtung der axonalen VIP-Einginge, auf LII/III MC iberwiegend von oberhalb der
MC-Somata und auf LV MC ausgeprigt vertikal und translaminir orientiert, ist ebenfalls gut
mit der Morphologie und der Lokalisation VIP-exprimierender Zellen vereinbar. Ca. 59% der
VIP-exprimierenden Zellen im Batrel-Kortex liegen in LII/III, mit der groBten Dichte im
oberen Bereich dieser Schicht (Connor und Peters 1984; Lee et al. 2010; Pronneke et al. 2015;
Almasi et al. 2019). Thre Axone verzweigen sich zum einen dort lokal, zum anderen entsenden
sie typischerweise starke Axonkollateralen radidr in tiefere Schichten, die bis in LVI reichen
(Rudy et al. 2011; Pronneke et al. 2015; Karnani et al. 2016a). Die Axone von LIV-LVI VIP-
Zellen reichen hingegen nicht bis in die supragranuliren Schichten und beschrinken sich fast
ausschlieBlich auf LV-LVI (Pronneke et al. 2015). LII/IIT MC erhalten demnach ihre Eingin-
ge von VIP-exprimierenden Zellen aus LII/III und mdglicherweise zu einem minimalen An-

teil aus LI, in der nur 2% aller VIP-exprimierenden Zellen liegen.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit, dass axonale Einginge auf LV MC streng vertikal ori-
entiert sind, in Zusammenschau mit der axonalen Morphologie VIP-exprimierender Zellen, ist
zu vermuten, dass MC in LV den Grofteil ihrer VIP-Einginge von Zellen aus LII/III erhal-
ten. Von horizontal innerhalb der eigenen kortikalen Schicht scheinen vergleichsweise wenige
Projektionen von VIP-Zellen, die nur zu etwa 10% in LV lokalisiert sind (Pronneke et al.
2015), zu kommen. So betrigt in Paarableitungen von Walker die Verbindungswahrschein-
lichkeit von LV VIP-Zellen auf LV MC nur ca. 17% im Vergleich zu 35% fur VIP-
exprimierende Zellen und MC in LII/III. Projektionen von VIP-exprimierenden Zellen in
LII/III auf LV MC wurden bereits in einzelnen Paarableitungen bestitigt, allerdings ohne dass
bislang eine Quantifizierung der Verbindungswahrscheinlichkeit méoglich war (Walker 2016).
Die Verteilung axonaler Boutons, die als Orte prisynaptischer Spezialisierung bekannt sind,
von LII/IIT VIP-Zellen konzenttiert sich zu 43% auf LII/III und 35% auf LV (Pronneke et
al. 2015). Dies ist vereinbar mit starken Projektionen von VIP-exprimierenden Zellen der

LII/III auf MC sowohl in LII/IIT als auch LV. Welcher prozentuale Anteil der VIP-Einginge
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aus LII/IIT und welcher Anteil aus der eigenen Schicht kommt, bleibt fir MC der LV zu un-

tersuchen.

In Studien mit fokaler Photolyse von caged-Glutamat fand sich eine Lokalisierung der Somata
von prisynaptischen Neuronen, die LIT/IIT MC inhibieren (ohne in die einzelnen Interneuro-
nenklassen zu differenzieren), tberwiegend in LII/III (76%) und in geringerem Ausmal3 in LI
(22%), nicht aber in tieferen Schichten (2%) (Walker 2016). Dies lisst sich ebenfalls gut mit
einer Inhibition der LIT/TIT MC durch VIP- und PV-exprimierende Zellen derselben Schicht
vereinbaren. Zudem ist es ein Hinweis darauf, dass es Projektionen weiterer Interneuronen-
klassen auf MC gibt, da in LI kaum PV- oder VIP-exprimierende Zellen lokalisiert sind (Rudy
et al. 2011; Hioki et al. 2013; Pronneke et al. 2015; Almasi et al. 2019), sondern tiberwiegend
neurogliaforme Zellen und weitere 5HT3a-positive Interneurone (Hestrin und Armstrong

1996; Miyoshi et al. 2010; Rudy et al. 2011).

Bemerkenswert ist zudem, dass in der vorliegenden Arbeit aus Richtung von LIV kaum PV-
Einginge auf MC nachgewiesen wurden, obwohl in dieser Schicht PV-exprimierende Zellen
mit ca. 55% die hdufigsten inhibitorischen GABAergen Interneurone sind (Rudy et al. 2011;
Hioki et al. 2013). Diese Beobachtung ist ebenfalls vereinbar mit der beschriebenen Lokalisa-
tion der Somata von Neuronen, die MC inhibieren. Mit 2% (LII/IIT) bzw. 8% (LV) erhalten
MC beider Schichten kaum inhibitorische Einginge von Neuronen aus LIV (Walker 2016).
Eine iltere Studie, die ebenfalls mittels fokaler Photolyse von caged-Glutamat durchgefiihrt
wurde, widerspricht dieser Lokalisation. Demnach erhalten MC in LII/III inhibitorische Ein-
ginge Uberwiegend von Zellen aus LII/III, LV und zu ca. 26% aus LIV (Xu und Callaway
2009). Da Xu und Callaway im Gegensatz zu Walker inhibitorische Einginge an MC nicht nur
in einem Zeitfenster von 10 ms, sondern bis zu 150 ms nach dem Stimulus bertcksichtigt
haben, ist zu vermuten, dass ihre Messungen disynaptische inhibitorische Einginge nach Sti-
mulation von Pyramidenzellen enthalten, und somit nicht zuverldssig auf die Lokalisation der
inhibitorischen Zellen geschlossen werden kann. Zwischen den inhibierenden Interneuronen-
klassen wurde dabei nicht differenziert, aber das Fehlen von Eingingen aus LIV deckt sich
mit den hier beobachteten horizontalen Verldufen der axonalen PV-Projektionen auf MC in

LIT/TII und LV.

Neurone, die MC der LV inhibieren, sind mit ihren Somata zu 20% in LII/III und zu 67% in
LV lokalisiert (Walker 2016). Unter Berticksichtigung der typischen axonalen Morphologie
VIP- und PV-exprimierender Zellen, der Verteilung axonaler Boutons und den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit ist anzunehmen, dass inhibitorische Projektionen auf LV MC aus

LII/III fast ausschlieBlich von deszendierenden Fasern von VIP-exptrimierenden Zellen
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stammen, Projektionen aus LV hingegen tberwiegend von PV- und einem geringeren Anteil

VIP-exprimierender Zellen.

4.2.4.2 Subzellulire Projektionsmuster

Nachdem PV- und VIP-exprimierende Zellen als Ursprung der Inhibition von MC identifi-
ziert wurden, blieb die subzellulire Lokalisation ihrer Synapsen bislang unbekannt. Da im
Dendriten bereits eine wesentliche Verarbeitung der Information stattfindet, bevor diese das
Soma erreicht, ist die Kenntnis dieser subzelluliren Projektionsmuster essenziell fir das Ver-
stindnis der Funktion kortikaler Schaltkreise (London und Hausser 2005; Hu und Vervaeke
2018). Nachdem zuvor in dieser Arbeit Verlaufsmuster der auf MC projizierenden Axone
untersucht wurden, wurde abschlieSend durch Stimulation der Prasynapsen, unter Blockade
aktiver Fortleitung mittels TTX nach der sSCRACM-Methode, die subzellulire Lokalisation der
Synapsen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen an den Dendritenbdumen der MC unter-

sucht.

In den Kartogrammen unter sSCRACM-Bedingungen konnte gezeigt werden, dass die Axone
von VIP- und PV-exprimierende Zellen in unterschiedlicher Art und Weise auf MC terminie-
ren. Sowohl in LII/III als auch in LV terminieren PV-exprimierende Zellen bevorzugt am
Soma bzw. an somanah gelegenen Feldern, wohingegen VIP-Axone einen viel weitreichende-
ren Bereich um das Soma abdecken. Uberlagert man gedanklich diese Terminationsfelder von
PV- und VIP-exprimierenden Neuronen mit dem mehr oder weniger gleichartigen Dendri-
tenbaum von MC der jeweiligen Schichten (Wang et al. 2004; Xu et al. 2013; Walker 2016;
Nigro et al. 2018), so lassen sich die Ergebnisse wie folgt interpretieren. Dabei wurden die
Felder anhand der Distanzen vom Soma mittels den Kriterien der Petilla-Terminologie in pe-
risomatische Region, proximale und distale Dendritenabschnitte eingeteilt (Ascoli et al. 2008).
Demnach kann postuliert werden, dass PV-exprimierende Zellen sowohl in LII/IIT als auch in
LV auf somatische und perisomatische MC-Kompartimente projizieren. VIP-exprimierende
Zellen hingegen verteilen ihre Synapsen tiber den gesamten Dendritenbaum, vom Soma bis zu
den distalen Dendritenabschnitten der MC. Auf einen direkten Vergleich der Projektionsmus-
ter in LII/III mit denen in LV wurde verzichtet, da die dendritische Morphologie der MC sich

zwischen diesen Schichten unterscheidet (Wang et al. 2004).

Dass inhibitorische GABAerge Interneurone Synapsen auf ihre Zielzellen in spezifischen und
distinkten subzellulidren Lokalisationen bilden, ist bekannt. Dabei wird grundsitzlich eine In-
hibition der somatischen und perisomatischen Region unterschieden von Inhibition des pro-
ximalen oder distalen Dendriten (Thomson und Deuchars 1997; Somogyi et al. 1998; Ascoli et

al. 2008; Staiger 2015). Mit der axonalen Morphologie von VIP- und PV-exprimierenden Zel-
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len ldsst sich deren Projektionsmuster auf MC gut vereinbaren. PV-exprimierende Zellen ent-
sprechen zwei morphologischen Interneuronenklassen, den Korbzellen und den Kronleucht-
erzellen, wobei erstere weiter unterschieden werden koénnen in kleine, grofle und Nest-
Korbzellen (Kawaguchi und Kubota 1997; Ascoli et al. 2008; Staiger et al. 2015a). Kronleuch-
terzellen zielen auf das axonale Initialsegment von Pyramidenzellen ab und kommen als Ur-
sprung der Inhibition von MC nicht in Frage (Somogyi 1977), sodass PV-Projektionen auf
MC von PV-exprimierenden Korbzellen stammen mussen. Deren Axone bilden korbartige
Geflechte um die Somata ihrer Zielzellen und bilden dort somatische und perisomatische Sy-
napsen (Kawaguchi und Kubota 1993; Kisvarday et al. 1993). VIP-exprimierende Zellen stel-
len hingegen eine heterogene Gruppe GABAerger Interneurone dar, auch beziiglich ihrer
Morphologie. Die meisten projizieren auf Dendriten (Hajos et al. 1988; Peters 1990; Kawagu-
chi und Kubota 1996, 1997), Soma-nahe Synapsen sind vermutlich vor allem auf eine Sub-
gruppe VIP-exprimierender kleiner Korbzellen zuriickzufithren (Acsady et al. 1996; Wang et
al. 2002). Es liegt nahe, dass die Abdeckung des gesamten MC-Dendritenbaums durch sich
erginzende Projektionen verschiedener morphologischer VIP-Zell-Subtypen erreicht wird.

Inwieweit die Subtypen funktionell verschiedene Aufgaben haben, ist bislang nicht bekannt.

Im Vergleich mit Projektionen VIP- und PV-exprimierender Zellen auf Pyramidenzellen ist
eine dhnliche distinkte subzellulidre Lokalisation der Synapsen beschrieben. In Paarableitungen
mit Zellrekonstruktionen sowie in licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen
schnellfeuernde Korbzellen Synapsen auf Somata, die perisomatische Region und dicke pro-
ximale Dendriten von Pyramidenzellen (Kawaguchi und Kubota 1996; Tamas et al. 1997;
Thomson und Deuchars 1997; Kubota et al. 2015). Im Hippocampus befinden sich Synapsen
von PV-exprimierenden auf Pyramidenzellen tberwiegend perisomatisch und an proximalen
Dendriten, nicht aber an distalen dendritischen Bilischeln. Dabei kotreliert das Vorkommen

von Synapsen negativ mit der Distanz vom Soma (Bloss et al. 2016).

VIP-exprimierende Zellen sind darauf spezialisiert, andere inhibitorische Interneurone zu in-
hibieren, projizieren aber in geringerem Ausmal} auch auf Pyramidenzellen (Connor und Pe-
ters 1984; Peters und Harriman 1988; Pfeffer et al. 2013). Thre Synapsen finden sich in licht-
und elektronenmikroskopischen Studien vor allem an kleinen und mittelgroen Dendriten.
Auf Somata von Pyramidenzellen wurden einzelne Synapsen beobachtet (Hajos et al. 1988;
Peters 1990; Kawaguchi und Kubota 1996, 1997). Auller in einzelnen Paarableitungen konnte
in diesen Studien meist nicht differenziert werden, zu welcher Neuronenklasse die postsynap-
tischen Dendriten gehéren. Eine neuere Studie zeigte mittels Elektronenmikroskopie und

immunhistochemischer Firbung GABAerger Strukturen, dass VIP-exprimierende Zellen auf
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nicht-GABAerge und auf inhibitorische GABAerge Neurone iiberwiegend Synapsen an den

Dendriten bilden sowie zu ca. 14% bzw. 10% an deren Somata (Zhou et al. 2017).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Lokalisation synaptischer Projektionen von VIP-
und PV-exprimierenden Zellen auf MC folgen somit dem gleichen grundlegenden subzellula-
ren Muster, wie ihre Projektionen auf Pyramidenzellen. Darauf, dass dieses Muster universell
fir Synapsen von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf inhibitorische Interneurone beste-
hen konnte, deuten weitere Untersuchungen hin. In Paarableitungen sowie licht- und elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen im visuellen Kortex der Ratte bilden Korbzellen Synap-
sen perisomatisch (Tamas et al. 1998), VIP-exprimierende Zellen hingegen auf Dendriten und
Somata anderer Interneurone (Hajos et al. 1988). In keiner dieser Studien wurde eine weitere
Differenzierung der Zielzellen in verschiedene Interneuronenklassen durchgefithrt. Diesem
scheinbar unabhingig von der postsynaptischen Zelle giiltigen Projektionsmuster widerspre-
chen Beobachtungen einer lichtmikroskopischen Studie tiber das Verteilungsmuster der Sy-
napsen auf postsynaptische PV-exprimierende Zellen. Demnach projizieren VIP- bevorzugt
auf die Somata und PV-exprimierende Zellen fast ausschlieflich auf die Dendriten anderer
PV-exprimierender Zellen (Hioki et al. 2013). In dieser Studie wurden im somatosensorischen
Kortex der Maus pri- und postsynaptische Kompartimente fluoreszenzmarkiert und bei
lichtmikroskopisch festgestellter Nihe als Synapsen registriert. Die Dendriten von PV-
exprimierenden Zellen in Mausen erstrecken sich oft in Entfernungen von tber 250 pm zum
Soma (Kameda et al. 2012; Runyan und Sur 2013), wobei Hioki et al. lediglich Dendriten bis
zu einer Distanz von 140 um untersucht haben, sodass distale Synapsen nicht ausreichend
berticksichtigt wurden. Dennoch ist dies, in Zusammenschau mit den Ergebnissen dieser Ar-
beit, ein méglicher Hinweis auf unterschiedliche Projektionsmuster GABAerger Interneurone
abhingig von der postsynaptischen Interneuronenklasse. Fiir den somatosensorischen Kortex
der Ratte hingegen wurden in korrelierter Licht- u. Elektronenmikroskopie Synapsen von
VIP-exprimierenden Zellen auf PV-Zell-Somata und -Dendriten beobachtet (David et al.
2007). Auch fir doppelt gebiischelte Zellen (eine typische morphologische Beschreibung VIP-
exprimierender Zellen) wurden Synapsen auf Dendriten, fiir Korbzellen hingegen auf die So-
mata PV-exprimierender Zellen beschrieben (Staiger et al. 2009). In einer neuen Studie, in der
Synapsen auf VIP-exprimierende Zellen untersucht wurden, findet sich nur eine geringe Zahl
von VIP-Synapsen auf VIP-exprimierende Zellen, die aber gleichmifBig iber den gesamten
Dendritenbaum verteilt sind, wihrend PV-Synapsen klar auf die somatische und perisomati-
sche Region konzentriert sind (Sohn et al. 2016). Bereits in alteren Studien finden sich Hin-
weise auf die subzellulire Verteilung der Synapsen an Dendriten moglicher MC. Im Hippo-

campus und im Barrel-Kortex gibt es vielzahlige Synapsen von VIP-exprimierenden Zellen auf
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Calbindin-positive Zellen, zu denen unter anderem MC gehéren, an proximalen und distalen
dendritischen Segmenten (Acsady et al. 1996; Staiger et al. 2004b). Allerdings wird Calbindin
nicht nur von MC, sondern beispielsweise auch von doppelten Bouquet-Zellen (engl. double
bougnet cells) und neurogliaformen Zellen exprimiert (Gabbott und Bacon 1996; Wang et al.
2002; Wang et al. 2004; Yavorska und Wehr 2016). In Zusammenhang mit der vorliegenden
Arbeit ist dies als friher Hinweis nicht nur auf die Verbindung von VIP-exprimierenden Zel-
len auf MC im Barrel-Kortex der Ratte, sondern auch auf ein subzellulires Projektionsmuster
wie hier aufgezeigt zu werten. Die typischen subzelluliren Projektionsmuster von PV-
exprimierenden Zellen auf die somatischen und perisomatischen sowie von VIP-
exprimierenden Zellen auf den ganzen Dendritenbaum bis zu den distalen Dendriten ihrer
Zielzellen sind somit weitgehend unabhingig vom Typ der postsynaptischen Neurone. Nur
fir Projektionen auf postsynaptische PV-exprimierende Zellen finden sich derzeit wider-
spriichliche Beobachtungen. Der Nachweis dieser distinkten subzelluliren Projektionsmuster
von VIP- und PV-exprimierenden Zellen auf MC hat interessante Implikationen fiir die In-

formationsverarbeitung in deren somatodendritischen Kompartimenten (siche Abschnitt 4.3).

4.3 Physiologische Relevanz

MC sind zentraler Bestandteil verschiedener neuronaler Schaltkreise. Es stellt sich die Frage,
zu welchem Zweck sie durch VIP- und PV-exprimierende Zellen inhibiert werden. Aufgrund
distinkter physiologischer oder morphologischer Zelleigenschaften, wie der subzelluliren Lo-
kalisation ihrer Synapsen auf MC, kann sich der Effekt der Inhibition durch die beiden Inter-

neuronenklassen unterscheiden.

PV-exprimierende Zellen bilden inhibitorische Synapsen auf die somatische und perisomati-
sche Region von MC. In dieser Lokalisation kénnen effektiv IPSP in den Somata der Zielzel-
len erzeugt werden (Kameda et al. 2012) und 6rtlich gruppierte Synapsen sind darin effektiver
als Ortlich verteilte Synapsen (Polsky et al. 2004). So kann die Verstirkung von summierten
Potentialen und damit die Generierung von AP kontrolliert werden (Buhl et al. 1995; Miles et
al. 1996; Wang et al. 2002). Folglich konnen PV-exprimierende Zellen effizient die Ausginge
von MC kontrollieren. Thnen werden zentrale Funktionen in der Abstimmung und der Syn-
chronisierung neuronaler Aktivitit (Cobb et al. 1995; Pouille und Scanziani 2001) und bei der
Erzeugung schneller kortikaler Rhythmen in der Gamma-Frequenz zugeschrieben (Whitting-
ton et al. 1995; Traub et al. 2004; Bartos et al. 2007). Diese Prozesse konnen eine breite Kon-
trolle nicht nur exzitatorischer, sondern auch inhibitorischer Neurone erfordern, die durch

eine perisomatische Inhibition von MC effektiv und mit zeitlicher Prizision méglich ist.
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VIP-exprimierende Zellen hingegen projizieren auf den gesamten Dendritenbaum von MC.
Die bevorzugte Inhibition proximaler und insbesondere distaler Dendriten kann speziell die
lokale dendritische Integration dortiger exzitatorischer Eingiange beeinflussen (Markram et al.
2004). MC erhalten exzitatorische Einginge vor allem von lokalen Neuronen und aus distalen
kortikalen Regionen, weniger aus subkortikalen Gebieten (Silberberg und Markram 2007; Pfet-
fer et al. 2013; Jiang et al. 2015; Urban-Ciecko und Barth 2016). Somit sind die VIP-
Projektionen optimal positioniert fiir eine Modulation dieser exzitatorischen Einginge an MC-

Dendriten.

Einer der Mikro-Schaltkreise, in die MC involviert sind, ist der disinhibitorische Schaltkreis,
fir den wiederholt eine physiologische Relevanz nachgewiesen wurde (Letzkus et al. 2011; Pi
et al. 2013; Fu et al. 2014). Neben Beeinflussung der lokalen dendritischen Integration auf
subzellulirer Ebene scheinen VIP-exprimierende Zellen auch auf der Ebene von Schaltkrei-
sen, wie in diesem relativ neuen Konzept der Disinhibition, die Ausginge von MC effektiv
kontrollieren zu kénnen (Lee et al. 2013; Pfeffer et al. 2013; Pi et al. 2013). MC projizieren,
neben Verschaltungen mit anderen inhibitorischen Interneuronen, vor allem auf Pyramiden-
zellen, vermutlich insbesondere auf deren apikale dendritische Buschel (engl. dendritic tufts) in
LI (Wang et al. 2004; Silberberg und Markram 2007; Pfeffer et al. 2013). Inhibition von MC
durch PV- oder VIP-exprimierende Zellen fiihrt folglich zu einer Disinhibition der Pyrami-

denzellen.

Die kiirzliche Entdeckung, dass MC im primiren somatosensorischen Kortex nicht nur durch
VIP-, sondern auch durch PV-exprimierende Zellen inhibiert werden (Jiang et al. 2015; Karn-
ani et al. 2016b; Walker et al. 20106), erweitert damit das Konzept der Disinhibition, dabei wa-
ren fir Walker et al. die hier erhobenen Daten der Ausgangspunkt. Die Regulation kortikaler
Informationsverarbeitung mittels Disinhibition ist somit komplexer als zunichst vermutet. Es
stellt sich die Frage, ob es sich dabei funktionell um eine Verstirkung ein und derselben Art
von Inhibition handelt, oder ob VIP- und PV-exprimierende Zellen einen unterschiedlichen

Effekt durch die Inhibition von MC bewirken.

Sensorische Stimuli scheinen insbesondere eine tiber PV-exprimierende Zellen vermittelte
Disinhibition zu induzieren, im Sinne einer bottom-up-Verschaltung. So erhalten PV-
exprimierende Zellen exzitatorische FEingidnge aus dem Thalamus im Rahmen von feedforward-
Inhibition (Staiger et al. 1996; Porter et al. 2001; Hafner et al. 2019). Die Inhibition von MC
im primiren somatosensorischen Kortex infolge sensibler Rezeption tber die Schnurrhaare
(Gentet et al. 2012) konnte somit auf PV-exprimierende Zellen zuriickzufihren sein. Eine

dhnliche Verschaltung wurde fir die Amygdala beschrieben. Dort disinhibieren PV-
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exprimierende Zellen exzitatorische Hauptzellen durch Inhibition SST-exprimierender Neu-
rone, die MC idhneln, in Reaktion auf akustische Stimuli und kontrollieren damit assoziative

Lernprozesse (Wolff et al. 2014).

Eine weitere Funktion kann in der Koordination der Projektionen von PV-exprimierenden
Zellen und MC auf gemeinsame Zielzellen liegen, da beide tiber starke Projektionen auf Pyra-
midenzellen in ihrer Nihe verfiigen (Fino und Yuste 2011; Packer und Yuste 2011). PV-
exprimierende Zellen bilden dort Synapsen auf die somatischen und perisomatischen Kom-
partimente (Kawaguchi und Kubota 1996; Tamas et al. 1997; Thomson und Deuchars 1997;
Kubota et al. 2015), MC hingegen bevorzugt auf die Dendriten bis zu den apikalen dendriti-
schen Bischeln (Wang et al. 2004; McGarry et al. 2010). Inhibition von MC durch PV-
exprimierende Zellen kann somit die Disinhibition dieser apikalen Dendriten bewirken und
verschiebt die Inhibition zum Soma. Dieser Prozess funktioniert auch umgekehrt, denn MC
inhibieren ihrerseits ebenfalls PV-exprimierende Zellen (Pfeffer et al. 2013). So kénnen aktive
MC mittels Disinhibition die perisomatische Inhibition der Pyramidenzellen durch PV-
exprimierende Zellen auftheben und somit die Inhibition wiederum zu den distalen Dendriten
verschieben. Eine effektive Kontrolle der MC-Ausginge durch die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen perisomatische Synapsen PV-exprimierender Zellen impliziert, dass die Inhibi-
tion von Pyramidenzellen durch diese beiden Interneuronenklassen nicht zeitgleich aktiv und

komplementir ist, sondern verschiedenen Funktionen dient.

Eine durch VIP-exprimierende Zellen vermittelte Disinhibition ist bereits in verschiedenen
kortikalen Regionen bekannt, darunter dem somatosensorischen (Lee et al. 2013), visuellen
(Pfeffer et al. 2013) auditorischen und medialen prifrontalen Kortex (Pi et al. 2013). Als
tberwiegend in den supragranuliren Schichten gelegene Zellen erhalten sie vor allem assozia-
tive Fingidnge aus anderen kortikalen Regionen, wie dem primiren motorischen Kortex (Lee
et al. 2013; Fu et al. 2014). Die durch VIP-exprimierende Zellen vermittelte Inhibition von
MC hebt deren Inhibition von Pyramidenzell-Dendriten in LI auf, einer Schicht in der eine
Vielzahl von Axonen aus dem primiren motorischen Kortex und kortikalen Regionen hoherer
Ordnung enden (Coogan und Burkhalter 1993; Cauller 1995; Petreanu et al. 2009). Diese dis-
inhibitorische Verschaltung kénnte somit eine #gp-down-Kontrolle bei der Integration senso-
motorischer Informationen in Dendriten von Pyramidenzellen vermitteln (Petersen 2007;
Larkum et al. 2009; Xu et al. 2012; Lee et al. 2013). Da LII/III VIP-Zellen, mit ihren typi-
schen starken Axonkollateralen vertikal in Richtung der tieferen Schichten, sowohl MC in
LII/IIT als auch in LV inhibieren, sind sie in der Lage MC in verschiedenen kortikalen Schich-

ten synchronisiert zu inhibieren. Somit besteht die Moglichkeit, dass VIP-exprimierende Zel-
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len die Aktivitit von Pyramidenzellen in vertikalen Kolumnen mittels Disinhibition tiber MC

verschiedener Schichten kontrollieren konnen.

Projektionen auf dendritische Bereiche der postsynaptischen Zelle sind jedoch besonders gut
tir die dortige lokale dendritische Integration geeignet, weniger dafiir IPSP im Soma zu erzeu-
gen (Kameda et al. 2012). Somit ist fraglich, ob eine undifferenzierte Inhibition der MC-
Ausginge im Rahmen dieser disinhibitorische Aufgabe die alleinige Funktion der Projektionen
von VIP-exprimierenden Zellen auf MC darstellt. Fur ein tiefergehendes Verstindnis des Ef-
fektes der lokalen dendritischen Integration von VIP-Eingingen an MC-Dendriten auf Ein-
zelzellebene, ist bislang letztlich zu wenig tber die komplexe Integration an Dendriten von
MC bekannt (Goldberg und Yuste 2005). Der Einfluss inhibitorischer Synapsen auf die dend-
ritische Integration scheint selbst auf Ebene einzelner dendritischer Aste abhingig von der
exakten Lokalisation der Synapsen stark zu variieren (Stokes et al. 2014; Bloss et al. 2016). Fur
ein eingehendes Verstindnis der Implikationen des in dieser Arbeit aufgezeigten Verteilungs-
musters der VIP-Projektionen am gesamten MC-Dendritenbaum wird in Zukunft eine Lokali-
sierung der Synapsen in noch hoherer Auflésung, idealerweise mit Erfassung der Ortlichen

Relation der inhibitorischen und exzitatorischen Einginge zueinander, notwendig sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern das Wissen tiber die Inhibition von MC. Sie werden im
primaren somatosensorischen Kortex sowohl von VIP- als auch von PV-exprimierenden Zel-
len inhibiert. MC werden in ihren Schaltkreisen durch bottom-up-Kontrolle mittels PV- und
durch fop-down-Verschaltungen mittels VIP-exprimierender Zellen beeinflusst. Die Einginge
von diesen Interneuronenklassen auf MC unterscheiden sich in elektrophysiologischen Para-
metern und der Herkunft aus verschiedenen kortikalen Schichten. Diese Studie zeigt eine sub-
zellulire Kompartimentierung der inhibitorischen Einginge an Dendritenbiumen von MC
auf: PV-exprimierende Zellen bilden bevorzugt Synapsen auf die somatische und perisomati-
sche Region, VIP-exprimierende Zellen hingegen projizieren auf den gesamten Dendriten-
baum vom Soma bis zu den distalen Dendriten. Somit sind PV-exprimierende Zellen in der
Lage effektiv die Ausginge von MC zu kontrollieren, wihrend VIP-exprimierende Zellen mit-
tels dendritischer Inhibition selektiv die Integration exzitatorischer Einginge auf MC beein-
flussen konnen. Zu welchem Zeitpunkt und in welcher Situation der Informationsverarbei-
tung diese beiden inhibitorischen Verschaltungen aktiv sind, bleibt spekulativ und sollte der

Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein.
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5 Zusammenfassung

Kortikale Informationsverarbeitung wird entscheidend durch GABAerge inhibitorische Inter-
neurone beeinflusst, obwohl diese nur 15-20% der kortikalen Neurone ausmachen. Anhand
molekularer Marker kénnen drei groe Subpopulationen unterschieden werden: VIP-, PV-
und SST-exprimierende Zellen, von denen letztere tiberwiegend aus Martinotti-Zellen besteht.
Neben diversen Verschaltungen mit exzitatorischen Neuronen kénnen GABAerge Interneu-
rone sich selbst untereinander inhibieren und damit eine Disinhibition nachgeschalteter Zellen

bewirken.

Das Ziel dieser Arbeit war es, inhibitorische Projektionen von VIP- und PV-exprimierenden
Zellen auf Martinotti-Zellen im somatosensorischen Kortex der Maus zu untersuchen. Daftir
wurden die prasynaptischen Zellen iz vitro mittels optogenetischer Methoden gezielt stimuliert
und postsynaptische Stréme per Patch-clamp-Technik an Martinotti-Zellen aufgezeichnet.
Durch Fokussierung des Laserstrahls auf ein kleines Feld und schrittweises Stimulieren der
Martinotti-Zell-Umgebung in einzelnen Feldern, konnte das axonale Verlaufsmuster der VIP-
und PV-Projektionen auf Martinotti-Zellen kartiert werden. Nach Blockade von Aktionspo-
tentialen mittels Tetrodotoxin und erneuter fokussierter Laserstimulation in einem gitterfor-
migen Muster konnten gezielt Prasynapsen von VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen stimu-
liert werden, um ein Kartogramm der subzelluliren Lokalisation ihrer Synapsen am Dendri-

tenbaum von Martinotti-Zellen zu erstellen.

Martinotti-Zellen in den Schichten II/IIT und V des somatosensorischen Kortex der Maus
erhalten zuverlissig inhibitorische Finginge von VIP- und PV-exprimierenden Zellen. Wah-
rend die axonalen Verldufe der PV-Projektionen eher horizontal und intralamindr verlaufen,
zeigen die Axone VIP-exprimierender Zellen eine eher vertikale und translaminire Ausrich-
tung im Verhaltnis zu den postsynaptischen Martinotti-Zellen auf, insbesondere in Schicht V.
Die inhibitorischen Einginge unterscheiden sich in der Latenz und der Anstiegszeit, was sich
durch verschiedene subzellulire Lokalisationen der Synapsen erkliren lidsst. PV-exprimierende
Zellen projizieren bevorzugt auf die somatische und perisomatische Region, VIP-
exprimierende Zellen verteilen ihre Synapsen hingegen tiber den gesamten Dendritenbaum der

Martinotti-Zellen.

Die in dieser Arbeit bestitigte Inhibition von Martinotti-Zellen nicht nur durch VIP-; sondern
auch durch PV-exprimierende Zellen, erweitert das Konzept der Disinhibition. Aufgrund der

distinkten subzelluliren Lokalisation ihrer Synapsen kénnen PV-exprimierende Zellen effektiv
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die Ausginge von Martinotti-Zellen kontrollieren, wihrend VIP-exprimierende Zellen in der
Position sind, die Integration exzitatorischer Fingidnge an den proximalen bis distalen Dendri-

ten von Martinotti-Zellen zu beeinflussen.
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6.1 Loésungen und Pharmaka

Tab. Al: Pipettenlésungen

Kaliumbasierte Cisiumbasierte
Pipettenlésung Pipettenlésung
K-Glukonat 135 mM -
KCl 5 mM -
CsMeSO;4 - 135 mM
CsCl - 5 mM
MgATP 4 mM 4 mM
EGTA 0,5 mM 0,5 mM
HEPES 10 mM 10 mM
NaGTP 0,3 mM 0,3 mM
Na-Phospokreatinphosphat 10 mM 10 mM
Biocytin (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) 5 mg/ml 5 mg/ml
Tab. A2: Lésungen
Praparations- ACSF
16sung
NaCl 87 mM 125 mM
NaFH,PO, 1,25 mM 1,25 mM
KCl 2,5 mM 2,5 mM
Glukose 10 mM 25 mM
Saccharose 75 mM -
CaCl, 0,5 mM 2 mM
MgCl, 7 mM 1 mM
NaHCO;3 26 mM 26 mM
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Experimentabhingige Zusitze:
e TTX (Tetrodotoxin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,5 uM
e 4-AP (4-Aminopyridin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100 uM

Puffer:
e Phosphat-Puffer (engl. phosphate buffer; PB)
o 14,42 ¢ Na,HPO4 und 2,62 g NaH,PO, pro 1 I destilliertes Wasser
o 01M;pH=74
e TRIS-Puffer (engl. #is buffer,; TB)
o 6,06 g TRIS HCl und 1,39 g TRIS Base pro 11 destilliertes Wasser; pH mit
HCI eingestellt
o 0,05M,pH =7,
e TRIS-gepufferte Saline (engl. #is buffered saline; TBS)
o 11TB+9gNaCl
e TRIS-gepufferte Saline mit Triton X-100 (engl. #is buffered saline and Triton X-100,
TBST)
o TBS + 0,3 % Triton X-100

6.2 Formeln

NCrnSt—GlCiChung: EX = <R : T') - (F : ZX) : ln (CD(]auBcn - CD(]irmcn)

Ex = Gleichgewichtspotenzial des Ions X

R = allgemeine Gaskonstante

T = absolute Temperatur

I = Faraday-Konstante

zx = Ladungszahl des Ions X

c[X]ausen = effektive Konzentration des lons X extrazellulir

c[X]innen = effektive Konzentration des lons X intrazelluldr

(R*T)/(z*F) = 59,16 mV (bei Raumtemperatur)
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6.3 Tabellen

Tab. A3: Umkehrpotentiale der optisch evozierten IPSC (vgl. Abb. 13)

Zelle | Umkehrpotentiale [mV]
VIP PV

1 -60,77 -63,52

2 -68,17 -61,19

3 -00,84 -62,09

4 -72,01 -85,46

5 -00,64 -63,17

6 -72,94 -08,14

7 -64,57 -67,19

8 67,87 62,39

9 -67,66 -064,70

10 -72,06 -63,65

11 | -6793 66,73

12 -606,80 -60,36

13 | -68,62 63,12

14 61,12

15 -60,26

Tab. A4: Analyse der vertikalen Orientierung axonaler Projektionsmuster VIP- und
PV-exprimierender Zellen auf MC (vgl. Abb. 15)

Distanz vertikal [um] Mittlere normalisierte Amplitude der IPSC
VIP~> PV-> Statistik VIP-> PV->
LIT/IIT MC LII/TI MC LII/TII LV MC LV MC
150 0,81 0,67 p = 0.560 0,91 0,48
100 0,93 0,80 p =0.019 0,85 0,69
50 0,87 0,92 p =0.219 0,71 0,99
0 0,80 0,75 p = 0.653 0,84 0,93
-50 0,69 0,53 p = 0.206 0,81 0,68
-100 0,55 0,27 p =0.010 0,56 0,63
-150 0,45 0,14 p = 0.003 0,50 0,31
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Tab. A5: Quantifizierung von VIP- und PV-Eingingen auf MC-Dendriten in verschie-
denen Distanzen zum MC-Soma; mittlere normalisierte IPSC-Amplituden (vgl. Abb.
17A-A9)

Distanz [um] | VIP>LII/TII MC | PV>LII/III MC VIP>LV MC PV>LV MC
MW | SD | sem. | MW | SD | sem. | MW | SD | s.em. | MW | SD | s.e.m.

Soma 0,67 | 0,31 | 0,11 0,86 | 0,21 | 0,08 | 0,76 | 0,19 | 0,09 | 0,99 | 0,02 | 0,01
25-75 0,59 10,18 1 0,07 | 0,45 | 0,18 | 0,06 | 0,63 | 0,12 | 0,06 | 0,56 | 0,51 | 0,36
75-125 0,41 10,131 0,05 |0,16 | 0,09 | 0,03 | 0,34 | 0,12 | 0,06 | 0,33 | 0,44 | 0,31
125-175 0,22 1 0,06 | 0,02 | 0,04 | 0,05| 0,02 | 0,21 | 0,11 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0,05
175-225 0,06 | 0,04 | 0,01 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,09 | 0,09 | 0,05 | 0,00 | 0,00 | 0,00
225-275 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,02 | 0,01 0,00 | -- -

Tab. A6: Quantifizierung von VIP- und PV-Eingingen auf MC-Dendriten in verschie-
denen Distanzen zum MC-Soma; relative Eingéinge (vgl. Abb. 17B-B°)

Distanz [um] | VIP>LII/III MC | PV>LII/III MC VIP>LV MC PV->LV MC
MW | SD | sem. | MW | SD | sem. | MW | SD | s.em. | MW | SD | s.em.

Soma 0,34 | 0,16 | 0,06 | 0,57 | 0,14 | 0,05 | 0,37 | 0,09 | 0,05 | 0,51 | 0,01 | 0,01
25-75 0,30 | 0,09 | 0,03 | 0,30 | 0,12 | 0,04 | 0,31 | 0,06 | 0,03 | 0,29 | 0,26 | 0,19
75-125 0,21 | 0,07 | 0,02 | 0,10 | 0,06 | 0,02 | 0,17 | 0,06 | 0,03 | 0,17 | 0,23 | 0,16
125-175 0,11 | 0,03 | 0,01 0,03 | 0,03 | 0,01 0,10 | 0,051 0,03 | 0,03 | 0,04 | 0,03
175-225 0,03 | 0,02 | 0,01 0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,04 | 0,04 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00
225-275 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 0,01 | 0,01 0,00 | -- -
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6.4 Erginzende Abbildungen
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Abb. Al: AP-Latenz bei optisch evozierter iiberschwelliger Depolarisation ChR2-
transduzierter VIP- und PV-exprimierender Zellen

ChR2-transduzierte VIP- bzw. PV-exprimierenden Zellen wurden am Soma mit steigenden Laserener-
gien Uberschwellig stimuliert. Die induzierten AP wurden in Current-clamp-Konfiguration aufgezeichnet
und die Latenz von Stimulusbeginn bis zur AP-Spitze bestimmt. Box Plots zeigen Median (Quetlinie),
Mittelwert (Kreuz), 25-75% Quantile (Box), 10-90% Perzentile (Antennen) und Zellzahlen (Ziffer in
der Box).

(A) Bei der minimalen AP-induzierende Stimulusenergie (min. St.) betrigt die AP-Latenz im Median
3,79 ms fir VIP- (25% Quantile: 2,50 ms, 75% Quantile: 4,46 ms) und 3,05 ms fiir PV-exprimierende
Zellen (25% Quantile: 2,71 ms, 75% Quantile: 3,33 ms).

(B) Eine ca. dreifach erthéhte Laserenergie verkiirzt die AP-Latenz auf 1,94 ms fir VIP- (25% Quanti-
le: 1,71 ms, 75% Quantile: 2,49 ms) und 1,96 ms fiir PV-exprimierende Zellen (25% Quantile: 1,69 ms,
75% Quantile: 2,09 ms).

(C) Bei der maximalen experimentell untersuchten Laserenergie betrigt die Latenz der AP in VIP-
Zellen 1,82 ms (n = 1) und in PV-Zellen 1,75 ms (25% Quantile: 1,28 ms, 75% Quantile: 1,94 ms).
Hohere Laserenergie korreliert mit kirzeren Latenzen bei beiden Zelltypen. Bei allen untersuchten
Laserenergien besteht kein signifikanter Unterschied der AP-Latenz zwischen VIP- und PV-
exprimierenden Zellen.
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Abb. A2: Ubersicht aller sCRACM-Einzelkartogramme der synaptischen Zielregionen VIP-
exprimierender Zellen auf MC in LII/III und LV (vgl. Abb. 16)

Mittels der sCRACM-Methode wurden Prisynapsen ChR2-transduzierter VIP-exprimierender Zellen
im Umfeld einer abgeleiteten MC stimuliert und lichtinduzierte synaptische Einginge an der MC abge-
leitet. Normalisierte IPSC-Amplituden sind farbkodiert von gelb bis rot in den zugehdrigen Feldern
dargestellt. Felder ohne Eingang sind grau. Kartogramme fiir MC in LII/III oben (n = 8) und fir MC
in LV unten (n = 4). In schwarz sind die Kartogramme mit somatodendritischen Rekonstruktionen der
abgeleiteten MC tiberlagert. Zwei MC konnten nicht rekonstruiert werden.

Fast alle untersuchten MC erhalten alle dendritischen Abschnitte, inklusive der distalen dendritischen
Bereiche, Projektionen VIP-exprimierender Zellen. Eine passive elektrotonische Fortleitung in den
Axonen der priasynaptischen Zellen begrenzt die Auflésung der sSCRACM-Methode, sodass in Distan-
zen vom Dendriten abhingig von Laserenergie und ChR2-Expressionsgrad falsch positiv Messungen
auftreten.
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Abb. A3: Ubersicht aller sSCRACM-Einzelkartogramme der synaptischen Zielregionen PV-
exprimierender Zellen auf MC in LII/III und LV (vgl. Abb. 16)

Analog zu Abb. A2 wurden Prisynapsen ChR2-transduzierter PV-exprimierender Zellen mittels der
sCRACM-Methode stimuliert und lichtinduzierte synaptische Einginge an MC in LII/III (n = 8) und
LV (n = 2) abgeleitet. In schwarz sind die Kartogramme mit somatodendritischen Rekonstruktionen
der abgeleiteten MC tberlagert. Drei MC konnten nicht rekonstruiert werden.

Die synaptischen Projektionen PV-exprimierender Zellen konzentrieren sich insbesondere auf die
perisomatische dendritische Region von MC und enden nur vereinzelt an distalen dendritischen Ab-
schnitten. Auch hier ist die Aufldsung durch passive elektrotonische Fortleitung in den Axonen der
prasynaptischen Zellen limitiert.
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