Aus dem Centrum fir Anatomie
Institut fr Integrative Neuroanatomie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Vorkommen und Verteilung peptiderger Neurotransmitter in
hippocampalen Zellkulturen

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae dentariae (Dr. med. dent.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Theodor Joachim Thiele

aus Berlin



Gutachterin: 1. PD Dr. med. G. Grole

2. Prof. Dr. med. H. Hortnagel

3. Prof. Dr. med. K. Spanel-Borowski

Datum der Promotion: 30.11.2012



Fir meine geliebte Familie



Inhaltsverzeichnis

Einleitung

1.1 Hippocampus

1.2 Neurotransmitter

1.2.1 g-Amino-Buttersdure (GABA)

1.2.2 Peptiderge Neurotransmitter

1.2.2.1 Cholecystokinin (CCK)

1.2.2.2 Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP)

1.2.2.3 Neuropeptid Y (NPY)

1.2.2.4 Somatostatin (SS)

1.3 Kultur

1.4 Experimentelle Beeinflussung der genannten Transmitter

1.4.1 Durch Deltamethrin in der hippocampalen Zellkultur der Maus
1.4.2 Durch Kindling in Wistar Ratten an in situ-Schnitten

2 Ziele der Arbeit

3 Material und Methoden

3.1 Methoden

3.1.1 Hippocampale Primarkulturen

3.1.2 Behandlung der Neurone in der Kultur

3.1.3 Gekindelte Ratten

3.1.4 Immunzytochemie

3.1.4.1 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis

3.1.4.2 Mikroskopischer Nachweis mittels der DAB/Ni- Technik

3.1.5 Quantifizierung und Statistik

3.1.5.1 Quantifizierung

3.1.5.2 Statistische Auswertung

3.1.6 Versuchstiere

3.2 Material

3.2.1 Gerate

3.2.2 Chemikalien

3.2.3 LoOsungen

10

11

12

12
12
13
14
14
14
16
17
17
18
19

19
19
20
23



4

5

3.2.3.1 Puffer 23
3.2.3.2 Medien fir die Zellkultur 23
3.2.3.3 Fixierungsldsungen 23
3.2.3.4 LoOsungen zur Immunzytochemie 23
3.2.4 Verwendete Antikorper 24
Ergebnisse 26
4.1 GAD als Marker GABAerger Neurone 26
4.2  Peptiderge Neurotransmitter in situ und in hippocampalen Zellkulturen _ 31
4.2.1 Verteilung cholecystokininerger Neurone in situ und in hippocampalen
Zellkulturen 31
4.2.2 Verteilung VIPerger Neurone in situ und in der Kultur 35
4.2.3 Verteilung NPY-positiver Neurone in situ und in der Kultur 39
4.2.4 Verteilung somatostatinerger Neurone in situ und in der hippocampalen
Zellkulturultur 43
4.3  Auswirkungen veranderter Parameter auf Neurone in situ und Kultur 47
4.3.1 Verhalten calbindinhaltiger Neurone in gekindelten Ratten 47
4.3.2 Verhalten NPYerger Neurone in gekindelten Ratten 50
4.3.3 Verhalten somatostatinerger Neurone in gekindelten Ratten 53
4.3.4 Deltamethrin und Neuronensubtypen in der Kultur 57
4.3.5 Deltamethrin und Synapsenverteilung in der Kultur 61
Diskussion 63
5.1 Methodik 63
5.2 Glutamatdecarboxylase GAD65/67 63
5.3 Peptiderge Neurotransmitter 63
5.3.1 Cholecystokinin (CCK) 63
5.3.2 Vasointestinales Peptid (VIP) 65
5.3.3  Neuropeptid Y (NPY) 66
5.3.4 Somatostatin (SS) 68
5.3.5 Zusammenfassende Betrachtungen zur Koexpression von GABA und
peptidergen Neurotransmittern 68
5.4 Veranderungen der peptidergen Neurotransmitter und Calbindin unter
experimentellen Bedingungen 70

5.4.1 Einfluss von progressiver Auslosung und Entwicklung von Anfallen

\Y



verbunden mit einem epilepsietypischen Erscheinungsbild (Kindling)

5.4.2 Einfluss von Deltamethrin

5.4.3 Zusammenfassende Betrachtungen zu Kindling und Deltamethrin

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

Zusammenfassung / Summary

Literaturverzeichnis

Eigene Veroffentlichungen

Anhang

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Lebenslauf

Selbstandigkeitserklarung

Danksagung

Vi

70
72
74

76

79

92

92

92

94

95

96

97



Abktirzungsverzeichnis

a-CCK Anti-Cholecystokinin

AChT Acetylcholintransferase

a-GAD Anti-Glutamatdecarboxylase
a-KG alpha-Ketoglutarat
a-Somatostatin Anti-Somatostatin

BDNF Brain derived neurotrophic factor
CAMP Cyclo-Adenosinmonophosphat
CAl-4 Cornu Ammonis-Gebiet 1-4
CCK Cholecystokinin

DAB Diaminobenzidin

DAB/Ni-Technik Diaminobenzidin/Nickel-Technik

DG Dentate Gyrus (Gyrus dentatus)
DIV Tage in vitro

DM Deltamethrin

EEG Elektroenzephalogramm
GABA g-Amino-Buttersaure

GABA-T GABA-Transaminase

GAD Glutamatdecarboxylase (Isoformen: GAD65 und GAD67)
G. dent. Gyrus dentatus

Gln Glutamin

Glu Glutamat

Hil Hilum

HIPP-Zellen Zellen im Hilum

Vil



IgG

IL
Kv-Kandle
Mf
MRNA
NFP 200
NGS

NGS-Pht

NMRI-Mause
NPY

O-LM-Zellen

PAG
PBS

PBS-A

pH
P0-20
39

Sl

Sm
Sp

Sr

SS

SEM

Immunglobulin G

Interleukin

Spannungsgesteuerte Kaliumkanale
Moosfasertrakt

Messenger RNA (Ribonukleinsaure)
Neurofilament Protein 200
Normal-Goat-Serum (Ziegenserum)

10 % NGS-PhT: 0,3 ml Triton-Stocklésung zu 9,7 ml 10 % NGS,
dazu 5 ml Phenylhydrazin

Naval Medical Research Institute-M&use

Neuropeptid Y

Interneurone (CA3) mit Axonen im Stratum lacunosum -moleculare
Power aus Student’s t-test

phosphataktivierte Glutaminase

Phosphate Buffered Saline

PBS-A-Stockldsung (20 mg/ml):
400 mg BSA (Bovine Serum albumine) in 20 ml PBS

Waserstoffionenexponent (potentia Hydrogenii)
Postnatale Tage 0-20

Stratum granulosum

Stratum lacunosum

Stratum moleculare

Stratum pyramidale

Stratum radiatum

Somatostatin

Sekundar Elektronen Mikroskop

Vi



SSA

SSTR

TEM

VAChT

VGAT

VGlut

VIP

ZNS

Succinylsaure
Somatostatin-Rezeptoren
Transmissions Elektronen Mikroskop
vesikuldaren Acetylcholintranssporter
vesikularer GABA-Transporter
vesikuldrer Glutamattransporter
Vasoaktives Intestinales Peptid

Zentrales Nervensystem









Einleitung

Einleitung

1.1 Hippocampus

Der Hippocampus ist Teil des limbischen Systems. Dieser Begriff wurde erstmals von
Broca (1878) verwendet, der einen Gurtel (Limbus) von Rindenfeldern, die Basalganglien
und Thalamus umgeben, morphologisch beschrieb. Zum limbischen System gehdren
Corpus amygdaloideum, Hippocampus, Fornix, Corpus mammillare und Gyrus cinguli
(MacLean, 1952). Die Hippocampusformation besteht aus dem Cornu ammonis (CA1 - 3)

und dem Gyrus dentatus.

Die Hippocampusformation wurde im Mittelalter auf Grund ihrer bizarren
morphologischen Struktur mit einem Seepferdchen (lateinisch hippocampus) verglichen.
Das Cornu ammonis hat Ahnlichkeit mit den Hornern des agyptischen Gottes Amun. Der
Gyrus dentatus lasst makroskopisch eine gezéhnte Struktur erkennen, deshalb wurde ihm

dieser Name zugewiesen.
Die Schichten des Cornu ammonis von auf3en nach innen:
- Alveus
- Stratum oriens
- Stratum pyramidale
- Stratum radiatum
- Stratum lacunosum-moleculare
Die Schichten des Gyrus dentatus von auf3en nach innen:
- Stratum moleculare
- Stratum granulosum

- Lamina plexiforme / Hilum

Die Hippocampusformation ist ein assoziatives Zentrum. Sie steht einerseits mit viszeralen
und endokrinen Représentationsgebieten der Area praeoptica und des Hypothalamus in
Verbindung, andererseits mit ,kognitiven* Arealen des Neocortex. Erst durch eine
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Schédigung einzelner Areale im limbischen System war es in der Vergangenheit moglich,
funktionelle Aspekte anatomischen Strukturen zuzuordnen. Dadurch werden Funktionen
wie Affektverhalten, Gedachtnisbildung, Motivation, Orientierung oder vegetative
Modulation dem Hippocampus zugeordnet (Duus, 1995).

1.2 Neurotransmitter

Ob ein Neuron erregende oder hemmende Wirkung auf die nachgeschaltete Nervenzelle
hat, hdngt vom Transmitter ab, der wéhrend der synaptischen Erregung in den synaptischen
Spalt ausgeschiittet wird (Lloyd, 1946). Die klassischen Neurotransmitter GABA,
Glutamat, biogene Amine und Glycin werden sehr schnell ausgeschiittet (<1ms). Ein
Aktionspotential reicht dafiir aus (Baraban and Tallent, 2004).

Die sogenannten Neuromodulatoren oder peptidergen Neurotransmitter haben eine
steuernde, verstdrkende oder abschwdchende langer anhaltende Wirkung an der
Postsynapse. lhre Ausschittung erfolgt deutlich langsamer (<50ms) und hé&ufig erst bei
langer anhaltenden Depolarisationen mit hoheren intrazelluldren Ca?*-Spiegeln (Baraban
and Tallent, 2004).

1.2.1 g-Amino-Buttersdure (GABA)

g-Amino-Butterséure (GABA) gehort zu den ,,klassischen* Neurotransmittern. Obwohl die
Wirkung eines Neutransmitters nur von der rezeptorvermittelten Reaktion abhéngt, wird
GABA als der wichtigste hemmende Botenstoff im zentralen Nervensystem (ZNS)
bezeichnet, da uber 90% seiner synaptischen Aktivitdit hemmend ist (Krnjevic and
Schwartz, 1967). 30-40% aller Synapsen verwenden GABA als Botenstoff (lversen and
Bloom, 1972).

GABA wird durch die Decarboxylierung von Glutamat synthetisiert (Abbildung 1). Das
Enzym, das diese Reaktion katalysiert, ist die Glutamatdecarboxylase (GAD). Es sind zwei
Isoformen dieses Enzyms bekannt: eine Form mit 585 Aminosduren (65kDa) und die
andere mit 593 Aminosduren (67kDa). Entsprechend werden sie als GAD65 und GAD67
bezeichnet. Die beiden Formen sind in den meisten GABAergen Neuronen des ZNS
kolokalisiert. Dabei liegt die 67kDa-Variante eher zytosolisch als so genanntes Holoenzym

vor und synthetisiert freies GABA, wahrend die 65kD-Variante eher als Apoenzym mit
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Vesikeln und Membranen assoziiert ist. (Abbildung 1).

Prisynapse /

Astrozyt

Gln

tﬂ Glutamin
V' synthase

S . coh - -Mitochondrium
/\i . Vs ‘ ¢ - Vesikel
T wes w0 s -GABA
Postsynapse ‘ C -Trasporter
) 12 -Rezeptor

Abbildung 1: GABA-Synthese/Metabolismus

Glutamin (GlIn), Glutamat (Glu), alpha-Ketoglutarat (a-KG) aus dem Citratzyklus (Kreis im Mitochondrium),
phosphataktivierte Glutaminase (PAG), GABA-Transaminase (GABA-T), Succinylsdure (SSA), Schema
angefertigt in Anlehnung an Palmada and Centelles (1998) und Behar and Rothman (2001).

1.2.2 Peptiderge Neurotransmitter

Peptiderge Neurotransmitter sind Botenstoffe, deren Wirkung durch die Vermittlung

langsamer aber lang anhaltender endo- und parakriner Effekte gekennzeichnet ist.

Uber 50 neuroaktive Peptide sind heute bekannt (Schwartz, 2000). Peptiderge
Neurotransmitter sind sowohl im ZNS als auch im peripheren vegetativen Nervensystem
zu finden. Sie bewirken in der Synapse keine unmittelbare Anderung der Leitfahigkeit,
sondern beeinflussen die Intensitdt und Dauer der Wirkung der Kklassischen
Ubertragerstoffe. Sie werden deshalb als Neuromodulatoren bezeichnet. Ihre Ausschittung

erfolgt in der Regel erst bei langer anhaltenden Depolarisationen mit hdheren
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intrazellularen Ca?*-Spiegeln, wie sie bei haufigen, schnell aufeinander folgenden

Aktionspotentialen auftreten.

Peptiderge Neurotransmitter werden in Vorstufen im Soma synthetisiert und durch
axonalen Transport in die Prasynapse gebracht. Dort werden sie in dense-core Vesikeln

gespeichert.

Der Abbau im synaptischen Spalt erfolgt durch Peptidasen.

1.2.2.1 Cholecystokinin (CCK)

Cholecystokinin (CCK) ist eines der Peptide, die zuerst im Gastrointestinaltrakt entdeckt
wurden. Wie 1928 erstmals von Ivy und Oldberg beschrieben, dient dieses Peptid zur
Kontraktion der Gallenblase. Somit nannten sie es Cholecystokinin (lvy and Oldberg,
1928).

Erst 1976 wurde CCK im Gehirn nachgewiesen (Dockray, 1976). Seitdem ist CCK
vielfach in verschiedensten Hirnarealen beobachtet worden (Bradwejn and Vasar, 1995).

CCK wird abhéngig vom Entwicklungstadium des Hippocampus ausgepragt.
Untersuchungen an der Ratte zeigen, dass einige CCK-positive Neurone vom Stratum
moleculare des Gyrus dentatus in das Stratum granulosum an der Grenze zum Hilum
wandern. Andere CCK-positive Neurone erreichen mit dem 20. postnatalen Tag (P20) das
Stratum radiatum der CA1-3-Region. Axone CCK-positiver Neurone formen schon am
Tag PO symmetrische Synapsen an Dendriten von Pyramidenneuronen im gesamten
Hippocampus. Ab Tag P4 bilden sich erst asymmetrische Synapsen an den Dendriten und
Somata der CCK-positiven Zellen. Somit wird CCK schon ausgeschuttet, bevor ein
exzitatorischer Input erfolgt. CCK-positive Neurone sind wahrscheinlich die fuhrenden
Interneurone, die durch die frihe Innervation von Pyramidenzelldendriten an der
Entwicklung glutamaterger Transmission einen Hauptanteil haben (Ben-Ari, 2002). Dies
geschieht Gber die GABAerge Depolarisation von Pyramidenzelldendriten. CCK-positive
Zellen dandern ihre Funktion sobald das glutamaterge Netzwerk zu arbeiten beginnt (Freund
and Buzséki, 1996; Gulyas and Freund, 1996; Acsady et al., 2000; Morozov and Freund,
2003; Matyas et al., 2004).

CCK wird aus Pré-Procholecystokinin gebildet, einem aus 115 Aminosauren bestehenden
Vorlauferpeptid (Rehfeld and Nielsen, 1995). Es gibt mehrere biologisch aktive Formen
von denen die wichtigsten CCK-58, CCK-39, CCK-33, CCK-22, CCK-8, CCK-5 und

4
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CCK-4 sind. Die jeweils nachfolgende Zahl beschreibt die Anzahl der Aminoséuren des
Peptids.

Die Freisetzung von CCK st kalziumabhdngig und erfolgt erst nach einer

Depolarisationszeit von tiber 100ms wéahrend GABA <1ms braucht (Leenders et al., 1999).

Die Wirkung von CCK ist rezeptorvermittelt. Es existieren im Gehirn zwei bekannte
Rezeptorarten fir CCK: CCKa und CCKg (Innis and Snyder, 1980). Die
rezeptorvermittelte Signaltransduktion an der Postsynapse ist noch nicht vollstandig
verstanden. Die Vermittlung scheint bei beiden bekannten Rezeptortypen (ber eine
Aktivierung von second-messenger-Systemen zu erfolgen. Moglicherweise wird das
Phosphoinositol-System verwendet (Noble and Roques, 1999; Noble et al., 1999). Die
Wirkung von CCK an der Postsynapse ist exzitatorisch.

Die Kolokalisation von CCK mit klassischen Neurotransmittern ist Gegenstand aktueller
Forschung. Eine Koexpression von CCK und GABA/GAD in Interneuronen des
Hippocampus wurde erstmals von Somogyi et al. (1984) und Kosaka et al. (1985)
beschrieben. Untersuchungen zu Kolokalisationen CCK-positiver Neurone mit GAD in

vitro, insbesondere in Unterregionen des Hippocampus, liegen nicht vor.

1.2.2.2 Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP)

VIP ist ein aus 14 oder 28 Aminosduren bestehendes Peptid, das wie auch CCK zuerst im
Intestinaltrakt  nachgewiesen worden ist. Obwohl urspringlich als typisches
»gastrointestinales Hormon* kategorisiert, ist sein Vorkommen mittlerweile sowohl im
peripheren als auch im zentralen Nervensystem gesichert. VIP fungiert im
Gastrointestinaltrakt als Neurotransmitter in Neuronen und Nervenfasern und bewirkt eine
Vasodilatation und eine Relaxation der glatten Muskulatur. Im Immunsystem hemmt es die
mitogen-aktivierte Proliferation von T-Zellen durch eine Hemmung der Interleukin-2-
Produktion (Laburthe et al., 1993; Said, 1991, 1996). VIP kommt auch im ZNS vor, wo es
neurotrophe und neuroprotektive Effekte zeigt. Kultivierte Neurone werden durch VIP vor
dem apoptotischen Zelltod, z.B. durch oxidative Schéden oder exotoxische Einfllsse,
geschiitzt (Brenneman and Eiden, 1986; Said, 1996). VIP ist ein potenter Wachstumsfaktor
in der Embryogenese (Gressens et al., 1993), verkiirzt den Zellzyklus in neuroepithelialen
Zellen (Gressens et al., 1998) und fordert die neuronale Differenzierung embryonaler
hippocampaler Neurone in der Kultur (Blondel et al., 2000). VIP bindet hochspezifisch an
zwei Rezeptoren VPCAIR und VPCAZ2R (Usdin et al., 1994). Diese Rezeptoren aktivieren
5
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Adenylatcyclase, die die cAMP-Konzentration erhoht, ein second messenger-System.
Aulerdem kommt es zu einer Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration
(Dickson et al., 2006) und Beeinflussung der Phospholipase D-Funktion (McCulloch et al.,
2000).

Die Verteilung und synaptische Verschaltung der VVIPergen Neurone im Hippocampus ist
gut untersucht (Lorén et al., 1979; Kdhler, 1982, 1983; Roberts et al., 1984; Leranth et al.,
1984; Kosaka et al., 1985; Sloviter and Nilaver, 1987; Acsady et al., 1996a, b; Hajos et al.,
1996).

Als rein GABAerg werden VIP-positive Neurone im Hippocampus von einigen Autoren
beschrieben (Acsady et al., 1996a, b; Hajos et al., 1996). Kosaka et al. (1985) zeigen, dass
nur 50% der VIP-positiven Neurone im Hippocampus auch GABAerg sind.
Untersuchungen zur eventuellen Kolokalisationen von VIP mit GABA in priméren
hippocampalen Zellkulturen gibt es bisher nicht. Eine Verteilung dieser Neurone in den
verschiedenen Unterregionen des Gyrus dentatus und der CA3-Region sind nicht

untersucht.

1.2.2.3 Neuropeptid Y (NPY)

NPY ist ein Peptid aus 36 Aminosduren, das in peripheren und zentralen Neuronen
produziert wird. Es wurde erstmals 1982 im Schweinehirn extrahiert (Tatemoto et al.,
1982).

Hippocampale Neurone, die NPY-positiv sind, besitzen ultrastrukturelle Merkmale, die fiir
Interneurone typisch sind. Sie haben ein dickes perinukledres Zytoplasma. Dies ist reich an
Organellen, wie dem rauen endoplasmatischen Retikulum und Golgizysternen. Sie haben
eine eingefaltete Kernmembran und symmetrische und asymmetrischen Synapsen auf dem
Soma (Freund and Buzsaki, 1996). Lichtmikroskopisch sind NPY-positive Interneurone
nicht immer sicher zuzuordnen. Dort wo es maglich ist, entsprechen sie dem Subtyp der
HIPP-Zellen, Basket-Zellen oder O-LM-Zellen (Freund and Buzsaki, 1996).

Eine Charakterisierung NPY-exprimierender Neurone auf Grund ihres Gehaltes an
weiteren Neurotransmittern ist bisher selten in situ und nicht in vitro durchgefiihrt worden
(Bering et al., 1997; Vega et al., 2010). Haufig wird eine Koexpression von NPY mit
Somatostatin und GABA beschrieben (Freund and Buzsaki, 1996; Sperk et al., 2007;

Nakamura et al., 2007). Die Kolokalisation von Somatostatin mit NPY trifft aber nicht
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immer zu (Chronwall et al., 1985; de Quidt and Emson, 1986; Kohler et al., 1986, 1987,
Deller and Leranth, 1990; Milner and Veznedaroglu, 1992; Jinno and Kosaka, 2003).

Dem Neuropeptid Y wird unter anderem eine Mitwirkung bei der Regulierung des
Blutdrucks, der zirkadianen Rhythmik, der Nozizeption, des Essverhaltens, der
Alkoholaufnahme, des Gedé&chtnisses, des Stressverhaltens, der Depression und bei
Anfallsleiden zugeschrieben (Clark et al., 1984; Flood et al., 1987, Heilig et al., 1989;
Duggan et al., 1991; Hua et al., 1991; Kalra et al., 1998; Bannon et al., 2000; Harrigton
and Schak, 2000; Klemp and Woldbye, 2001; Reibel et al., 2001; Morales-Medina et al.,
2010). Die Wirkung von NPY ist rezeptorvermittelt (Y1-, Y2-, Y5- Rezeptoren) und findet
im Gegensatz zu vielen anderen inhibitorischen Neurotransmittern nur présynaptisch im
Cornu ammonis statt (Colmers et al., 1987; McQuiston and Colmers., 1992; Michel et al.,
1998). Uber Y1-Rezeptoren, die G-Protein-regulierte einwartsgerichtete Kaliumkanale
(GIRK) aktivieren, werden durch NPY nahezu die Hélfte aller GABAergen Interneurone
im Hilum hyperpolarisiert (Paredes et al., 2003).

Intraventrikuldre Gabe von NPY verringert die Aktivitat von motorischen Anfallen und
verkirzt die Kainat-induzierte EEG-Veranderung im Gyrus dentatus (Woldbye et al., 1996,
1997). Ebenso fanden Baraban et al. (1997) und Erickson et al. (1996), dass eine

intraventrikuldre Gabe von NPY die Epilepsieanfalligkeit bei Mausen reduzierte.

Die Ergebnisse an verschiedenen Epilepsiemodellen zeigen die machtigen antikonvulsiven,
antiepileptogenen Eigenschaften von NPY (Wu et al., 2004; Wu and Li, 2005).

Eine Untersuchung hippocampaler Primérkulturen unter kontrollierten Bedingungen ist
bisher nicht vorgenommen worden. Ebenfalls wurde bisher keine Aufteilung in die
Unterregionen Gyrus dentatus und CAS3, sowie die speziellen Auswirkungen lokal
applizierter Noxen auf diese Neuronensubpopulationen untersucht, wie sie diese Arbeit

zeigt.

In situ ist die Verteilung NPYerger Neurone im Hippocampus im Vergleich zu anderen

peptidergen Neurotransmittern wenig untersucht.

1.2.2.4 Somatostatin (SS)

Erstmals wurde Somatostatin 1972 als ein hypothalamischer Inhibitor der
Wachstumshormonausschittung aus der Adenohypophyse charakterisiert (Brazeau et al.,
1972).
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SS liegt entsprechend seiner Aminoséureanzahl in zwei Isoformen vor: SS-28 und SS-14.
Antikorper gegen beide Varianten markieren dieselben Zellen (Moyse et al., 1984;
Iwanaga et al., 1983). Die Wirkung von SS wird Uber eine Gruppe G-Protein gekoppelter
Rezeptoren vermittelt (Reichlin, 1983; Reisine and Bell, 1995). Die funf bekannten
Subtypen werden SSTR1-5 benannt. Die Rezeptoren binden SS-28 und SS-14 mit
unterschiedlicher Affinitdt. SSTR1-4 haben eine hohere Affinitdt zu SS-14 wahrend
SSTRS5 SS-28 bevorzugt (Reichlin, 1983).

SS ist im ZNS weit verbreitet (Johansson et al., 1984). Die Verteilung in nahezu allen
Schichten des Hippocampus wurde eingehend von Sloviter and Nilaver (1987)

beschrieben.

Die Morphologie und Verteilung entspricht der von Interneuronen. Bei bisherigen
Untersuchungen in situ zeigten SS-positive Neurone eine nahezu 100-prozentige
Kolokalisation mit GABA, GAD oder ihrer mRNA (Somogyi et al., 1984; Kosaka et al.,
1988; Esclapez and Houser, 1995). 14% der GABAergen Neurone waren auch fir SS
positiv. Untersuchungen an Mdusen zeigten vergleichbare Ergebnisse wie bei den Ratten
(Jinno and Kosaka, 2000).

Untersuchungen an Zellkulturen liegen bisher nicht vor. Es wurden auch nicht die
Auswirkungen lokal applizierter Noxen auf diese Neuronensubpopulation untersucht, wie

sie diese Arbeit zeigt.

1.3 Kultur

Die hippocampale Primdrkultur wurde in unserer Arbeitsgruppe als Modell zur
Untersuchung neuronaler Entwicklung etabliert (Ahnert-Hilger et al., 1995; Grosse et al.,
1998, 2000). Es wurde gezeigt, dass sich Kv-Kanéle in der Primérkultur sehr &hnlich wie

in der in situ Situation entwickeln (Grosse et al., 2000).

Neurone konnen unterschiedlich charakterisiert werden. Hippocampale Neurone, wie
Kaornerzellen, Interneurone und Pyramidenzellen lassen sich morphologisch unterscheiden.
Kornerzellen sind klein, haben einen Durchmesser von ca. 8 -10 um, ein rundliches Soma
und sind als glutamaterge Neurone bekannt, die mit ihren Axonen den Moosfasertrakt
bilden, der auch in der Zellkultur die typischen groRen Moosfasersynapsen bildet (Grosse
etal., 1998).
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Kaornerzellen sind spezifisch flr Calbindin anfarbbar. Auch einige Interneurone des Hilums
und der CA1-3 Region sind Calbindin-positiv (Abbildung 23) (Grosse et al., 2003).
Interneurone sind als GABAerge Neurone bekannt, die kleiner als Pyramidenzellen sind

und verschiedene Arten von Co-Transmittern oder Modulatoren exprimieren.

In der Abbildung 2 wird gezeigt, dass sich die Neurone wie zuvor beschrieben markieren
lassen. Interneurone sind GADG65-positiv und teilweise fur Calbindin gefarbt (Abbildung 2

A Pfeil, B Pfeil und Pfeilspitze). Kérnerzellen hatten ein rundliches Soma und lielRen sich
nur fur Calbindin farben (Abbildung 2 A Doppelpfeil).

Abbildung 2: Doppelimmunfluoreszensmikroskopie Calbindin- (griin) und GAD65-

(rot) positiver Neurone in der Hippocampuskultur

Hippocampuskultur: 12 DIV markiert mit Calbindin (griin) und GAD65 (rot). Fig. A zeigt zwei Neurone.
Eine Kornerzelle (Doppelpfeilspitzen), die Calbindin-positiv ist (grin) und ein rundliches Soma aufweist und
ein Interneuron (Pfeil), das Calbindin- und GAD65-positiv ist. Kolokalisation stellt sich gelb dar. Fig. B zeigt
zwei Interneurone. Ein Interneuron (Pfeil) ist wie in Fig. A doppelmarkiert mit Calbindin und GADG5 (gelb,
durch Uberlagerung von rot und griin). Das andere Interneuron (Pfeilspitze) ist nur GADG5-positiv (rot).
MaRstab 20um;

1.4 Experimentelle Beeinflussung der genannten Transmitter
1.4.1 Durch Deltamethrin in der hippocampalen Zellkultur der Maus

Deltamethrin ist ein Typ 2 Pyrethroid. Pyrethroide sind Substanzen, die vorwiegend bei
Insektiziden Anwendung finden. Das Nervensystem ist ihr Hauptangriffspunkt bei

Séugetieren und Insekten. Sie gelten als sicher, da im Allgemeinen keine pathologischen
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Effekte bei Menschen beobachtet wurden. Bisher ist auf zellularer Ebene bei hohen
Konzentrationen um 400 — 600 nM eine Auswirkung auf Natriumkanéle beschrieben
worden: der Natriumeinstrom bei Depolarisation wird stark verlangert (Narahashi, 1996).
Dieser Effekt tritt bei tetrodotoxinresistenten Natriumkanélen starker auf als bei

tetrodotoxinsensiblen Natriumkanélen (Tarabean and Narahashi, 1998).

Primdrkulturen vom Hippocampus ermdglichen es, die Entwicklung von Neuronen (ber
einen Zeitraum von bis zu drei Wochen zu untersuchen (Ahnert-Hilger et al., 1995; Grosse
et al., 1998, 2000). Es wurde gezeigt, dass sich Kv-Kanale in der Primarkultur sehr &hnlich
der in situ Situation entwickeln (Grosse et al., 2000).

Dieses Modell zur Untesuchung bestimmter Neuronensubtypen und ihrer Entwicklung ist
bisher nicht zur Kontrolle spezifischer Effekte des Deltamethrins verwand worden.

1.4.2 Durch Kindling in Wistar Ratten an in situ-Schnitten

»Kindling“ (englisch: anfachend, entziindend) wird definiert als eine fortschreitende
Zunahme neuronaler Antworten auf seltene und schwache Hirnstimulationen. Durch einen
Anstieg der Dauer und Ausbreitung der Folgeentladungen werden einfach-fokale,
komplex-fokale und sekundar generalisierte Anfélle ausgeldst. Ratten, die durch im
limbischen System implantierte Elektroden stimuliert wurden (Gloveli et al., 2003),
reagieren mit progressiv. im Schweregrad zunehmenden Anféllen und einer
fortschreitenden Epileptogenese, die der bei komplex-fokalen Anféllen des Menschen
entspricht. (Majkowski, 2002)
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2 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll das Vorkommen peptiderger Neurotransmitter in
hippocampalen Zellkulturen untersucht werden. Es stehen folgende Fragen im Mittelpunkt:

Sind die Unteregionen CAL bis CA3 und der Gyrus dentatus getrennt Kkultivierbar und
werden die peptidergen Neurotransmitter NPY, VIP, CCK, Somatostatin in
unterschiedlichem MaRe in den verschiedenen Regionen exprimiert?

Werden alle Neurone, die die peptidergen Neurotransmitter NPY, SS, VIP und CCK
expremieren als GABAerg identifiziert und wie hoch ist dabei der Anteil nicht GABAerger

Neurone?
Gibt es Abweichungen zur in situ Situation und wie sind sie interpretierbar?

Werden die peptidergen Neurone durch Gabe von Deltamethrin wéhrend ihrer
Entwicklung in der Kultur beeinflusst und lassen sich Auswirkungen auf synaptische

Kontakte beobachten?

Lassen sich an gekindelten Ratten &hnliche Effekte wie bei Deltamethringabe bei NPY und

SS-positiven Neuronen feststellen?
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3 Material und Methoden

3.1 Methoden

3.1.1 Hippocampale Primarkulturen

Zum Anlegen von Primérkulturen wird embryonales Hippocampusgewebe bendtigt. Um
trachtige Mause zu erhalten, wurden adulte NMRI-Mausbdcke (Fa. Harlan, Winkelmann,
Hannover, Deutschland) 12 Stunden mit weiblichen NMRI-Md&usen gepaart. Bis zum
Entnahmetag wurden die trdchtigen Mduse im Tierstall des Anatomischen Instituts der
Charite betreut.

Die Kulturen wurden vom Hippocampus 17 Tage alter fetaler NMRI-M&use angelegt. Die
trachtigen Madause wurden durch zervikale Dislokation getdtet und die Embryonen

entnommen.

Die weitere Bearbeitung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Kopfhaut wurde
abprapariert, die Kalotte entfernt, das Hirn entnommen und die Meningen vorsichtig
entfernt. Der Hippocampus ist unter Zuhilfenahme einer Stereolupe mit 16facher
VergroRerung herausprapariert worden. Danach erfolgte die Préparation der Unterregionen
CA3a/CA3b und Gyrus dentatus mit Hilum (G.dent.) nach dem Schema in Abbildung 3. In
Teilschema D wurden die Anteile zwischen | und Il und die CA1-Region entfernt, so dass
sich in den CA3a/CA3b-Sticken keine Kornerzellen befinden. Verwendet wurden die
Teilstlicke A, C und D.
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Abbildung 3: Praparationsschema des Hippocampus fuir die Kultivierung der

Regionen des Hippocampus

Fig.A: Gesamter Hippocampus; Fig.B: Hippocampus ohne CA1-Region; Fig.C: Gyrus dentatus mit Hilum;
Fig.D: CA3a/CA3b-Region fiir Kultivierung; Fig.E: Zwischen den gestrichelten Linien | und Il wird das

Material verworfen.

Die so entnommenen Hippocampusstiicke (A, C und D) wurden mechanisch dissoziiert,
die Zellen bei 900U/min fir 9min zentrifugiert und das entstandene Pellet im
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden fur die Immuncytochemie auf poly-L-
Lysin und Kollagen beschichteten Deckglaschen in 4, 6 und 24 Loch-Kulturplatten
ausgesat und bei 37°C und 10% CO; kultiviert. Die Kulturdauer betrug maximal 21 Days
in vitro (DIV). Die Kulturen wurden fur die GAD65/67 Markierungen nach 12-21 DIV, fir
die CCK-, VIP-, NPY-, SS Markierung nach 21 DIV und unter Deltamethrinbehandlung
nach 17 DIV fixiert, quantifiziert und fotographisch dokumentiert. Das Kulturmedium
wurde wochentlich zur Halfte erneuert. Zur Untersuchung der Verteilung der Neurone des
gesamten Hippocampus und der hippocampalen Regionen wurden Kulturen mit 200.000
Zellen/cm? benutzt.

3.1.2 Behandlung der Neurone in der Kultur

An dem etablierten Modell (Ahnert-Hilger et al., 1995; Grosse et al., 1998, 2000) der
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hippocampalen Primarkultur wurde durch Doppelimmunfluoreszens-Markierungen die
Klassifizierung der Neurone nach peptidergen Neurotransmittern, GABA und/oder

Calbindin vorgenommen.

Des Weiteren wurden quantitative wie qualitative Veranderungen an diesen
Subpopulationen nach Behandlung mit Deltamethrin erfasst. Deltamethrin wurde ab DIV 6
zweimal wochentlich in 20-, 200- und 2000nM Konzentrationen auf die Kulturen gegeben.

3.1.3 Gekindelte Ratten

Freundlicherweise wurden flr diese Arbeit perfundierte, tiefgefrorene Gehirne gekindelter
Ratten (Methode siehe Gloveli et al., 2003) von Professor Uwe Heinemann (Johannes-
Miller-Institut fur Physiologie der Charité, Humboldt Universitat zu Berlin) zur

Verfugung gestellt.

Dafur wurden adulte Wistar-Ratten als Kindling- und Kontrolltiere verwendet. Bipolare
Edelstahlelektroden wurden stereotaktisch unter Ketaminandsthesie (60mg/kg) in die linke
basolaterale Amygdala (AP 2.5, L 5, H 8.5; Atlas Paxinos und Watson) implantiert. Nach
einer Erholungszeit von 7-10 Tagen wurden die Tiere téglich Uber die Elektrode stimuliert
(0,2ms Pulslange bei 60Hz Uber 2s Dauer). Die Pulsh6éhe wurde so reguliert, dass es zu
einem Zucken im gleichseitigen Auge kam. Die Verhaltensanderungen wurden nach der
Verhaltenseinstufung nach Racine bewertet. Die Kontrollgruppe wurde nicht stimuliert. Es
wurde so lange stimuliert, bis sich 5 konsekutive Kategorie-5 Anfélle zeigten. Die
Kindling- und Kontroll-Tiere wurden 24 bis 48 Stunden nach dem letzten Anfall

perfundiert und fixiert.

3.1.4 Immunzytochemie
3.1.4.1 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis

Das Verfahren basiert auf dem Einsatz von Primdrantikdrper, die in einem zweiten
Inkubationsschritt von Fluoreszenz-markiertem Immunglobulin G (IgG) visualisiert
werden, wobei diese fluorochromierten Antikérper gegen die Wirtsspezies des
Primé&rantikdrpers gerichtet sind.

Die Neurone wurden nach 12, 17 und 21 DIV fir 30min in Paraformaldehydldsung (4%)
fixiert. Flr 5min wurden die fixierten Zellen bei Raumtemperatur mittels Triton X-100-
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Losung permeabilisiert. Nach dem Blocken der unspezifischen Bindungen des
Zweitantikorpers mittels NGS, erfolgte die Inkubation der Kulturen mit dem priméren
Antikorper fur 24h bei 4°C (Konzentrationen siehe Tabelle 1). Die Zellen wurden
anschlieBend in PBS gewaschen und fir 2h mit den entsprechenden Sekundarantikorpern
inkubiert. Alle in Rabbit hergestellten Primarantikérper wurden mit Texas red-coupled
goat anti-rabbit 19gG und alle in Maus hergestellten mit Oregon green-coupled goat anti-
mouse IgG markiert, in Konzentrationen wie sie Tabelle 2 angibt. Nach nochmaligem
Waschen in PBS wurden die Zellen mit Immuno-Mount auf Objekttragern eingedeckt. Der
einmalige Einsatz von Triton X-100 wahrend der Prozedur ist ausreichend, da die Wirkung
irreversibel ist. Hohere Anteile als 0,1-1% Triton X-100, wie sie flr verschiedene andere
immunhistochemische Verfahren eingesetzt werden, konnen Artefakte wie z.B.

Myelinfarbungen erzeugen (Weruaga et al, 1998).

Tabelle 1: Verdiunnung der Priméarantikorper fur die Fluoreszenzhistologie

primére Antikorper Verdinnung

Calbindin-D-28K 1:1000

monoclonal, made in mouse

Cholecystokinin (CCK), 1:100

polyklonal, made in rabbit

GAD 65kDa, 1:100

monoklonal, made in mouse

GAD 67kDa, 1:200

polyklonal, made in rabbit

Neurofilamentprotein 200 kDa (NFP 200) 1:4

monoklonal, made in mouse

Neuropeptid Y (NPY), 1:100

polyklonal, made in rabbit

Somatostatin, 1:2000

polyklonal, made in rabbit

Synapsin, 1:500

polyklonal, made in rabbit
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Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP), 1:1000

polyklonal, made in rabbit

Tabelle 2: Verdiinnung der Sekundarantikorper fur die Fluoreszenzhistologie

sekundare Antikorper Verdiinnung

Oregon green-coupled goat anti- mouse IgG  |{1:200

Texas red-coupled goat anti-rabbit 1gG 1:100

3.1.4.2 Mikroskopischer Nachweis mittels der DAB/Ni- Technik

Die immunzytochemische Darstellung der Gewebeschnitte und Neurone erfolgte nach der
DAB/Ni-Methode (Veh et al., 1995). Die Darstellung der Proteine erfolgt dabei durch
Binden antigenspezifischer ~Antikérper, die durch Kopplung an biotinylierte
Sekundérantikorper die Bildung eines Avidin-Peroxidase-Komplexes ermdglichen. Die
Aktivitat der Peroxidase kann durch eine chromogene enzymatische Reaktion sichtbar

gemacht werden.

Die Fixierung adulter NMRI-M4&use erfolgte durch kardiale Perfusion mittels Perfusions-
Losung fur 15min bei 106mBar sowie weitere 30min bei 26mBar. Die Perfusions-Lésung
wurde mit Logasteril ausgewaschen und das Gehirn zur weiteren Fixierung in 1%
Paraformaldehyd-L6osung gelegt (12h). Die kompletten Gehirne sind bei —60 bis —75°C in
flissigem Hexan mit Hilfe von Tissue Freezing Medium aufgefroren worden. Am

Cryostaten wurden Schnitte der entsprechenden Hirnregion von 40um Dicke angefertigt.

Die Schnitte wurden 15min in 1% Natriumborhydrid reduziert. Um unspezifische Epitope
zu blockieren, die endogene Peroxidase zu zerstoren und die Zellen zu permeabilisieren,
sind sie 30min in 10% NGS-Pht gewaschen worden. Es erfolgte daraufhin eine 36h-
Inkubation in einem entsprechend verdunnten Erstantikorper bei 4°C. Nach 1h Blockieren
in PBS-A wurden die Schnitte fir weitere 24h in der Losung des biotinylierten
Zweitantikorpers inkubiert, entsprechend dem Erstantikdrper bei 4°C. In der darauf
folgenden 6h-Inkubation mit dem ABC-Peroxidase-Kit 1:1000 in PBS-A erfolgt eine
Komplexbildung zwischen dem Biotin des Zweitantikérpers und dem Avidin, an das

Peroxidase gekoppelt ist. Die Schnitte wurden dann fir 15min mit einer Losung aus 5%
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Tris-Imidazol-Stock und 1% DAB-Stock in H,O behandelt. Durch Zusatz von 0,015%

H,0, startete die enzymatische Reaktion, wahrend 0,3% Ammoniumnickelsulfat das

Kontrastverhéltnis verbesserte. Unter Beobachtung mit Hilfe eines Mikroskops wurde die
Reaktion nach Erreichen der gewinschten Intensitdt mit PBS abgebrochen. Bevor die
Schnitte auf mit Gelatine gekoatete Objekttrager aufgezogen wurden, verhinderte
einmaliges Waschen mit H,O die Kristallbildung wéhrend der Trocknung. Durch die
aufsteigende Alkoholreihe wurden die Schnitte entwassert und anschlieBend mit Entellan

eingedeckt.

Tabelle 3: Verdinnung der Primarantikorper fur die DAB/Ni-Methode

Calbindin-D-28K 1:2000

monoclonal, made in mouse

Cholecystokinin (CCK), 1:1000

polyklonal, made in rabbit

GAD 65kDa, 1:1000

monoklonal made in mouse

GAD 67kDa, 1:2000

polyklonal, made in rabbit

Neuropeptid Y (NPY), 1:1000

polyklonal, made in rabbit

Somatostatin, 1:5000

polyklonal, made in rabbit

Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP), 1:6000

polyklonal, made in rabbit

3.1.5 Quantifizierung und Statistik
3.1.5.1 Quantifizierung

Untersucht wurden Neurone in Schnittpréparaten und Zellkulturen und qualitativ
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beschrieben. Quantitative Aussagen wurden an den Neuronen der Zellkulturen mit
Doppelmarkierungen  fir GAD und peptidergen  Transmittern und  nach
Deltamethrinbehandlung der Kulturen dokumentiert (Kapitel 4.2 und Kapitel 4.3.4-5 ).
Ebenfalls quantitative Aussagen wurden an Schnittpraparaten gekindelter Wistar-Ratten

und der entsprechenden Kontrolltiere in Kapitel 4.3.2-3 getroffen.

Von Zellkulturpraparaten wurden immer ganze Deckglédschen (113mm?) untersucht und
alle markierten peptidergen (CCK, VIP, NPY, SS) Neurone gezahlt, unterschieden nach
ihrem Gehalt an GADG65. Dazu wurde bei jedem als peptid-positiv identifizierten Neuron
ein Filterwechsel am Mikroskop vorgenommen, der eine Identifizierung auf einen
etwaigen Gehalt an GAD65 moglich macht. Emittierte das Neuron die spezifischen
Wellenlangen beider Fluorochrome (Texas red und Oregon Green) wurde es als Neuron
mit Kolokalisation von Peptid und GAD65 gewertet. Emittierte das Neuron nur die
Wellenlédnge des antipeptidgekoppelten Fluoreszenzantikorpers wurde es peptiderg aber
GADG5 negativ gewertet.

3.1.5.2 Statistische Auswertung

Fur alle Auswertungen gelangten die statistischen Funktionen des Kalkulationsprogramms
EXCEL (Microsoft Corporation, Redmond, USA) zum Einsatz, insbesondere die
Funktionen arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung (STABW) und Student t-Test.
Bei Werten von p<0,05 sind die Unterschiede bei den Ergebnissen als signifikant

angenommen worden.

Aufgrund der aufwéndigen Préparationen variierte die Anzahl der Versuche und die

Anzahl der ausgewerteten Proben fir die untersuchten Regionen des Hippocampus.

Fir die CCK-Auswertungen wurden 5 Versuche durchgefiihrt und pro Versuch 4

Deckglaschen aus jeder hippocampalen Unterregion ausgezahlt.

Fur die VIP-Auswertungen wurden 4 Versuche durchgefiihrt und pro Versuch 3

Deckglaschen aus jeder hippocampalen Unterregion ausgezahlt.

Fir die NPY-Auswertungen wurden 6 Versuche durchgefuhrt und pro Versuch 4

Deckglaschen aus jeder hippocampalen Unterregion ausgezéhlt.

Fur die SS-Auswertungen wurden 3 Versuche durchgefthrt und pro Versuch 2

Deckglaschen aus jeder hippocampalen Unterregion ausgezahlt.
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3.1.6 Versuchstiere

Alle verwendeten Maduse waren NMRI-Maduse (Naval Medical Research Institute). Alle
verwendeten Ratten waren adulte Wistar-Ratten (2 Monate alt). Fir alle Versuche mit
kultivierten Neuronen wurden 17 Tage alte NMRI-Mduse-Feten verwendet. Alle in der
Arbeit gezeigten représentativen Schnittbilder der Hippocampusregion wurden von

adulten, 8 Monate alten weiblichen Mausen angefertigt.

3.2 Material

3.2.1 Gerate
Acryl-Kivetten, Fa. Sarstedt Niimbrecht-Rommelsdorf, Deutschland
Autoklav, Fa. Gossner, Modell GVA4,6-3,Hamburg, Deutschland
Brutschrank, Fa. Heraeus, Modell B5060, Hanau, Deutschland
Cryostat, Frigocut 2800, Fa. Reichert-Jung, Deutschland
Elektronenmikroskop, SEM, Fa. Jeol
- Elektronenmikroskop, TEM, Fa. Zeiss
- Einmalpipetten, Fa. Falcon, 5, 10, 25 ml, Lincoln Park, USA
- Einmalrohrchen, Fa. Falcon, Blue Max, 50 ml, Lincoln Park, USA
- Einmalrohrchen, Fa. Falcon, 10 ml, Lincoln Park, USA
- Einmalspritzen, Fa. Braun, 10 ml, Melsungen, Deutschland
- Kulturschalen, Fa. Nunc, 4, 6, 24 well Multidish, Roskilde, Déanemark
- Laborwaagen, Fa. Sartorius, Gottingen, Deutschland

- Laminar-Flow-Bench, Fa. BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbuhl-Genkingen,

Deutschland

- Mikroskop, Fa. Zeiss, Axiovert 135 mit Fotoausstattung Ricoh KR-10 M, Oberkochen,
Deutschland

- Pasteurpipetten, Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
- pH-Meter, Fa. WTW, Modell 537, Weilheim, Deutschland
- Pipettenspitzen, Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Pipettierhilfe, Fa. Hirschmann, Modell Pipetus-Aku, Eberstadt, Deutschland
Pipettierhilfen, Fa. Eppendorf, Eppendorf, Deutschland

Pipettierhilfen, Fa. Labsystems, Modell Finnpipette

Schlauchpumpe, Fa. ABIMED, Modell Minipuls 2, Langenfeld, Deutschland
Schuttler, Fa. IKA-Labortechnik, Modell MTS 4, Staufen, Deutschland
Stereolupe, Fa. Zeiss, Modell SV 11, Oberkochen, Deutschland

Sterilfilter 150 ml, Fa. Nalgene, Modell 1550020, Hereford, U.K.

Sterilfilter 500 ml, Fa. Nalgene, Modell 1564020, Hereford, U.K.

Sterilfilter aufsteckbar, Fa. Schleicher & Schuell, FP 030/3, Dassel, Deutschland
Tischzentrifuge, Fa. Hettich, Modell Universal, Tuttlingen, Deutschland

TrockenheiRluftsterilisator, VEB MLW Medizinische Gerate, Modell 113-0100,
Berlin, DDR

Ultraschallhomogenisator, Fa. Bandelin, Berlin, Deutschland
Ultrotom, Fa. Reichert, Modell Ultracut S, Wien, Osterreich

Vortex, Fa. IKA-Labortechnik, Modell G 560 E, Staufen, Deutschland
Waérmeschrank, VEB MLW Medizinische Gerate, Berlin, DDR

3.2.2 Chemikalien

ABC-Peroxidase-Kit, Fa. Vector, Burlingame, USA
Albumin, bovine, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Aprotinin, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Basal Medium Eagle (BME), mit Earles Salts und Glutamax I, Fa. Gibco, Eggenstein,
Deutschland

biotinyliert-goat anti rabbit (19G, H+L), Fa. Vector, Burlingame, UK
biotinyliert-horse anti mouse (IgG, H+L), Fa. Vector, Burlingame, UK

BPST (2-(2"-Benzothiazolyl)-5-Styryl-3-(4"-Phtal-Hydrazidyl)-tetrazolium chloride),
Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Calciumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloralhydrat, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

DAB (Diaminobenzidin), Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

20



Material und Methoden

Deltamethrin, Institute of Organic Industrial Chemistry, Warschau, Polen
Dinatriumhydrogenphosphat, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
DMSO (Dimethylsulfoxid), Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure oder Ethylen-dinitrilo-tetra-Essigséure-di-

Natrium-Dihydrat), Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Eagle Medium, Gibco, Life Science, Berlin, Deutschland
Entellan, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Epon 812, Fa. Fluka, Buchs, Schweiz

Epon Accelerator DMP30, Fa. Fluka, Buchs, Schweiz
Epon Hardener DDSA, Fa. Fluka, Buchs, Schweiz

Epon Hardener MNA, Fa. Fluka, Buchs, Schweiz
Ethanol, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Glukose, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Glutaraldehyd 70 %, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycin, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-  1-piperazinyl)-ethansulfonsdure), Fa. Serva,
Heidelberg, Deutschland

HPMA (Hydroxypropylmetacrylat), Fa. Fluka, Buchs, Schweiz

HRP (Horseradish peroxydase) type II, 200U/mg, Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Immuno-Mount, Fa. Shandon, Cleshire, UK
Kaisers-Glycerin-Gelatine, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Longasteril, Fa. Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
Magnesiumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol, Fa. Baker, Deventer, Niederlande

Na-Pyruvat (100 mM), Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Na-Selenite, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Natriumazid, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumcacodylat, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
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Natriumchlorid, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Natriumdihydogenphosphat, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Natriumhydroxid, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

NMDA (N-Methyl- D-Aspartate), Fa. Tocris, Bristol, UK
Osmiumtetraoxid, Fa. Plano, Marburg, Deutschland

Paraformaldehyd, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Pferdeserum (fur die Zellkultur), Fa. Gibco, Eggenstein, Deutschland
Pferdeserum, Fa. Vector, Burlingame, UK

Poly-D-Lysin, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Ponceau S, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Saccharose, Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Saccharose, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

R-Mercaptoethanol, Fa. Fluka, Neu-UIm, Deutschland

Steriles Wasser, Tissue cultured tested, Fa. Gibco, Eggenstein, Deutschland
Synapsin, Fa. Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

T3 (L-3,3",5-Triiodo-Thyronine oder Trijodthyronin), Fa. Calbiochem, La Jolla, USA
Texas red Avidin D, Fa. Vector, Burlingame, UK

Tissue Freezing Medium, Leica, Nussloch, Deutschland
Trichloressigsaure, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris-HCI, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Tris-Hydroxymethylaminomethan, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Triton X-100, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Uranylacetat, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Wasserstoffperoxyd, Fa. Merk Darmstadt Deutschland

Ziegenserum, Fa. Vector, Burlingame, UK

Xylol, Fa. Baker, Deventer Holland
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3.2.3 LoOsungen

3.2.3.1 Puffer

- PBS (0,01 M): NaH2PO:*H:0 2,8 mM, Na:HPO.*H.0 7,2 mM in Aqua bidest., pH 7,2

- Phosphatpuffer (0,1 M): NaH2PO233 mM, Na:HPO.67 mM in Aqua bidest., pH 7,4

3.2.3.2 Medien fur die Zellkultur

NBM-B27: NBM 485 ml, B27 10 ml, Penicillin / Streptomycin 5 ml, L-Glutamin 1,2 ml

Kulturmedium: Eagle Medium, 10ul/ml Insulin, 0,1 mg/ml Apo-trasferrin, 1ug/ml
Aprotinin, 30nM Na-Selenit, Img/ml BSA, 0,1 nM L-3,3",5-Trijodthyronin, 0,25%
Glukose (Sigma, Miinchen, Deutschland)

3.2.3.3 Fixierungslésungen

Perfusions-Losung: 4% Paraformaldehyd, 0,05% Glutaraldehyd, 0,2% Picrinséure in 0,1M
Phosphatpuffer, pH 7,4

Paraformaldehydldsung (4 %): 4 g Paraformaldehyd in Phosphatpuffer (0,1 M), pH 7,4

Cacodylatpuffer (200 mM): 200 mM Cacodylatséure-Natriumsalz in Aqua bidest., pH 7,2
Glutaraldehyd (1 %): 1ml Glutaraldehyd (70 %) in 70 ml Cacodylatpuffer, pH 7,2

3.2.3.4 Ldsungen zur Immunzytochemie

Antikdrperverdinner: 0,5 % BSA, 0,05 % NaNs in PBS, pH 7,3; bei 4°C zwei Monate
haltbar

10% NGS-Pht: 0,3ml Triton-Stockldsung, 9,7ml 10% NGS, 5ul Phenylhydrazin
Triton X-100-Ldsung: 0,5 % Triton X-100 in PBS

Serum zum Blocken unspezifischer Bindungen: 2% Normalserum in PBS
DAB-Stammldsung: 50 mg DAB in 1 ml Aqua bidest.

Tris-Stockldsung (1M): 12,2 Tris(hydroxymethyl)aminomethan in 100 ml H,O, pH 7,6
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Imidazol-Stocklésung (1M): 681mg Imidazol in 10 ml H,O, pH 7.6

Vorinkubationsldsung: 500ul Tris-Stockldsung, 100ul Imidazol-Stockldsung, 100ul DAB-
Stocklosung, 100ul DAB-Stocklésung, 9,5ml H,O

Inkubationslosung: 5ml Vorinkubationslosung, 500ul 3% Ammoniumnickelsulfat, 250ul
H,0, 3%

3.2.4 Verwendete Antikorper
Tabelle 4: Primére Antikorper

Calbindin-D-28K Sigma, Deisenhofen

monoclonal, made in mouse

Cholecystokinin (CCK), Sigma, Deisenhofen

polyklonal, made in rabbit

GAD 65kDa, Chemicon

monoklonal, made in mouse

GAD 67kDa, Chemicon

polyklonal, made in rabbit

Neurofilamentprotein 200 kDa (NFP 200) Chemicon

monoklonal, made in mouse

Neuropeptid Y (NPY), Amersham

polyklonal, made in rabbit

Somatostatin, DAKO

polyklonal, made in rabbit

Synapsin, Calbiochem, Bad Soden

polyklonal, made in rabbit

Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP), Cambridge Research
Biotechnology

polyklonal, made in rabbit
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Tabelle 5: Sekundéare Antikorper

Oregon green-coupled goat anti- mouse 1gG

Molecular Probes

Texas red-coupled goat anti-rabbit 19G

Dianova
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4 Ergebnisse

Bei der Betrachtung der Schnitte waren bei den verschiedenen peptidergen
Neuronenpopulationen unterschiedliche Verteilungen in den einzelnen
Hippocampusregionen zu erkennen. Um diese Neuronengruppen so genau wie mdglich zu
charakterisieren, erschien es notwendig, Unterregionen des Hippocampus getrennt
voneinander zu kultivieren. Es wurden drei verschiedene Kulturen angelegt: Kulturen des
Gyrus dentatus mit dem Hilum und einem kleinen Anteil der CA3c-Region; Kulturen der
CA3a/b-Region und Kulturen des gesamten Hippocampus.

4.1 GAD als Marker GABAerger Neurone

Es wurden in situ sowie in vitro GAD65 und GAD67 im Hippocampus untersucht. Fir
beide bekannte Formen der Glutamatdecarboxylase standen Antikorper zur Verfligung. Fir
GADG65 wurde ein monoklonaler in Maus und fiir GAD67 ein polyklonaler im Hasen
hergestellter Antikorper verwendet. Dazu sind an 40um dicken, koronaren Schnitten die
GABAergen Neurone néher Kklassifiziert worden. Es wurde sowohl in vitro als auch in situ
auf eventuelle Unterschiede in den Markierungen der beiden Isoformen GADG65 und
GADG67eingegangen.
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Abbildung 4: Lokalisation von GADG65 (Schnitt adulter Mausehippocampus)

DAB/Ni-Technik fur GAD65, 40um dicker coronaler Schnitt. Fig. A: Hippocampusregion, in einer
Ubersicht, Gyrus dentatus (DG). Es sind immunreaktive Interneurone in allen Regionen sowie GADG5-
positive Faserschichten zu erkennen. Fig. B zeigt den Gyrus dentatus. Immunreaktivitat ist im Stratum
granulosum (Sg) und Str. moleculare (Sm) in Interneurone und Fortsatzen zu erkennen, wahrend die GAD65-
negativen Kornerzellen im Str. granulosum nur durch die Umrundung ihrer Somata durch GAD65-positive

Fortsatze und Synapsen sichtbar werden (Sternchen Fig. D). Fig. D zeigt zwei GAD65-pos. Interneurone im
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Hilum (Hil, Pfeile) des Gyrus dentatus sowie entlang der Kornerzellschicht immunreaktive Somata
(Pfeilspitzen). Fig. C ist eine Ausschnittsvergréerung der CA3-Region. Gut zu erkennen ist der
immunnegative Moosfasertrakt (Mf) Uber dem Str. pyramidale (Sp). Fig. E: Im Stratum pyramidale (Sp) sind
GAD65-pos. Somata (Pfeile) und Fortsdtze von Interneuronen zu erkennen, die GAD-negative

Pyramidenzellen umhdllen (Sternchen). Mal3stab 100um.

GABAerge Neurone im Hippocampus der Maus

Kornerzellen im Stratum granulosum sowie die Pyramidenzellen im Stratum pyramidale
zeigten keine Immunreaktivitdt fir GAD65 oder GAD67 (Abbildung 4 D und E,
Sternchen; Abbildung 5 D, Sternchen; E). Im Gegensatz dazu waren die Perikarya der
Interneurone stark immunreaktiv sowohl fir GADG65 als auch fir GAD67 ohne qualitative
Unterschiede (Abbildung 4 D, E, Abbildung 5 D, E; Pfeile und Pfeilspitzen). Sie befanden
sich in nahezu allen Schichten des Hippocampus. An der Grenze von Stratum granulosum
zu Stratum moleculare war die Markierung GADG67- und GADG65-positiver Neurone
identisch (Abbildung 4 B, Abbildung 5 B, gestrichelte Linie).

GABAerge Neurone in der Kultur

Es wurden Doppelmarkierungen mit GAD65 und GADG67 an Kulturen unterschiedlichen
Alters vorgenommen. Dabei sind 12 bis 21 Tage alte Kulturen fixiert und die Farbungen

der beiden Isoformen untersucht worden.

Jedes Neuron, das GAD67 exprimiert, zeigt auch GADG65. Das heilit, GAD65 und GAD67
waren im Soma immer kolokalisiert (Abbildung 6 Pfeile, Abbildung 7). Haufig wurde auch
eine Kolokalisation in Synapsen festgestellt (Abbildung 6 Pfeilspitzen). GAD65 und
GADG67 sind also beide als immunzytochemischer Nachweis fiir GABAerge Neurone zu
verwenden. Aufgrund dieser in situ und in vitro gewonnenen Ergebnisse, wurden
Doppelmarkierungen mit peptidergen Neurotransmittern und folgende quantitative
Auswertungen mit GADG65 als Marker flir GABA-erge Neurone vorgenommen.
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Abbildung 5: Lokalisation von GADG67 (Schnitt adulter Mausehippocampus)

DAB/Ni-Technik fiir GAD67, 40um dicker coronaler Schnitt. Fig. A: Hippocampus in einer Ubersicht,

Gyrus dentatus (DG). Es sind immunreaktive Interneurone in allen Regionen sowie GADG67-positive

Faserschichten zu erkennen. Fig. B zeigt den Gyrus dentatus. Immunreaktive Fasern sind in der Grenzschicht
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vom Stratum granulosum (Sg) zum Stratum moleculare (Sm) zu erkennen (gestrichelte Linie).
Immunreaktive Interneurone befinden sich an der Grenze vom Hilum (Hil) zum Stratum granulosum. Die
GADG67-negativen Kdrnerzellen im Stratum granulosum werden nur durch die Umrundung ihrer Somata
durch GADG67-positive Fortsatze sichtbar (Sternchen Fig. D). Fig. D zeigt GAD67-pos. Interneurone im
Hilum (Hil, Pfeile) des Gyrus dentatus sowie entlang der Koérnerzellschicht (Pfeilspitzen). Fig. C ist eine
AusschnittsvergroBerung der CA3 Region. Immunreaktivitdt wird im Stratum pyramidale (Sp) durch
GADG67-positive Faserschichten GABAerger Interneurone hervorgerufen. Fig. E: Im Stratum pyramidale sind

GAD67-pos. Somata (Pfeile) und Fortsdtze von Interneuronen zu erkennen, die die GAD-negativen

pyramidalen Somata umillen. MaRstab 100um.

Abbildung 6: Doppelimmunfluoreszenz von GAD65 und GAD67 in der Kultur
21DIV

Die beiden Isoformen GAD65 (griin) und GADG7 (rot) sind in jedem GABAergen Neuron vorhanden. Die
komplette Kolokalisation (gelb) von beiden Antikdrpern kann sowohl in Somata (Pfeile) wie auch in
prasynaptischen Endigungen (Pfeilspitzen) beobachtet werden. Mafstab 20um.
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Abbildung 7: Detailaufnahme eines GABAergen Neurons

Soma (Pfeil). GAD65 (griin) und GAD67 (rot) gefarbt 21 DIV, Kolokalisation stellt sich gelb dar. Mal3stab
20 pm.

4.2 Peptiderge Neurotransmitter in situ und in hippocampalen Zellkulturen

4.2.1 Verteilung cholecystokininerger Neurone in situ und in hippocampalen

Zellkulturen

CCKerge Neurone im Hippocampus der Maus

Das Vorkommen von cholecystokininergen Neuronen wurde in situ an Schnitten fixierter
Gehirne adulter Mause untersucht. Zur Feststellung der Immunreaktivitat ist die DAB/Ni-
Methode verwendet worden. Es wurde CCK in Somata sowie in Fortsatzen beobachtet
(Abbildung 8 D, E). CCK-positive Zellkérper wurden im Hilum und den Strata
pyramidale, radiatum, lucidum, oriens und granulosum nachgewiesen (Abbildung 8).
Abbildung 8 A zeigt den Hippocampus in einer Ubersicht, B eine VergroRerung des G.
dentatus mit Hilumbereich. Im Stratum moleculare waren keine CCK-immunreaktiven
Neurone anfarbbar, im Stratum granulosum nur vereinzelt (Abbildung 8 B). Im Hilum (D)
und Stratum radiatum (E) waren viele Somata CCK-positiv. Nicht nur die Perikarya

sondern auch einige Fortsatze der CCK-positiven Neurone wurden stark gefarbt.
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Abbildung 8: Lokalisation von CCK (Schnitt adulter M&usehippocampus)

DAB/Ni-Technik fiir CCK. 40um dicker coronaler Schnitt. Fig. A zeigt die Hippocampusregion in einer
Ubersicht. Immunreaktivitat ist in einigen Zellen des Stratum pyramidale (Sp), des Stratum radiatum (Sr) und
des Stratum granulosum (Sg) zu erkennen. In Fig. B ist der Gyrus dentatus (DG) gesondert dargestellt. Fig. C
ist eine Ausschnittsvergroferung der CA3 Region. Fig. D zeigt als Ausschnitt von Fig.B CCK-positive
Neurone im Hilum (Hil). Fig. E zeigt als Ausschnitt von Fig.C im Stratum radiatum CCK-positive Somata
und Fasern. Mal3stab 100um.
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CCKerge Neurone in der Kultur

Die Kulturen wurden fir die Fluoreszensmikroskopie immunzytochemisch mit
Antikdrpern fir GAD65 (grin) und CCK (rot) markiert. Die Neurone wurden auf ihre
unterschiedliche Expression der beiden Neurotransmitter untersucht. Es wurden GAD65
positive Neurone gefunden, die nicht fir CCK gefarbt waren, GADG65-positive Neurone,
die CCK-positiv waren und GADG65-negative Neurone, die eine CCK-positive
Immunreaktion zeigten. Es konnten zwei cholezystokininerge Neuronenpopulationen
identifiziert werden: 1. cholezystokininerge Neurone, die GABAerg sind (Abbildung 10),
und 2. cholezystokininerge Neurone, die nicht GABAerg sind (Abbildung 9).

Diese beiden Populationen wurden quantitativ in den unterschiedlichen Kulturen
Hippocampus, Gyrus dentatus und CA3a/CA3Db untersucht. Die Auswertungen wurden bei
5 Versuchen mit durchschnittlich 4 Deckgléschen pro Versuch und Region vorgenommen.
Dazu wurden immer ganze Deckgldschen (113mm?2) untersucht und alle CCKergen

Neurone gezahlt, unterschieden an ihrem Gehalt an GADG65.

Jedes CCK-positive Neuron wurde auf eine etwaige Kolokalisation mit GAD65 bewertet
und gezéhlt. Im gesamten Hippocampus und Gyrus dentatus sind cholezystokininerge
GAD-positive und -negative Neurone unterschiedlich verteilt. In der Hippocampuskultur
und der Gyrus dentatus Kultur gibt es signifikant mehr CCKerge GADG65-negative
Neurone als CCKerge GADG65-positive Neurone. Das Ergebnis, dass es in der
Hippocampuskultur im Durchschnitt 82,7% CCK-positive nicht-GABAerge Neurone gibt,
aber nur 17,3% GABAerge und CCKerge Neurone, war signifikant (p=0.015 Student t-
Test). Auch in der G.dent. Kultur waren 63,8% der Neurone nicht GABAerg und 36,2%
GABAerg (p=0,02 Student t-Test). In der CA3a/CA3b-Kultur sind gleich viele CCK-
Neurone GABAerg wie nicht GABAerg. Es gibt signifikant mehr GABAerge CCK-
positive Neurone in der CA3a/CA3b-Kultur als in der Hippocampuskultur (p=0,016). Es
gibt signifikant weniger nicht GABAerge CCK-positive Neurone in der CA3a/CA3b-
Kultur als in der Hippocampus- (p=0,028) oder Gyrus dentatus— Kultur (p=0,042).
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Abbildung 9: CCK-positives, GAD65-negatives Neuron

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, gegen CCK (rot) und GADG65 (grin) markiert, 21 DIV, zeigt
reprasentatives CCK-positives Neuron mit CCK-positiven Fortsatzen (Pfeile), die nicht GABAerg sind. Es
handelt sich in den Fortsdatzen um CCK-positive Vesikelhdufungen, wie sie typisch fir die Prasynapsen sind.
MaRstab 20um.

Abbildung 10: CCK-positives, GAD65-positives Neuron

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, CCK (rot) und GADG65 (griin) markiert, 21 DIV, zeigt reprasentatives
GABAerges CCK-positives Neuron. Im Perikaryon stellt sich die Kolokalisation durch die Uberlagerung von
rot und griin gelb dar (Pfeil). Malstab 20pum.
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Abbildung 11: Verteilung GABAerger Neurone in der CCK-Population

unterschiedlicher Regionen des Hippocampus

Doppelimmunofluoreszenz mit a-GAD65 und a-CCK markierten Neuronen. Es wurden ganze Deckgléschen in
Kulturen der CA3a/CA3b Region, des Gyrus dentatus sowie des gesamten Hippocampus auf ihre Kolokalisation
hin ausgezéhlt. Die Ergebnisse, dass in den Hippacampuskulturen im Durchschnitt 73,4 CCK-positive Neurone
nicht GABAerg sind und nur durchschnittlich 15,4 Neurone GABAerg, war signifikant (p=0,015 Student t-Test).

4.2.2 Verteilung VIPerger Neurone in situ und in der Kultur

VIPerge Neurone im Hippocampus der Maus

Das Vorkommen und die Verteilung VIPerger Neurone im Hippocampus wurde mit Hilfe
der DAB/Ni-Technik an 40pum dicken coronalen Schnitten adulter Mause untersucht. Die
Immunreaktivitdt zeigte sich sehr spezifisch in Zellkdrpern und Fortsdtzen. VIPerge
Neurone waren in allen Schichten des Gyrus dentatus (Stratum moleculare, Stratum
granulosum, Hilum) zu finden. Sie erschienen haufig in kleinen Gruppen nahe am oder im
Stratum granulosum, wéhrend sie im Hilum seltener vorhanden waren (Abbildung 12 A, B,
D). Im Stratum radiatum, Stratum lacunosum-molekulare und Stratum pyramidale der CA3
Region waren auch VIP-positive Neurone lokalisiert, wéhrend es im Stratum lucidum
keine positiven Somata gab (Abbildung 12 A, C, E). Die Zellen waren morphologisch sehr
heterogen. Es gab sowohl kleine runde bis eiférmige Zellen mit wenig Fortsatzen und ca.
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10pum Durchmesser (Abbildung 12 D), als auch lang gestreckte groRere Perikarya mit

vielen Fortsatzen und ca. 25um Durchmesser (Abbildung 12 E).

Abbildung 12: Lokalisation von VIP (Schnitt adulter Mausehippocampus)

DAB/Ni-Technik fur VIP. 40um dicker coronaler Schnitt. Fig. A zeigt die Hippocampusregion in einer
Ubersicht. Immunreaktivitit ist auRer in den Somata und Fortsitzen nur sehr schwach im Stratum pyramidale
(Sp) und Hilum (Hil) zu erkennen. In Fig. B ist der Gyrus dentatus (DG) gesondert dargestellt. Fig. C ist eine
AusschnittsvergroRerung der CA3 Region. Fig. D zeigt VIP-positive Neurone nahe dem Stratum granulosum
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(Sg) des Gyrus dentatus. Fig. E: Im Stratum pyramidale sowie im Stratum radiatum sind VIP-positive

Somata zu erkennen. MaRstab 100um.

VIPerge Neurone in der Kultur

Die Primérkulturen wurden von 17 Tage alten Mausefoten angelegt. Nach 21 DIV sind die
Kulturen fixiert worden und fir die Fluoreszensmikroskopie immunzytochemisch mit
Antikorpern fir GAD65 (grin) und VIP (rot) markiert worden. Es konnten VIPerge
Neurone in der Kultur gefunden werden. Es wurden GADG65-positive Neurone gefunden,
die sich nicht mit VIP anfarben lieRen, GADG65-positive Neurone, die VIP-positiv waren,
und GADG65-negative Neurone, die eine VIP-positive Immunreaktion zeigten. Es wurden
nicht-GABAerge (Abbildung 13) und GABAerge (Abbildung 14 A, B) VIP-positive
Neurone identifiziert. Bei den VIPergen Neuronen war auch Immunreaktivitat in den

Fortsatzen zu beobachten.

Es wurden quantitative Auswertungen vorgenommen. Dazu wurden immer ganze
Deckglaschen (113mm?) untersucht und alle VIPergen Neurone auf ihren Gehalt an
GADG5 hin ausgezéhlt. Es wurden fir die Auswertungen 4 Versuche mit durchschnittlich
3 Deckglaschen pro Versuch und Region vorgenommen. Die Untersuchungen wurden an
Kulturen des gesamten Hippocampus und seiner Unterregionen Gyrus dentatus und der
CA3a/CA3b-Region vorgenommen. Es gab GABAerge und nicht GABAerge VIP-positive
Neurone in allen Regionen. In allen drei Regionen gab es signifikant mehr nicht-
GABAerge als GABAerge VIP-positive Neurone (Hil p=0,039; CA3 p=0,00016; G.dent.
p=0,046) (Abbildung 15). In der CA3a/CA3b-Region waren signifikant mehr Neurone
GADG65-negativ als in der Hippocampus- und Gyrus dentatus-Kultur (CA3 zu Hil p=0,015;
CA3 zu G.dent. p=0,008 (Abbildung 15)). In der Gyrus dentatus—Kultur waren mehr VIP-
positive Neurone GABAerg als in der CA3a/CA3b-Kultur (p=0,0048). Die Anzahl und
Verteilung VIPerger Neurone im Hippocampus und Gyrus dentatus unterscheidet sich
nicht signifikant. Die nicht dargestellten prozentualen Verteilungen verdeutlichen die
signifikant unterschiedliche Verteilung der CA3a/CA3b-Region (86% GAD-neg.) zum
Gyrus dentatus (62% GAD-neg.) und Hippocampus (71% GAD-neg.). Es hat sich gezeigt,
dass, obwohl die Kulturen mit gleicher Zelldichte ausgesdt worden sind, in der
CA3a/CA3b-Region die Anzahl der VIPergen Neurone um 40% hoher liegt als in der
Hippocampuskultur, wéhrend sich die Gyrus dentatus-Kultur nur wenig unterscheidet.
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Abbildung 13: VIPerges, GAD65-negatives Neuron

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, gefarbt gegen VIP (rot) und GAD65 (grin), 21 DIV. In beiden
sichtbaren Neuronen liegt keine Kolokalisation vor: jeweils nur VIPerg bzw. GABAerg. In beiden Neuronen
sind Perikaryon und Fortsatze (Pfeile) immunreaktiv. Die griinen und roten Punkte in den Fortsatzen stellen
teilweise Synapsen sowie axonalen Transport dar. MaRstab 20um.

Abbildung 14: VIPerges, GAD65-positives Neuron

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, gefarbt gegen VIP (rot) und GADG65 (griin), 21 DIV. Fig. A zeigt ein
im Einfachfilter aufgenommenes GABAerges Neuron mit starker Immunreaktivitat im Perikaryon (Pfeil).
Fig. B zeigt dieses Neuron im Raotfilter, der VIP selektiv darstellt. Das Perikaryon (Pfeil) sowie ein Fortsatz

sind immunreaktiv. Es ist ein VIPerges, GABAerges Neuron. Malstab 20um.
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Abbildung 15: Verteilung VIPerger Neurone in unterschiedlichen Regionen des

Hippocampus

Mit der Doppelimmunfluoreszenz wurden Deckglaschen (113mm?) mit GAD65- und VIP-markierten
Neuronen in Kulturen der CA3a/CA3b-Region, des Gyrus dentatus sowie des gesamten Hippocampus auf
ihre Kolokalisation hin ausgezahlt. Die Mehrzahl VIPerger Neurone stellt sich in allen Regionen als nicht
GABAerg dar. Signifikanz p< 0,05 Student t-Test.

4.2.3 Verteilung NPY-positiver Neurone in situ und in der Kultur
Neurone im Hippocampus der Maus

Fir die Untersuchung NPYerger Neurone im Hippocampus wurde die DAB/Ni-Technik an
40um dicken Schnitten adulter M&use benutzt. Entsprechende Perikarya und Fortsétze
zeigten eine spezifische Immunreaktion. Die Abgéange der Fortsatze vom Soma waren gut
zu erkennen. NPY-positive Neurone waren in allen Schichten des Hippocampus zu finden.
Die Neuronendichte war im Hilum (Hil) (Abbildung 16 A, B, D) und der CA3c-Region am
hochsten, wahrend im Stratum moleculare (Sm), Stratum granulosum (Sg) und Stratum
lucidum (SI) die NPY-positiven Neurone sehr diinn gesat waren (Abbildung 16 A, C, E).
Im Stratum pyramidale gab es nur vereinzelt NPY -positive Zellen (Abbildung 16 C, E).
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Abbildung 16: Lokalisation von NPY (Schnitt adulter M&ausehippocampus)

DAB/Ni-Technik fir NPY. 40um dicker coronaler Schnitt. Fig. A zeigt die Hippocampusregion in einer
Ubersicht. Immunreaktivitat wird fast ausschlieRlich in den Somata und Fortsitzen Kkleinerer Zellen
beobachtet. In Fig. B st der Gyrus dentatus (DG) gesondert dargestellt. Fig. C ist eine
AusschnittsvergréBerung der CA3-Region. Fig. D zeigt NPY-positive Neurone im Hilum (Hil). Fig. E: Im
Stratum pyramidale (Sp) sowie im Stratum radiatum (Sr) sind NPY-positive Somata zu erkennen. MaRstab
100um.
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NPYerge Neurone in der Kultur

Die Kulturen wurden angelegt, behandelt und mit Antikérpern fiir NPY (rot) und GAD65
(grin) markiert. Es wurden NPYerge Neurone in allen Kulturen gefunden. Mit Hilfe der
Doppelmarkierungen war es moéglich, Neurone auf ihre unterschiedliche Expression von
NPY und GADG65 zu untersuchen. NPY und GADG65 wurden in Somata und Fortsdtzen
markiert. Bei den NPYergen Neuronen konnten GADG65-positive und GADG65-negative
Neurone identifiziert werden (Abbildung 17). Es wurden Kolokalisationen von NPY und
GADG65 in Perikarya und Fortsdtzen beobachtet (Abbildung 18). Bei NPYergen, nicht-
GABAergen Neuronen wurden weder das Soma noch die Fortsdtze mit GAD65 markiert
sondern nur mit NPY (Abbildung 17 (Pfeile)).

Es wurden quantitative Auswertungen bei 6 Versuchen mit durchschnittlich 4
Deckglaschen pro Versuch und Region vorgenommen. Dazu wurden immer ganze
Deckgléschen (113mm?) untersucht und alle NPYergen Neurone gezahlt, unterschieden an
ihrem Gehalt an GADG65.

Die Untersuchungen sind an Kulturen des gesamten Hippocampus und seiner
Unterregionen Gyrus dentatus und der CA3A/CA3B-Region vorgenommen worden. ES
gab GABAerge und nicht GABAerge NPY -positive Neurone in allen untersuchten
Kulturen. Es gibt Unterschiede in der Verteilung der beiden Neuronenarten in den
Kulturen. In der Hippocampus- und Gyrus dentatus-Kultur gibt es weniger nicht-
GABAerge als GABAerge NPY-positive Neurone. Der Anteil GABAerger Neurone ist mit
84% in der Hippocampuskultur (p=0,013) dem der Gyrus dentatus-Kultur mit 93%
(p=0,037) vergleichbar hoch, wobei sich die absoluten Neuronenzahlen nicht signifikant
unterscheiden (Abbildung 19). In der CA3A/CA3B-Kultur sind GABAerge und nicht
GABAerge NPY-positive Neurone gleich verteilt. Die absolute Anzahl GABAerger NPY -
positiver Neurone in der CA3A/CA3B-Kultur ist signifikant niedriger gegenuber der, der
Hippocampus- und Gyrus dentatus-Kultur (Hi. p=0,045; G. dent. p=0,040). Im Gegensatz
dazu gibt es bei allen drei untersuchten Kulturen keine signifikanten Unterschiede in den
Neuronenzahlen der nicht-GABAergen Neurone (Abbildung 19). Es wird deutlich, dass es
trotz gleicher Zelldichte in den Kulturen unterschiedlich viele NPY-positive Neurone in

den unterschiedlichen Regionen gibt.
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Abbildung 17: NPY-positives, GAD65-negatives Neuron

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, gefarbt gegen NPY (rot) und GADG5 (grin), 21 DIV. NPY-positives
Perikaryon (Pfeil) und Fortsétze stellen sich als GAD65-negativ dar. Mafstab 20pum.

Abbildung 18: NPY-positives, GAD65-positives Neuron und Fortsatze

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, gefarbt gegen NPY (rot) und GADG65 (grin), 21 DIV. Fig. A:
Kolokalisation (gelb) von NPY und GADG65 im Perikaryon (Pfeil) und ausschliellich GADG65-positive
Synapsen (Doppelpfeilspitzen), Fig. B: Kolokalisation von NPY und GADG65 (gelb) in mehreren Synapsen
(Pfeilspitzen) und nur GAD65-positive Synapsen (Doppelpfeilspitzen). Malistab 20 pm.
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Abbildung 19: Verteilung GABAerger Neurone in der NPY-Population

unterschiedlicher Regionen des Hippocampus

Mit der Doppelimmunfluoreszenz wurden Deckglaschen (113mm? mit GAD65- und NPY-markierten
Neuronen in Kulturen der CA3a/CA3b-Region, des Gyrus dentatus sowie des gesamten Hippocampus auf
ihre Kolokalisation hin ausgezéhlt. Die Mehrzahl NPYerger Neurone stellt sich in der Hippocampus- und
Gyrus dentatus-Kultur als GABAerg dar. Signifikanz p< 0,05 Student t-Test.

4.2.4 Verteilung somatostatinerger Neurone in situ und in der hippocampalen

Zellkulturultur

Somatostatinerge Neurone im Hippocampus der Maus

Das Vorkommen von somatostatinergen Neuronen wurde in situ an Schnitten fixierter
Gehirne adulter Mduse untersucht. Zur Feststellung der Immunreaktivitat ist die DAB/Ni-
Methode verwand worden (siehe Methodenteil). Es wurde Somatostatin (SS) in Somata
und sehr schwach in Fortsatzen beobachtet (Abbildung 20 D, E). Abbildung 20 A zeigt den

Hippocampus in einer Ubersicht, B eine VergroRerung des G. dent. und Hilums. Im Gyrus
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dentatus finden sich immunreaktive Zellkdrper nur im Hilum (Abbildung 20 B, D). Im
Stratum moleculare und seltener im Stratum granulosum waren nur Somatostatin-
immunreaktive Fortsdtze erkennbar. Somatostatin-positive Zellkérper wurden auBerdem
im Stratum radiatum, pyramidale und oriens der CA3-Region beobachtet (Abbildung 20 C,
E).

Somatostatinerge Neurone in der Kultur

Es wurden Primérkulturen des Hippocampus von 17 Tage alten Mausefoten mit einer
Zelldichte von 1x10%cm? angelegt und fiir 21 Tage kultiviert (21 DIV). Die Kulturen
wurden fir die Fluoreszensmikroskopie immunzytochemisch mit Antikdrpern fir GAD65
(grin) und Somatostatin (rot) markiert. Die Neurone wurden auf ihre unterschiedliche
Exprimierung der beiden Neurotransmitter untersucht. Es wurden GADG65-positive
Neurone gefunden, die nicht fir SS gefarbt waren, und GADG65-positive Neurone, die SS-
positiv. waren. Das heit, es wurde immunhistochemisch eine somatostatinerge
Neuronenpopulationen identifiziert. Alle somatostatinergen Neurone in der Kultur sind
GABAerg (Abbildung 22, Abbildung 21 (Pfeile)). Es konnten auch SS-markierte Fortsatze
beobachtet werden. Im Gegensatz zur in situ Situation waren sie haufiger zurtckverfolgbar
und stellenweise mit GADG65 kolokalisiert wie in Abbildung 21 (Pfeile).

Diese Population wurde quantitativ in der gesamten Kultur des Hippocampus untersucht.
Die Auswertungen wurden bei 3 Versuchen mit durchschnittlich 2 Deckgléschen pro
Versuch vorgenommen. Dazu wurden immer ganze Deckglaschen (113mm?) untersucht

und alle SSergen Neurone gezéhlt.

Jedes SS-positive Neuron wurde auf eine etwaige Kolokalisation mit GADG65 untersucht
und gezéhlt. Alle somatostatinergen Neurone waren GABAerg, es wurde deshalb nur der

gesamte Hippocampus in der Kultur ausgewertet.
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Abbildung 20: Lokalisation von Somatostatin (Schnitt adulter Mausehippocampus)

DAB/Ni-Technik fiir Somatostatin (SS). 40um dicker coronaler Schnitt einer adulten Maus. Fig. A zeigt die
Hippocampusregion in einer Ubersicht. Immunreaktivitat ist auRer in den Somata nur sehr schwach im
Stratum pyramidale (Sp) und Stratum granulosum (Sg) jeweils als Fasermarkierung zu erkennen. Die
SSergen Neurone liegen hauptsachlich im Hilum (Hil) und Stratum radiatum (Sr). In Fig. B ist der Gyrus
dentatus (DG) gesondert dargestellt. Fig. C ist eine Ausschnittsvergréferung der CA3-Region. Fig. D zeigt
SS-positive Neurone im Hilum (Hil). Fig. E: Im Stratum radiatum (Sr) sind SSerge Somata zu erkennen.
Mafstab 100um.
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Abbildung 21: Ubersichtsaufnahme einer gegen Somatostatin und GAD65
gefarbten Kultur

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie, gegen Somatostatin und GAD65 gefarbt, 21 DIV. Kolokalisationen

von Somatostatin und GADG5 liegen in Perikarya und Présynapsen vor (Pfeile). Malstab 20 um.
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Abbildung 22: GABAerge Neurone in der Somatostatin-Population des Hippocampus

Unter Zuhilfenahme der Doppelimmunfluoreszenz wurden ganze Deckglaschen mit a-GAD65 und a-
Somatostatin markierten Neuronen auf ihre Kolokalisation hin untersucht und ausgezéhlt. Alle

somatostatinergen Neurone sind als GABAerg identifiziert worden. 6 Versuche 4 Deckggléschen
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4.3 Auswirkungen veranderter Parameter auf Neurone in situ und Kultur

4.3.1 Verhalten calbindinhaltiger Neurone in gekindelten Ratten

Abbildung 23: Lokalisation von Calbindin (Schnitt: adulter Rattenhippocampus)
DAB/Ni-Technik fiir Calbindin, 40um dicker coronaler Schnitt. Fig. A: Hippocampusregion in einer
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Ubersicht. Der Gyrus dentatus (DG) mit seinen Schichten, dem Stratum moleculare (Sm), granulosum (Sg)
und dem Hilum (Hil), ist stark fir Calbindin gefarbt. Der Moosfasertrakt (gestrichelte Linien) ist ebenso
immunreaktiv. Fig. B zeigt einen Ausschnitt des Gyrus dentatus. Wahrend im Str. moleculare
Immunreaktivitat vorwiegend in Fortsatzen zu erkennen ist, sind im Str. granulosum auch Perikarya markiert.
Fig. D zeigt ein Calbindin-positives Interneuron im Hilum (Hil, Pfeil) des Gyrus dentatus. Im Str.
granulosum ist gut zu erkennen, dass jede Kornerzelle fir Calbindin immunreaktiv ist (exemplarisch
Pfeilspitzen). Fig. C ist eine Ausschnittsvergroerung der CA3-Region. Gut zu erkennen ist der
immunreaktive Moosfasertrakt (gestrichelte Linien) im Str. lucidum (SI) Gber dem Str. pyramidale (Sp). Im
Str. radiatum sind Calbindin-positive Interneurone zu erkennen (Pfeile). Fig. E: Im Str. lucidum sind nur
Interneurone (Pfeile) Calbindin-positiv. Der Moosfasertrakt (Mf), der von den Axonen der Kdérnerzellen

gebildet wird, ist gut zu erkennen. MaRstab 100um.
Kontrolltiere

Die Abbildung 23 zeigt die Verteilung calbindinerger Neurone in situ adulter
Rattenhippocampi. Dargestellt wurden die Neurone mit Hilfe der DAB/Ni-Technik an
40pm dicken coronalen Schnitten. Gut zu erkennen ist die typische, kraftige Markierung
des Gyrus dentatus (DG) und des Moosfasertraktes durch calbindinerge Fortsatze und
Perikarya der Kornerzellen (Abbildung 23 A). Im Stratum granulosum (Sg) sind die
Somata der Kornerzellen zu erkennen (Abbildung 23 B, D Pfeile). Das geféarbte Stratum
moleculare (Sm) stellt die Dendriten der Koérnerzellen dar (Abbildung 23 B, D Pfeilkopfe).
Die Axone der Kornerzellen stellen den Hauptanteil der fir die Farbung des Hilums und
Moosfasertraktes. Es wurden auch Neurone gefunden, bei denen eine klare
morphologische Identifikation nicht moglich war. Sie befanden sich hauptsachlich im
Stratum radiatum und pyramidale (Sr, Sp) der CA3-Region (Abbildung 23 C). Besser noch
als bei den Kdrnerzellen waren bei diesen Neuronen die Abgénge der Fortsdtze gut zu

erkennen und, soweit in der Schnittebene liegend, gut verfolgbar (Abbildung 23 E).
Gekindelte Tiere

Die Schnitte der gekindelten Tiere wurden gleich denen der Kontrolltiere behandelt. Im
vergleich zur Kontrolle féllt sofort die sehr schwach bis gar nicht ausgepréagte Farbung des
Gyrus dentatus (DG) und Moosfasertraktes auf (Abbildung 24 A). Im Stratum granulosum
(Sg) stellen sich die Somata der Kornerzellen nur als Umrisse dar. Man wirde es nicht als
spezifische Immunreaktion bezeichnen. Fortsatze sind nicht zu erkennen. Auch das
Stratum moleculare (Sm) ist frei von Immunreaktivitat. Vereinzelt stellen sich wie in der
Kontrolle (Abbildung 23 D) im Hilum immunreative Perikarya mit Fortsatzen dar
(Abbildung 24 D). Auch im Stratum radiatum und pyramidale (Sr, Sp) sind spezifisch

calbindinerge Neurone wie in der Kontrolle vorhanden und die Fortsétze sind ebenfalls gut

48



Ergebnisse
zu erkennen (Abbildung 23 C, E; Abbildung 24 C, E). Diese Eindeutigkeit der Markierung

zeigt, dass es sich bei den beschriebenen Unterschieden nicht um einen Methodenfehler

handeln kann.
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Abbildung 24: Lokalisation von Calbindin (Schnitt Hippocampus gekindelter
Ratten)

DAB/Ni-Technik fur Calbindin, 40um dicker coronaler Schnitt einer adulten gekindelten Ratte. Fig. A
Hippocampusregion in einer Ubersicht. Es ist keine Immunreaktivitit in den fur Calbindin typischen
immunreaktiven Faserschichten des Gyrus dentatus (DG) mit seinen Schichten, dem Stratum moleculare
(Sm), granulosum (Sg) und dem Hilum (Hil), zu erkennen. Der Moosfasertrakt (gestrichelte Linien) ist nicht
immunreaktiv. Fig. B zeigt eine AusschnittsvergrofRerung des Gyrus dentatus. Str. granulosum, Str.
moleculare und das Hilum zeigen keine typische Immunreaktivitit der Kornerzellen. Fig. D zeigt ein
Calbindin-positives Interneuron (Pfeil) an der Grenze von Hilum zum Str. granulosum des Gyrus dentatus.
Fig. C ist eine AusschnittsvergréRerung der CA3-Region. Eine Abgrenzung des Moosfasertraktes im Str.
lucidum (SI, gestrichelte Linien) ist nicht mdglich. Calbindin-positive Interneurone sind im Str. radiatum
(Sr), im Str. lucidum (SI) und Str. pyramidale (Sp) zu finden. Fig. E: Interneurone sind mit ihren Fortsatzen
stark markiert (Pfeile). Malistab 100um.

4.3.2 Verhalten NPYerger Neurone in gekindelten Ratten

Kontrolltiere

Fur die vergleichende Untersuchung NPYerger Neurone im Hippocampus wurde die
DAB/Ni-Technik an 40um dicken coronalen Schnitten adulter Ratten benutzt.
Entsprechende Perikarya und Fortsatze zeigten eine spezifische Immunreaktion. Die
Neuronendichte war im Hilum (Hil) (Abbildung 25 A, B, D) und der CA3c-Region am
hdchsten, wéhrend es im Stratum moleculare (Sm), Stratum granulosum (Sg) und Stratum
radiatum (Sr) kaum NPY-positive Neurone gab (Abbildung 25 A, C, E). Im Stratum
pyramidale gab es nur vereinzelt NPY-positive Zellen (Abbildung 25 C, E).

Gekindelte Tiere

Die Schnitte der gekindelten Tiere wurden gleich denen der Kontrolltiere behandelt. Wie
in der Kontrolle wurden Zellkorper und Fortsatze markiert. Im Gegensatz zur Kontrolle
fiel eine diffuse Farbung des Moosfasertraktes auf (Abbildung 26 A).

NPY-positive Neurone liegen in allen Schichten des Hippocampus (Abbildung 26). Um
Unterschiede zwischen Kontroll- und gekindelten Tieren zu quantifizieren, wurden die in
den Schnitten markierten Neurone gezéhlt. Es wurde dabei zwischen Gyrus dentatus und
der CA3-Region unterschieden und diese getrennt quantifiziert (Abbildung 29). Es wurden
dabei jeweils 8 Schnitte blind ausgewertet. Wie schon an den Schnitten ersichtlich,
verdoppelte sich die NPY-positive Neuronendichte in der CA3-Region, wahrend sie sich in

der Gyrus dentatus -Region um ein Drittel reduzierte. Diese Ergebnisse waren signifikant
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(p-Wert <0,05).

Abbildung 25: Lokalisation von NPY (Schnitt: adulter Rattenhippocampus)

DAB/Ni-Technik fir NPY, 40um dicker coronaler Schnitt einer adulten Ratte. Fig. A Hippocampusregion in
einer Ubersicht. Fig. B zeigt den Gyrus dentatus gesondert, immunreaktive Neurone befinden sich
hauptséchlich im Hilum (Hil). Kornerzellen im Str. granulosum sind nicht NPY-positiv. Fig. D zeigt drei
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NPY-positive Interneurone des Hilums mit ihren somatanahen Fortsatzen (Pfeile). Fig. C ist eine
AusschnittsvergroBerung der CA3-Region, mit Str. pyramidale (Sp) und Str. radiatum (Sr), in denen
vereinzelt NPY-positive Neurone liegen. Fig. E zeigt ein NPY-positives Interneuron im Stratum radiatum
(Pfeil). Mafstab 100um.

Abbildung 26: Lokalisation von NPY (Schnitt Hippocampus gekindelter Ratten)
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DAB/Ni-Technik fur NPY, 40um dicker coronaler Schnitt einer adulten gekindelten Ratte. Fig. A Die
Hippocampusregion in einer Ubersicht zeigt im Bereich der Beschriftung CA3a eine diffuse Markierung des
Moosfasertraktes. Fig. B zeigt den Gyrus dentatus gesondert, immunreaktive Neurone befinden sich
hauptsachlich im Hilum (Hil). Kdrnerzellen im Str. granulosum sind nicht NPY-positiv. Fig. D zeigt zwei
NPY-positive Interneurone des Hilums (Pfeile). Fig. C ist eine AusschnittsvergréBerung der CA3-Region,
mit Str. pyramidale (Sp) und Str. radiatum (Sr), in denen viele NPY-positive Neurone liegen. Fig. E zeigt
eine grofle Anzahl NPY-positiver Neurone im Stratum pyramidale (Pfeile). MaRstab 100um.

4.3.3 Verhalten somatostatinerger Neurone in gekindelten Ratten

Kontrolltiere

Das Vorkommen von somatostatinergen Neuronen wurde in situ an Schnitten fixierter
Gehirne adulter Ratten untersucht. Zur Feststellung der Immunreaktivitét ist die DAB/Ni-
Methode verwand worden (siehe Methodenteil). Es wurde Somatostatin (SS) in den
Somata und sehr schwach in Fortsatzen beobachtet (Abbildung 27 D, E). Abbildung 27 A
zeigt den Hippocampus in einer Ubersicht, B eine VergroRerung des G. dent. und Hilums.
Im Gyrus dentatus finden sich immunreaktive Zellkérper nur im Hilum (Abbildung 27 B,
D). Im Stratum moleculare und seltener granulosum waren nur Somatostatin-
immunreaktive Fortsatze erkennbar. Somatostatin-positive Zellkérper wurden aulRerdem in
den Strata radiatum, pyramidale und lacunosum der CA3-Region beobachtet (Abbildung
27 C, E).

Gekindelte Tiere

Die Schnitte der gekindelten Tiere wurden gleich denen der Kontrolltiere behandelt. Wie
in der Kontrolle wurden Zellkérper und Fortsdtze markiert. Somatostatinerge Neurone
liegen in allen Schichten des Hippocampus (Abbildung 28). Um eventuelle Unterschiede
zwischen Kontroll- und gekindelten Tieren zu quantifizieren, wurden die in den Schnitten
markierten Neurone gezédhlt. Es wurde dabei zwischen Gyrus dentatus und der CAS3-
Region unterschieden und diese getrennt quantifiziert (Abbildung 29). Es wurden dabei
jeweils 8 Schnitte blind ausgewertet. Im Gegensatz zur NPY-Markierung verénderte sich
das Verhdltnis somatostatinerger Neurone zwischen gekindelten Tieren und der
Kontrollgruppe weder im Gyrus dentatus noch in der CA3-Region signifikant. Wéhrend
somatostatinerge Neurone in der CA3-Region abnahmen (p-Wert 0,52 Student t-Test)
erhohte sich ihre Anzahl im Gyrus dentatus (p-Wert 0,48 Student t-Test).
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Abbildung 27: Lokalisation von Somatostatin (Schnitt adulter Rattenhippocampus)

DAB/Ni-Technik fiir Somatostatin (SS). 40um dicker coronaler Schnitt einer adulten Ratte. Fig. A zeigt die

Hippocampusregion in einer Ubersicht. Immunreaktivitat ist auRer in den Somata nur sehr schwach im

Stratum pyramidale (Sp) und Stratum granulosum (Sg) zu erkennen. Die SSergen Neurone liegen
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hauptséchlich im Hilum (Hil) und Stratum radiatum (Sr). In Fig. B ist der Gyrus dentatus (DG) gesondert
dargestellt. Fig. C ist eine AusschnittsvergroRerung der CA3-Region. Fig. D zeigt SS-positive Neurone im

Hilum (Hil). Fig. E: Im Stratum lucidum (SI) sind SSerge Somata zu erkennen. Mafstab 100pm.

Abbildung 28: Lokalisation von Somatostatin (Schnitt: Hippocampus gekindelter
Ratten)
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DAB/Ni-Technik fur Somatostatin (SS). 40um dicker coronaler Schnitt einer adulten gekindelten Ratte. Fig.
A zeigt die Hippocampusregion in einer Ubersicht. Immunreaktivitit ist auBer in den Somata nur sehr
schwach im Stratum pyramidale (Sp) und Stratum granulosum (Sg) zu erkennen. Die SSergen Neurone
liegen hauptsachlich im Hilum (Hil) und Stratum radiatum (Sr) sowie vereinzelt im Stratum lucidum. In Fig.
B ist der Gyrus dentatus (DG) gesondert dargestellt. Fig. C ist eine AusschnittsvergroRerung der CA3-
Region. Fig. D zeigt SS-positive Neurone im Hilum (Hil). Fig. E: Im Stratum lacunosum (SI) sind SSerge

Somata zu erkennen. MaRstab 100um.
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Abbildung 29: Verteilung NPYerger und SSerger Neurone in Regionen des
Hippocampus gekindelter Ratten und Kontrolltieren

Es wurden jeweils 8 Schnitte des Hippocampus gegen NPY oder Somatostatin gefarbt. Die Schnittdicke
betrug 40pum. Es wurden Schnitte von Kontrolltieren und gekindelten Tieren verwendet. Unterschieden nach
den Regionen Gyrus dentatus inklusive Hilum sowie CA3-Region sind immunreaktive Neurone verblindet
gezahlt worden. Die ausgezahlten Rechtecke waren jeweils 100um x 100um grof3. Die Verénderungen bei
NPY waren nach Student t-Test signifikant (p-Wert < 0,05). Bei Somatostatin waren die gezahlten

Unterschiede nicht signifikant.
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4.3.4 Deltamethrin und Neuronensubtypen in der Kultur

Hippocampale Neurone wurden bis DIV 17 kultiviert. Um die Effekte von Deltamethrin zu
messen, wurden auf3er der Kontrollgruppe, den Kulturen ab DIV 6 zweimal woéchentlich
Konzentrationen von 2nM — 200nM an Deltamethrin gegeben. Nach der Fixierung sind die
Kulturen mit Antikérpern gegen Calbindin, Neuropeptid Y und Somatostatin gefarbt
worden. Es sind immunreaktive Neurone auf den gesamten Deckglédschen von jeweils
113mm?2 Flache ausgezahlt worden. Von Calbindin und Neuropeptid Y wurden fir jede
Gruppe drei Deckgléschen untersucht. Bei Somatostatin wurden fiir die Kontrollgruppe

neun Deckgléaschen ausgezéhlt.

Deltamethringaben beeinflussten die Expression unserer unterschiedlichen Marker nicht

einheitlich.

Calbindin wird von Kornerzellen, Pyramidenzellen und Interneuronen exprimiert. Unter
Deltamethringabe reduzierte sich die Expression von Calbindin in Kornerzellen
signifikant, wahrend Interneurone unveréndert blieben (Abbildung 30 A, B). Eine
signifikante Abnahme der Neuronendichte um ca. 70% (2nM DM) war bei Calbindin (p-
Wert <0.0002 fir 2nM DM und <0.002 fur 200nM DM) festzustellen.

Somatostatin als Marker wvon Interneuronen verénderte unter unterschiedlichen
Deltamethrinkonzentrationen die Intensitdt des Signals trotz scheinbar unveranderter
Morphologie (Abbildung 30 B, C), wahrend nahezu unabhdngig von den eingesetzten
Konzentrationen die Anzahl somatostatinerger Neurone sich signifikant (p-Wert <0.002
bei 20nM DM und <0.001 ftr 200nM DM) um ca. 60% reduzierte (Abbildung 31).

Neuropeptid Y-Markierungen zeigten ein komplett unterschiedliches Verhalten. In
Abbildung 30 (E, F) wird exemplarisch die verstarkte Zeichnung von NPY-positiven
Zellen und Fortsadtzen unter Deltamethringabe demonstriert. Ebenfalls nahm die
Neuropeptid Y-Population um das ca. 2,8fache zu (p-Wert <0.005 bei 2nM DM und <0.02
fir 200nM DM) (Abbildung 31). Der Unterschied der Neuronendichte bei SS und NPY

war unabhdngig von den eingesetzten Konzentrationen des Deltamethrins.

Die Abbildung 31 (DM) zeigt das unterschiedliche Verhalten der Neuronensubtypen auf
Deltamethringabe.. Eine signifikante Abnahme der Calbindin- und Somatostatin-haltigen
Neurone war bei Calbindin (p-Wert <0.0002 fiir 2nM DM und <0.002 fiir 200nM DM) und
Somatostatin (p-Wert <0.002 bei 20nM DM und <0.001 fur 200nM DM) festzustellen.

Waihrend sich calbindinerge Neurone auf 30% reduzierten (2nM), waren es bei
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Somatostatin 40% (20nM). Im Gegensatz dazu nahm die Neuropeptid Y-Population um
das ca. 2,8fache zu (p-Wert <0.005 bei 2nM DM und <0.02 fur 200nM DM).

Bemerkenswert ist, dass der Unterschied der Neuronendichte bei SS und NPY unabhéngig

von den eingesetzten Konzentrationen des Deltamethrins war.

Es zeigte sich eine unterschiedliche Empfindlichkeit und Reaktion von Calbindin-,
Somatostatin- und NPY-exprimierenden Neuronensubtypen auf Deltamethrin.
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Kontrollen Deltamethrin

Somatostatin Calbindin

NPY

Abbildung 30: Auswirkungen von Deltamethrin auf unterschiedliche
Neuronenpopulationen des Hippocampus (vorab veroffentlicht in
Grosse, Thiele et al., 2002)

Hippocampale Neurone wurden bis DIV 17 kultiviert und aufer in der Kontrollgruppe (A, C, E) ab DIV 6
zweimal wochentlich mit 200nM Deltamethrin behandelt (B, D, F). Die Neurone wurden mit Antikorpern
gegen Calbindin (A, B); Somatostatin (B, C) und NPY (E, F) markiert. Die Deltamethrinbehandlung
verringerte signifikant die Calbindinexpression in Kérnerzellen aber nicht in Interneuronen. Somatostatinerge
Neurone wurden signifikant weniger. NPY-positive Neurone zeigten eine vermehrte Zeichnung ihrer
Fortsatze. Mal3stab 20pum Somatostatin, 40um NPY und Calbindin
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Abbildung 31: Auswirkungen von Deltamethrin auf Neuronensubtypen des
Hippocampus in der Kultur (vorab verdffentlicht in Grosse, Thiele et
al., 2002)

Hippocampale Neurone wurden bis DIV 17 kultiviert. AuBer in der Kontrolle wurde zweimal pro Woche ab
DIV 6 die angegebene Konzentration an Deltamethrin verabreicht. Die Neurone wurden fixiert und gegen
Calbindin, Somatostatin und NPY fluoreszenzmarkiert. Die immunreaktiven Neurone wurden jeweils auf
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drei verschiedenen Deckglaschen (113 cm?) ausgezahlt, im Falle Somatostatins auf neun. Das

Signifikanzniveau wurde mit dem Student t-Test tberprift (p<0,002).

4.3.5 Deltamethrin und Synapsenverteilung in der Kultur

Hippocampale Neurone wurden bis DIV 17 kultiviert. Um die Effekte von Deltamethrin zu
messen, wurden auBer der Kontrollgruppe den Kulturen ab DIV 6 zweimal wdéchentlich
200nM Deltamethrin gegeben. Nach der Fixierung sind die Kulturen mit Antikorpern
gegen Synapsin und Neurofilament Protein 200kD (NFP200) gefdrbt worden. Die
Untersuchungen wurden mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszensmikroskopie durchgeftihrt.
Synapsin ist ein Protein, das mit synaptischen Vesikeln assoziiert ist. NFP200 wurde zur
Visualisierung neuronaler Strukturen, Perikarya und Fortsdtze, eingesetzt. Zur
Quantifizierung sind aus der Kontrollgruppe elf und aus der mit Deltamethrin behandelten
16 individuelle Neurone pyramidenzellartiger Morphologie mit mindestens flinf Fortsatzen
untersucht worden. Gezahlt wurden synaptische Kontakte auf den Perikarya und 20um

entlang ihrer Fortsatze ausgehend vom Soma (Abbildung 32).

Synaptische Kontakte waren trotz Deltamethrinbehandlung vorhanden. 200nM
Deltamethrin  verringerte die Anzahl synaptischer Kontakte im Vergleich zur
Kontrollgruppe um 60% (Abbildung 32 Pfeilspitzen, Abbildung 33). Dieses Ergebnis war
signifikant (p-Wert <1*10°). Bemerkenswerterweise waren auch bei sehr hohen

Konzentrationen Deltamethrins (bis 2000nM) synaptische Kontakte noch vorhanden (nicht

dargestellt).

Abbildung 32: Auswirkungen von Deltamethrin auf Synapsen
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Hippocampale Neurone wurden bis DIV 17 kultiviert und auBer in der Kontrollgruppe (A) ab DIV 6 zweimal
wochentlich mit 200nM Deltamethrin behandelt (B). Synapsen wurden durch den Antikérper Synapsin
markiert, die Perikaria und Dendriten durch Neurofilamentprotein 200kDa (NFP 200). Zur Quantifizierung
wurden nur synaptische Kontakte auf Neuronen mit pyramidenzellartiger Morphologie und mindestens 5

Fortsétzen gezéhlt. Dort jeweils auf den Perikarya und 20um entlang jeden Fortsatzes abgehend vom Soma.

Fig. A, Kontrollgruppe, zeigt ein représentatives Neuron pyramidenzellartiger Morphologie (Pfeil) und seine

zahlreichen synaptischen Kontakte (Pfeilspitzen).

Fig. B, Deltamethrinbehandlung 200nM, zeigt ein reprasentatives Neuron pyramidenzellartiger Morphologie
(Pfeil). Zu beachten ist, dass trotz DM-Behandlung synaptische Kontakte (Pfeilspitzen) vorhanden sind.
Mal3stab 20um.
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Abbildung 33: Auswirkungen der Deltamethringabe (200nM) auf die Haufigkeit

synaptischer Kontakte

Synaptische Kontakte wurden in der Hippocampuskultur mit einem polyklonalen Antikérper gegen Synapsin
markiert, sowie Perikarya und Dendriten mit NFP200-Antikdrpern sichtbar gemacht. Es wurden synaptische
Kontakte auf Zellen gezahlt, die eine pyramidenzellartige Morphologie mit mindestens 5 Abgéangen
aufwiesen. Gezéhlt wurden jeweils alle Synapsen auf dem Soma und auf den vom Perikaryon abgehenden
Dendriten bis zu einer Entfernung von 20pum vom Soma. Die Abnahme der Synapsen unter Deltamethrin war
signifikant (p-Wert <1*10-6).
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5 Diskussion

51 Methodik

Es wurden die primére embryonale Zellkultur und zum Vergleich Schnitte von adulten
Mausen und Ratten verwendet. Fur Vergleichsbefunde zum intakten embryonalen

Hippocampus fehlten die technischen Losungen.

Die primére hippocampale Zellkultur stellt ein nahezu ideales System dar, um
Vorkommen, entwicklungsabhangige Auspragung und Vergleiche zur in-vivo-Situation
verschiedenster neuronaler Charakteristika zu untersuchen (Grosse et al., 1998; 2000;
2003). Ebenfalls gibt sie die Mdoglichkeit durch kontrollierte Veranderung einzelner
Parameter, wie Deltamethrinvergiftungen, deren Auswirkungen isoliert anhand von

Kontrollgruppenvergleiche nachvollziehen zu kénnen (Grosse, Thiele et al., 2002).

5.2 Glutamatdecarboxylase GAD65/67

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass in den Hippocampuskulturen GAD65 und

GADG67 im Soma von Interneuronen exprimiert werden.

Aufgrund dieser in vitro gewonnenen Ergebnisse, wurden Doppelmarkierungen mit
peptidergen Neurotransmittern und GAD65 oder GADG67 durchgefiihrt und quantitative

Auswertungen zur Anzahl der Neruone mit diesen Doppelmarkierungen vorgenommen.

5.3 Peptiderge Neurotransmitter

5.3.1 Cholecystokinin (CCK)

In dieser Arbeit wurden in situ CCKerge Neurone in allen Schichten des Hippocampus
gefunden. Das deckt sich mit den Ergebnissen von Kosaka et al. (1985) und Sloviter und
Nilaver (1987). CCKerge Neurone werden morphologisch als Korbzellen klassifiziert
(Harris et al., 1985; Seay-Lowe and Claiborne, 1992).

Die Verteilung CCKerger Neurone im Hippocampus verandert sich postnatal zwischen PO
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und P20 (Morozov and Freund, 2003) durch eine Migration dieser Zellen.

Nahezu alle CCKergen Neurone im Hippocampus werden in der Literatur als GABAerg
beschrieben (Kosaka et al., 1985). Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse der Arbeit
signifikant, dass der groRere Anteil der CCKergen Neurone in der beschriebenen Kultur
nicht GABAerg ist. Die weiteren Untersuchungen zeigen unterschiedliche Verhéltnisse
GABAerger und nicht-GABAerger CCK-positiver Neurone, die in den Unterregionen
CA3a/CA3b (ca. 50/50%) und Gyrus dentatus (36/74%) gezahlt wurden.

CCK wird im Hippocampus in situ in zwei Unterformen von Korbzellen (Interneurone)
beschrieben (Sloviter and Nilaver, 1987; Freund and Buzsaki, 1996). Circa 27% der
CCKergen Neurone im Hippocampus koexprimieren in situ den vesikuldren
Glutamattransporter 3 (VGLUT3) (Somogyi et al., 2004). Dieser ist aulerhalb des
Hippocampus auch in serotoninergen und glutamatergen Interneuronen nachgewiesen
worden. In der CA1-Region wird er in synaptischen Boutons kolokalisiert mit CCK und
Serotonin, aber nicht mit GAD vorgefunden. VGLUT3 wird in vielen nicht-glutamatergen
Synapsen im ZNS identifiziert. Es wird angenommen, dass eine Abgabe von Glutamat aus
GABAergen oder glycinergen Synapsen erfolgt (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002;
Boulland et al., 2004; Herzog et al., 2004; Gabellec et al., 2007).

In Purkinje-Zellen des Kleinhirns gibt es diese Koexpression nur wahrend der
Entwicklungsphase (Gras et al., 2005). Die Glutamatfreisetzung wahrend eines definierten
Zeitraums in der Entwicklung inhibitorischer Neurone ldsst vermuten, dass sie fiir die
Plastizitdt oder das Finetuning der neuronalen Netzwerke notig ist. Ein VGLUTS3-
Knockoutmodell unterstitzt diese Hypothese (Ahnert-Hilger und Jahn, 2008).

Den Hippocampus innervieren Axone aus dem supramammildren Nukleus, die Glutamat

und GABA aus dem gleichen Terminal freisetzen kénnen (Boulland et al., 2009).

Das Kklassische Bild von entweder nur exzitatorischen oder nur inhibitorischen
Transmittern in einem Neuron gilt nicht mehr. Die gleichzeitige Expression
unterschiedlicher Neurotransmitter (Guiterrez and Heinemann, 2001; Nabekura et al.,
2004; Gutierrez, 2005, Uchigashima et al. 2007, Zander et al., 2010) oder deren Auftreten
in verschiedenen Entwicklungsstadien zeigt, wie plastisch oder variabel sich die Neurone
verhalten konnen, was die Ergebnisse dieser Arbeit belegen. Neurone, die aus ihrem
Netzwerk herausgenommen und kultiviert werden, kénnten zu unterschiedlichen Zeiten in

unterschiedlichem Male verschiedene Neurotransmitter exprimieren.

Die als Korbzellen beschriebenen CCK-positiven Zellen des Gyrus dentatus erhalten
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Afferenzen aus dem Tractus perforans und den lokalen Moosfaser-Kollateralen (Freund
and Buzsaki, 1996). Die Afferenzen aus dem Tractus perforans fehlen in der Kultur und
kdnnen der Grund flr Veranderungen der gezeigten Kolokalisationen der GABAergen und
peptidergen Transmitter sein.

5.3.2 Vasointestinales Peptid (VIP)

Die Verteilung VIPerger Neurone im Hippocampus von Sdugetieren wurde ausgiebig
untersucht (Lorén et al., 1979; Sloviter and Nilaver, 1987; Hajos et al., 1996). VIPerge

Neurone kommen in allen Schichten des Hippocampus ungleichméfig verteilt vor.

VIPerge Neurone in Primarkulturen des Hippocampus, insbesondere in seinen
Unterregionen, waren bisher nicht Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen

gewesen.

Kolokalisationen klassischer Neurotransmitter mit VIP wurden ebenfalls nur an Schnitten
untersucht. Die Aussagen zum Anteil GABAerger Kolokalisation in der VIP-Population
variieren von 50% (Kosaka et al., 1985) bis zu 100% (Acsady et al., 1996 a, b; Hajos et al.,
1996).

Nicht alle Interneurone des Hippocampus sind GABAerg. Untersuchungen von Frotscher
et al. (1986) haben cholinerge Interneurone in allen Schichten des Hippocampus
nachgewiesen, Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Freund and Buzséki (1996)
zeigen cholinerge Interneurone in zwanzigfach hoherer Anzahl, als von Frotscher et al.

(1986) angenommen wurde.

Die in vitro-Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Mehrzahl der VIPergen Neurone im
Hippocampus und seinen Unterregionen nicht GABAerg ist. Dieses Ergebnis ist hoch

signifikant.

Aus den Untersuchungen von Chédotal et al. (1994) ist bekannt, dass Kolokalisationen von
cholinergen Neuronen mit VIP im Neocortex vorkommen. Bayraktar et al. (1997)
beschreiben cholinerge VIP-positive Neurone des cerebralen Kortex, die auch GABAerg
sind. Ob es eine Reifungs- oder Zeitabhangigkeit in dieser Koexpression von GABA, VIP
und Acetylcholintransferase (AChT) gibt, wie bei Glutamat, GABA und CCK, ist nicht
bekannt. Gleichwertige Untersuchungen mit Dreifachmarkierungen im Hippocampus sind

bisher nicht erfolgt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Abwesenheit von GABA in ca. 70% aller VIP-
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positiven Neurone. Eine Koexpression mit AChT erscheint aufgrund der oben erlduterten

Zusammenhange maglich.

Im Gyrus dentatus werden VIPerge CCK-positive und VIPerge CCK-negative Neurone
beschrieben. Sie werden zu den Korbzellen gezéhlt (Freund and Buzsaki 1996). Im Cornu
ammonis liegen die VIPergen Neurone unter anderem im Stratum lacunosum-molekulare,
in das Afferenzen des entorhinalen Cortex fiihren. Das Fehlen von diesen afferenten
Projektionen in der Kultur kann zum Fehlen von GABA in cholinergen VIP-positiven
Interneuronen gefiihrt haben. Eine Dreifachmarkierung sollte bei Vorliegen von
entsprechenden Antikdrpern in vitro und in situ erfolgen, um die bisher gewonnenen
Erkenntnisse zu unterstitzen und um das klassische Verstandnis von VIPergen

Interneuronen, die bisher nur als GABAerg angenommen wurden, zu erweitern.

5.3.3 Neuropeptid Y (NPY)

In situ ist die Verteilung NPYerger Neurone im Hippocampus im Vergleich zu anderen

peptidergen Neurotransmittern wenig untersucht.

Aktuell wird aufgrund der Morphologie und der Kolokalisation mit Somatostatin eine
GABAerge Natur NPYerger Neurone angenommen. Sie werden als Interneurone
beschrieben. Nur in humanen Prdparaten wurde bis jetzt eine Expression von NPY auch in
Kornerzellen beobachtet (Sperk et al., 2007).

Wie in dem reprasentativen Schnittbild ersichtlich (Abbildung 16), verteilen sich NPYerge
Neurone, wie die SSergen Neurone, in nahezu allen Schichten des Hippocampus, mit

zahlenmaRiger Uberlegenheit im Gyrus dentatus.

Die Kaulturergebnisse zeigen, entgegen den bisherigen Veroffentlichungen, in jeder

untersuchten Region einen unterschiedlichen Anteil auch nicht-GABAerger Neurone.

Wiéhrend der Entwicklung des Gyrus dentatus kommt es zur zweizeitigen Migration von
Kornerzellen und deren Vorlaufern aus dem Neuroepithel. Sie beginnt in der Maus um den
14. Embyonaltag. Selbst postnatal kommt es zur Ansiedelung von Vorlauferzellen in der
subgranuléren Zone und des Hilums. Diese Vorlauferzellen der zweiten Migrationsphase
besitzen die Moglichkeit, sich zeitlebens zu Neuronen zu differenzieren (Pleasure et al.,
2000; Jones et al., 2003).

Diese aktive Neurogenese findet sich nur in zwei Regionen des adulten Gehirns: im Gyrus
dentatus und im lateralen Ventrikel. Die proliferativen Eigenschaften dieser Zellen sind

66



Diskussion

nicht nur genetisch gesteuert, sondern auch abhangig von den Signalen der Umgebung, wie
z.B. Neurotransmittern oder unterschiedlichen Umgebungsvariabeln wie z.B. Epilepsie
(Seri et al., 2001; Ming and Song, 2005; Lledo et al., 2006).

Diese Ergebnisse lassen sich auf zwei mégliche Arten interpretieren.

Erstens, es gibt eine noch unbekannte Neuronenpopulation in vivo, die NPY exprimiert,
aber nicht GABAerg ist.

Zweitens, unter Kulturbedingungen kommt es aufgrund der proliferativen Eigenschaft von
Vorlauferzellen zur Ausbildung von NPYergen nicht-GABAergen Neuronen, die sich
durch die Andersartigkeit der in vitro-Situation gegeniiber der in situ-Situation (andere
Neuromodulatorenkonzentration, unterschiedliche Schaltkreise) erklaren l&sst. Diese

Population besitzt nicht die klassischen Merkmale von Kérnerzellen.

Im Hilum werden bis zu 70% der NPYergen Neurone als somatostatinerge HIPP-Zellen
beschrieben, 20% als Korbzellen und 7% als multipolare Zellen. Die NPY-positiven
Zellen, die sich von den HIPP-Zellen unterscheiden, gleichen CCK-positiven Korbzellen,
welche vom Tractus perforans innerviert werden (Deller and Leranth, 1990; Freund and
Buzsaki, 1996).

Bis zu 60% der NPY-positiven Neurone in der CAl Region sind somatostatinerg (Kohler
et al., 1987). Afferenzen fur NPY-positive SS-negative pyramidenzellartigen Neurone

entstammen dem entorhinalen Cortex.

Afferenzen des Hippocampus z.B. aus dem entorhinale Cortex fehlen in der Kultur.
Interneurone mit lokalen Dendritenbdumen wie die HIPP-Zellen sind wahrscheinlich in der
Kultur GABAerg. Die Interneurone, die in situ extrahippocampale Afferenzen besitzen wie
die SS-negativen pyramidenzellartigen Neurone und die 7% multipolaren Zellen des
Hilums, scheinen die Kandidaten flr die NPY-positiven nicht-GABAergen Neurone der

Kultur zu sein.

Fir beide Ansétze spricht die Tatsache, dass auch glutamaterge Kornerzellen NPY
exprimieren konnen. Aus den gleichen Vorlauferzellen werden auch Interneurone gebildet.
Somit ist prinzipiell eine GABAerge Natur von hippocampalen Interneuronen nicht
zwingend festgelegt. Andererseits konnten nur die speziellen Kulturbedingungen eine
Proliferation von nicht-GABAergen NPY-positiven Neuronen aus Vorlauferzellen

ermaoglichen.
Das heil3t, dass die spate Differenzierung mit allen heute bekannten Mdglichkeiten und
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Formen der Vorlauferzellen eine Erklarung fir die gefundenen, bisher unbekannten
signifikanten Ergebnisse bereithalt. Dies ist hinsichtlich der Ubertragung auf die in situ

Verhaltnisse, wie auch als spezielles Ergebnis der in vitro-Situation moglich.

Fur beide Ansédtze sind weitere Studien mit Doppelmarkierungen von NPY mit
GABA/GAD in situ und AChT/Glycin mit NPY anzustreben.

5.3.4 Somatostatin (SS)

Wie in den durchgefuhrten DAB/Ni-Farbungen exemplarisch dargestellt, verteilen sich
somatostatinerge Neurone in situ auf nahezu alle Schichten des Hippocampus. Dies
bestétigt die Ergebnisse von Kohler and Chan-Palay, 1982; Morrison et al., 1982; Sloviter
and Nilaver, 1987; Nitsch et al., 1990.

Die entwicklungsabhangige Expression von Somatostatin mit einem Maximum um P10

wird in der Maus beschrieben (Naus et al., 1988).

Aufgrund ihrer Morphologie und Verteilung werden SSerge Neurone zu den Interneuronen
gezéhlt. Alle SSergen Neurone werden als HIPP-Zellen beschrieben. Diese besitzen lokal
begrenzte Dendritenbdume (Leranth et al., 1990; Blasco-lbanez and Freund, 1995). lhre
Afferenzen erhalten sie durch lokale Pyramidenzellen in Form einer Feedbackhemmung
(Blasco-Ibanez and Freund, 1995). Bisherige Untersuchungen in situ haben eine komplette
Kolokalisation mit GAD oder ihrer mRNA ergeben (Somogyi et al., 1984; Kosaka et al.,
1988; Esclapez and Houser, 1995).

In den Kulturen waren alle somatostatinergen Neurone GABAerg. Somit sind die
somatostatinergen Neurone wahrscheinlich nicht auf extrahippocampale Afferenzen bei
ihrer Neurotransmitterbereitstellung angewiesen.

Durch die Ubereinstimmung der in vitro-Situation mit der bekannten Natur
somatostatinerger GABAerger Neurone in vivo wird die hippocampale Priméarkultur als ein
Modell zur weiteren Erforschung der Funktion und Modulation somatostatinerger

GABAerger Neurone verwendungsfahig.

5.3.5 Zusammenfassende Betrachtungen zur Koexpression von GABA und
peptidergen Neurotransmittern

Es zeigt sich, dass in den Kulturen die peptidergen Neurotransmitter NPY, VIP, CCK und

Somatostatin exprimiert werden. Sie sind in unterschiedlichem Male in den Kulturen vom
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gesamten Hippokampus, der CA3a/CA3b Region und des Gyrus dentatus vorhanden.

Im Gegensatz zu Somatostatin waren NPY-, CCK- und VIP-positive Neurone nicht alle,
wie zuvor angenommen, GABAerg. Bei NPY wurde nur ein kleiner Prozentsatz nicht
GABAerger Neurone in der Kultur identifiziert. In den untersuchten VIP und CCK

Populationen Gberwog der Anteil nicht GABAerger Neurone in den Kulturen.

Die Ergebnisse dieses Kultursystems stehen der Vorstellung einer nur GABAergen Natur

hippocampaler Interneurone entgegen.

Die Bedingungen der Kultur, verglichen mit den in-situ Verhéltnissen, fiihren zu diesen
bemerkenswerten Ergebnissen. Diese Besonderheiten sind durch das Fehlen jeglicher
Afferenzen aullerhalb des préparierten Areals gegeben. Weiterhin fehlt bedingt durch die
Methodik der Einzelzellkultivierung die lamindre Schichtung. Ein Gegenbeispiel waren die
somatostatinergen HIPP-Zellen des Hilums. Sie zeigen die gleiche Transmitterausstattung
in der Kultur wie in situ. Hipp-Zellen bekommen nur Afferenzen von nahe gelegenen

Pyramidenzellen, die in den praparierten Arealen enthalten sind.

Die CCKergen und VIPergen Neurone werden zu den Korbzellen gezéhlt. Diese erhalten
in vivo Afferenzen aus dem Tractus perforans und dem entohinalen Cortex. Diese

Afferenzen fehlen in der Kultur.

In vivo wichtige GABAerge Neurone, die HUB-Zellen (auch ,,superconnected nodes“
genannt Bonifazi et al., 2009), kénnen in vitro nicht ihre Axonbdume Uber weitere
Strecken als die Praparationsgrenzen hinweg von der CA3-Region her ausbreiten. Sie
konnen nicht zur Reifung und Synchronisation des neuronalen Netzwerks durch komplexe
exitatorische Kurzschlu-Hemmung in vitro beitragen (Ben-Ari et al., 2007). Diese
Unterschiede konnen zu den beobachteten Ergebnissen in der NPY-, VIP- und CCK-
Population, gegenlber den in-situ Verhéltnissen fuhren. Sie bestédtigen, dass die
Auspragung bestimmter Neurotransmitterkombinationen einzelner Neuronensubtypen

massiv durch die Afferenzen gesteuert wird.

Dies ist nicht nur eine F&higkeit junger Neurone, sondern die plastische Moéglichkeit auch
adulter Neurone. Das Beispiel der Ausschittung von NPY aus den als glutamterg
bekannten Kornerzellen Uber den Moosfasertrakt unter exzitatorischen Bedingungen der
Epilepsie und des Kindlings zeigt ebenfalls eine Plastizitdt der Neurone, angepasst an
umgebene Stimuli. Ein neuronales Netzwerk kann also sehr variabel in der Entwicklung
und im adulten Zustand Neurotransmitter exprimieren. Nicht nur die peptidergen

Neurotransmitter, sondern auch die klassischen Botenstoffe wie GABA werden sehr
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unterschiedlich exprimiert. Zander et al.( 2010) zeigten in Moosfasersynapsen des
Hippocampus das gleichzeitige Vorkommen des vesikularen GABA-Transporters VGAT
und der vesikuldren Glutamattransporter VGLUT lund 2. Gras et al. (2008) beobachtete in
cholinergen Neuronen aulRer dem vesikuldren Acetylcholintransporter auch vesikuldren
Glutamattransporter (VGLUT3).

Um die oben ungeklérten Fragen zu beantworten, konnten Doppelmarkierungsexperimente
der peptidergen Neurotransmittern (CCK, VIP und NPY) mit den vesikuldren
Glutamattransportern VGLUT1, 2 und dem vesikuldren AcetylcholintranssporterVAChT
in vitro wie auch in situ durchgefihrt werden. AuBerdem sollte der Hippocampus alterer
Embryonalstadien und friher postpartaler Stadien aufgeschnitten werden um die

entsprechenden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen durchzufuhren.

5.4 Veranderungen der peptidergen Neurotransmitter und Calbindin unter

experimentellen Bedingungen

5.4.1 Einfluss von progressiver Auslosung und Entwicklung von Anféllen verbunden

mit einem epilepsietypischen Erscheinungsbild (Kindling)

1989 wurde erstmals tber ausgedehnte Verédnderungen NPY- und somatostatinerger Zellen
in menschlichen Gehirnen von Patienten mit Temporallappenepilepsie berichtet (de
Lanerolle et al., 1989). Es wurde damals der Begriff einer Reorganisation benutzt, da die

Verénderungen vielféaltiger Natur waren.

Eine Vielzahl von Arbeiten beschéftigt sich mit der Rolle von NPY in der Entwicklung
epileptiformer Anfalle (Vezzani et al., 1999a). Generell wird eine Verédnderung der NPY
abhéngigen Neurotransmission durch epileptiforme Anféalle angenommen, ebenso eine
neuroprotektive, antiepileptische Eigenschaft postuliert. Dies betrifft in besonderem die
Anfélle hippocampalen Ursprungs (Reibel et al., 2001). Applikation von NPY auf
hippocampale in vitro-Vibratomschnitte reduzierte die exzitatorische synaptische
Ubertragung (Klapstein und Colmers, 1997). Intrazerebrale Applikation in vivo reduzierte
hippocampale Erregbarkeit und verhinderte die Ausbildung konvulsiver Anfélle (Woldbye
et al., 1996, 1997; Reibel et al., 2001). NPY-knock-out Mausmodelle haben nach Kainic-
Saure induzierten Anfallen eine signifikant erhohte Mortalitét (bis zu 93%) im Gegensatz
zu den Kontrolltieren (Erickson et al., 1996; Baraban et al., 1997; DePrato Primeaux et al.,
2000; Vezzani et al., 2002).
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Wahrend des Kindlings wurden noch vor dem Auftreten von generalisierten Anfallen auch
auf der nicht stimulierten Gehirnhélfte Veranderungen in der Peptidexpression beschrieben
(Vezzani et al.,, 1996). Dies legt nahe, dass dies nicht unspezifische Reaktionen auf
elektrische Stimuli oder generalisierte Anfalle sind, sondern ein Teil der von de Lanerolle
(1989) als Reorganisation bezeichneten plastischen Modifikation synaptischer

Transmission.

In der angefuhrten Literatur wurde eine Veranderung der Neuronendichte in den einzelnen
Unterregionen, speziell im Gyrus dentatus und der CA3-Region des Hippocampus nicht
beschrieben. In dieser Arbeit wurde das Kindlingmodell zur Epileptogenese benutzt. Dabei
wurden die Auswirkungen mit Hilfe der DAB/Ni-Farbung gegen NPY, Somatostatin und
Calbindin an 40um dicken Schnitten des Hippocampus untersucht.

Unter extremen exzitotoxischen Bedingungen findet die irreversible Schadigung von
Hauptzellen und Interneuronen in einer bestimmten Reihenfolge statt. Bei Hauptzellen
werden in absteigender Vulnerabilitat die Mossyzellen - CA3c-Pyramidenzellen - CA3a-
und CA3Db-Pyramidenzellen zerstort, wéhrend bei den Interneuronen die Reihenfolge
Calretinin-positive Interneurone im Hilum und Stratum lucidum der CA3-Region -
somatostatin-positive Hilumzellen - andere Typen von Interneuronen mit radial
orientierten Dendritenbdumen ist; (Freund and Magldczky, 1993; Hsu and Buzséki, 1993).
Der Gehalt an peptidergen Neurotransmittern wie NPY, CCK oder VIP l&asst keinen

Schluss auf die Widerstandsfahigkeit der Neurone zu.

Die vulnerabelsten Neurone waren die Calretinin- und Somatostatin-positiven

Hilumneurone, Mossyzellen sowie Interneurone.

Die Vulnerabilitat ist nicht abhangig vom Gehalt calziumbindender Proteine (Freund et al.,
1990; Johansen et al., 1990; Freund et al., 1992; Freund and Magloczky, 1993; Hsu and
Buzsaki, 1993).

In den untersuchten gekindelten Ratten gibt es im Gyrus dentatus eine signifikant
verringerte NPY-positive Neuronendichte. In der CA3-Region kommt es dagegen zu
einem signifikanten Anstieg NPY-positiver Neurone um mehr als 100%. Diese
Verdanderungen scheinen Ausdruck von kindlinginduzierten Modifikationen in
peptidexprimierenden Zellen zu sein. Der Moosfasertrakt ist in den gekindelten Ratten im
Gegensatz zur Kontrollgruppe mit NPY markiert. Dies kann auf eine Synthese von NPY in
den Kornerzellen zuriickgefiihrt werden, wie sie auch bei epileptischen Anfallen im
Rattenhirn beschrieben sind (Sperk et al., 2007). Der Anstieg der Neuronenzahl in der
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CA3-Region konnte als Aktivierung peptiderger Interneurone verstanden werden, die eine
Kontrolle tber die Aktivitat von Pyramidenzellen und deren efferente Projektionen haben.
Dies wird durch ultrastrukturelle Untersuchungen Uber die symmetrische Natur
synaptischer Kontakte peptidhaltiger Boutons an Somata und Dendriten wvon
Pyramidenzellen gestutzt (Kohler et al., 1986; Milner and Bacon, 1989; Deller and
Leranth, 1990).

Ob die Uberexpression von NPY eine inhibitorische oder exzitatorische Wirkung hat, ist
abhangig von der Art der vermittelnden Rezeptoren (Brooks et al., 1987; Monnet et al.,
1992; Greber et al., 1994; Woldbye et al., 2005). Die NPY1- und NPY2-Rezeptoren sind
nach Kindling verstarkt auf Moosfasern exprimiert (Roder et al., 1996; Vezzani et al.,
2000). NPY2-Rezeptoren werden prasynaptisch exprimiert und vermitteln eine
Unterdriickung der Glutamatfreisetzung. Das bedeutet, dass die Wirkung von NPY nach
Kindling verstarkt inhibitorischer Natur auf glutamaterge Neurotransmission ist (Colmers
et al., 1991; Greber et al., 1994). Diese Wirkung wadre protektiv zu verstehen, da sie die
weitere Erregungsausbreitung vermindert. NPY besitzt weiterhin neuroproliferative
Eigenschaften, indem es Progenitorzellen der subgranuldren Zone zur Neubildung von
Kaornerzellen anregt, vermittelt Gber den NPY 1-Rezeptor (Sperk et al., 2007). Diese tragen
mit ihrer de novo NPY-Ausschuttung Gber den Moosfasertrakt weiter zur Protektion bei,

durch den o.g. prasynaptischen NPY2 Rezeptor.

Dass die Wirkung von NPY rezeptorabhdngig ist, stellt eine hervorragende Moglichkeit

einer pharmakologischen Intervention in der Epilepsietherapie dar.

5.4.2 Einfluss von Deltamethrin

Deltamethrin ist ein Typ IlI-Pyrethroid und findet vornehmlich in Insektiziden
Verwendung. Die genaue Wirkungsweise ist noch nicht endgiltig geklart. Mit der
primaren Zellkultur hippocampaler Neurone wurde ein Modell geschaffen, um
Neuronensubtypen und die Auswirkungen auf diese isoliert beobachten zu kénnen. Es
wurde gezeigt, dass verschiedene peptiderge Neurotransmitter wie Somatostatin und NPY
und calziumbindende Proteine wie Calbindin in der Kultur exprimiert werden:
Somatostatin und NPY von Interneuronen; Calbindin in Kérnerzellen und Interneuronen.
Kornerzellen sind morphologisch zu erkennen. Gleichzeitig bilden sich in der Kultur
neuronale Netzwerke aus, von denen synaptische Kontakte mit Antikdrpern gegen
Synapsin markiert wurden. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme somatostatinerger
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Neurone auf ca. 40%, wahrend NPY-positive Neurone signifikant um das 2,8fache
zunahmen, unabhangig von der eingesetzten Deltamethrinkonzentration. Calbindinerge
Neurone reduzierten sich auf ca. 30% des Kontrollwertes. Deltamethrin verandert drastisch
das Verhdltnis unterschiedlicher Neuronenpopulationen zueinander, obwohl die
Gesamtneuronenzahl sich nur um 16% erniedrigt. Synaptische Kontakte auf Neuronen mit
pyramidenzellartiger Morphologie reduzierten sich bei 200nM um ca. 60% und waren

selbst bei sehr hohen Konzentrationen (2000nM) immer noch vorhanden.

Die Uberexpression von NPY und die Reduzierung von Somatostatin, inshesondere die
Reduzierung der Calbindinexpression in Kérnerzellen, zeigt Ahnlichkeiten zum Kindling
(Tender et al., 1994b), elektrokonvulsiven Schocks (Tender et al., 1994a; Mikkelsen and
Woldbye, 2006) und Kainic-Saure-induzierten Anfallen (Yang et al., 1997; Silva et al.,
2005). Selbst Behandlungen mit Kainic-Sdure in Konzentrationen, die unter der
Ausldseschwelle von epileptischen Anféllen liegen, flhren zu Expressionsanderungen, die

mit den hier beobachteten VVeranderungen vergleichbar sind.

Die Hochregulation der NPY-Expression scheint ein Schutzmechanismus hippocampaler
Neurone zu sein (Xapelli et al., 2007), der schon vor der Ausprégung epileptiformer
Anfélle auftritt. Unterstiitzt wird diese These von NPY-knock-out Mausmodellen, welche
nach Kainic-Séure-induzierten Anfallen eine signifikant erhdhte Mortalitat (bis zu 93%),

gegenuber den Kontrolltieren hatten (Baraban et al., 1997; DePrato Primeaux et al., 2000).

Deltamethringaben, die in vivo direkt appliziert wurden und zur Apoptose von Neuronen
fihrten (Wu and Liu, 2000; Wu et al., 2000), kénnen nicht mit den gewonnenen Daten
verglichen werden. Die eingesetzten Konzentrationen lagen weit Gber den in dieser Arbeit
verwendeten. Sie sind in der Humantoxikologie irrelevant. Es zeigte sich aber ein
ahnliches Schema in der Affektion auf Subpopulationen von Neuronen, wie sie hier

beobachtet wurden.

Die Annahme, dass die Deltamethrinwirkung nur durch Aktivitdt von Natriumkanalen
vermittelt wird, ist unzureichend, da Deltamethrinkonzentrationen von 2nM eine
signifikante Anderung calbindinerger Neurone und NPY -positiver Neurone bewirkt, aber

fiir Effekte an Natriumkanalen zu niedrig ist.

Ein weiterer Ansatz, die komplexe Wirkung von Deltamethrin zu erkldren, wird von Chen
et al. (2007) geliefert, die eine Membranpotentialanderung an Mitochondrien mit der
erniedrigten Expression von Cytochrom ¢ und der damit verbundenen niedrigeren Aktivitat

von Cytochrom c¢ Oxidase feststellten.
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5.4.3 Zusammenfassende Betrachtungen zu Kindling und Deltamethrin

NPY moduliert Afferenzen und Efferenzen Uber den prasynaptischen NPY2 Rezeptor an
Kornerzellen und Interneuronen. Dieser Mechanismus fuhrt in den gekindelten Tieren zur
Inhibition glutamaterger Ubererregung. In den Deltamethrinexperimenten ist eine
signifikante Zunahme der NPY positiven Zellen zu beobachten. Mdglicherweise fiihrt
nicht das Deltamethrin direkt, sondern diese vermehrte NPY-Ausschittung zur
beobachteten Herunterregulation der gesamten synaptischen Aktivitat und damit evtl. zur
geringeren Expression von Somatostatin. Die Reduzierung der Synapsen auf
pyramidenzellartigen Somata kann als plastischer Umbau auf die veradnderten Bedingungen
durch prasynaptische NPY Inhibition Uber den NPY?2 Rezeptor interpretiert werden. Das
zwischen den eingesetzten hohen und niedrigen Deltamethrinkonzentrationen die
somatostatinerge Zellzahl nahezu konstant blieb, deckt sich mit dem schitzenden Effekt
NPY bei Kindling- und Epilepsieexperimenten. Diese Schutzfunktion wird tber die NPY 1-
und NPY2-Rezeptoren vermittelt, wie es aus Studien mit Rezeptorantagonisten bekannt ist
(Xapelli et al., 2007). Eine Inhibition, das heiflt eine Herunterregulation der synaptischen
Aktivitat fuhrt wahrscheinlich in den gekindelten Tieren, wie auch in den mit Deltamethrin

vergifteten Kulturen zum Schutz der Neurone durch NPY.

Calbindin wird in Kontrolltieren in Kdornerzellen, Pyramidenzellen und Interneuronen
exprimiert. In den gekindelten Tieren fehlt die Markierung in den Koérnerzellen und im
Moosfasertrakt. Die Interneurone scheinen nicht betroffen zu sein. Durch
Deltamethrinbehandlung reduzieren sich calbindinerge Neurone auf ca. 30% des
Ausgangswertes. Dabei ist nicht sicher zu unterscheiden ob Calbindin weniger stark

exprimiert wird oder calbindinerge Neurone zu Grunde gehen.

Deltamethrin fiihrt in den Kulturen zu &hnlichen Verénderungen wie bei Zustdnden
erhdhter Erregbarkeit durch Epilepsie, Kindling- oder Kainic-Saure-Experimenten.
Deltamethrin  kann  Natriumkandle beeinflussen, doch die hier eingesetzten
Konzentrationen von 2nM Deltamethrin sind fiir eine Aktivierung von Natriunkanédlen um
mindestens eine Zehnerpotenz zu gering (Tarabean and Narahashi, 1998). Das bedeutet,
dass die oben beschriebenen Auswirkungen durch andere Effekte gesteuert werden

mussen.

Der Brain derived neurotrophic factor (BDNF) mit bekannt hoher Konzentration im
Hippocampus hat einen Einfluss auf die Differenzierung und Plastizitdt neuronaler
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Netzwerke (Nawa et al., 1995; Huang and Reichardt, 2001; Poo 2001; Huang and
Reichardt, 2003; Scharfman et al., 2005). BDNF wird bei Ubererregung durch Pyramiden-
und Kornerzellen verstarkt ausgeschittet unabhéngig davon ob Epilepsie, Kindling oder
Kainic-Saure zur Ubererregung fiihrten (Humpel et al., 1993; Conner et al., 1997; Vezzani
et al., 1999b). Durch BDNF wird NPY verstéarkt exprimiert und werden Kornerzellen neu
gebildet (Vezzani et al., 1999b; Reibel et al., 2000). Intrahippocampale BDNF Applikation
in vivo kann Anfalle induzieren (Scharfman et al., 2002). Generell steigert BDNF die
Erregbarkeit des neuronalen Netzwerkes. Die Wirkung von Deltamethrin dhnelt der von
BDNF.

Es gibt nachfolgende Mdaglichkeiten, wie diese Ahnlichkeit vermittelt werden kann:

- Deltamethrin wirkt an BDNF-Rezeptoren.

- Deltamethrin veranlasst BDNF-Ausschiittung durch Ubererregung des neuronalen

Netzwerkes.

- Deltamethrin schadigt das neuronale Netzwerk wie eine Ischdmie oder Verletzung und
damit folgt entweder BDNF-Anstieg (Lindvall et al., 1994) und/ oder eine vermehrte
BDNF-Rezeptor-Produktion (Merlio et al., 1993).

Weiterfiihrend wéren Untersuchungen zur Deltamethrinwirkung unter Blockade von
BDNF Rezeptoren sinnvoll. Ein elektrophysiologisches Monitoring einzelner Neurone

durch patch-clamp Elektroden bei Deltamethringabe ist ebenfalls denkbar.
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6 Zusammenfassung / Summary

Die innere  Struktur des Hippocampus, insbesondere der Aufbau von
Neuronenschaltkreisen, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Die hippocampale
Primarkultur stellt ein geeignetes Modell zur Untersuchung der neuronalen Entwicklung
sowie der Auswirkung isolierter Reize und Noxen dar. Schwerpunkt der nachfolgenden
Betrachtungen sind die Neurone des Hippocampus, insbesondere die peptidergen
Neurotransmitter Somatostatin (SS), Neuropeptid Y (NPY), Vasoaktives intestinales
Peptid (VIP) und Cholecystokinin (CCK).

Durch den Gehalt an peptidergen Neurotransmittern lassen sich Interneurone
subklassifizieren. Untersuchungen zur Ausprédgung peptiderger Neurotransmitter in
Interneuronen embryonaler Primdrkulturen des Hippocampus liegen bisher nicht vor. In
dieser Arbeit wurde das Modell der hippocampalen, embryonalen Priméarkultur auf die

peptidergen Neurotransmitter ausgeweitet.

1. Die Unterregionen Gyrus dentatus (G.dent) und CA3a/CA3b wurden getrennt kultiviert.
Die vorhandenen Neurone wurden in situ wie in vitro auf ihren Gehalt an peptidergen
Neurotransmittern SS, NPY, VIP und CCK analysiert und miteinander verglichen.
Zusétzlich wurden in den Kulturen diese Neurotransmitter auf Kolokalisation mit

Glutamatdecarboxylase (GADG65), einem Marker GABAerger Neurone Gberprift.

2. Es zeigt sich, dass in den Kulturen die peptidergen Neurotransmitter NPY, VIP, CCK
und SS exprimiert werden. Sie werden in unterschiedlichem Male in den Kulturen vom
gesamten Hippokampus, der CA3a/CA3b und des G.dent. ausgepragt. Die Experimente
belegen, dass entgegen der weithin angenommenen GABAergen Natur hippocampaler
Interneurone ein signifikanter Anteil NPY-, VIP- und CCKerger Neurone nicht GABAerg
sind. Bei SS gibt es diese Abweichung nicht. Bei NPY wurde nur ein kleiner Prozentsatz
nicht GABAerger Neurone in der Hippocampus- (16,3%) und G.dent.-Kultur (6,7%)
identifiziert. In den untersuchten VIP- und CCK-Populationen tberwiegt der Anteil nicht
GABAerger Neurone in der Hippocampus- (71,3% VIP; 82,7% CCK) und G.dent.-Kultur
(61,7% VIP; 63,8% CCK) bei VIP auch in der CA3a/CA3b-Kultur (85,8%). Die fehlenden
Afferenzen und die nicht vorhandene lamindre Schichtung in der Zellkultur sind fir diese
Unterschiede gegeniber den in-situ Verhaltnissen verantwortlich.

3. An gekindelten Ratten und Kontrolltieren wurden markierte NPY- und SSerge Neurone

verglichen. Bei NPYergen Neuronen zeigt sich eine signifikante Zunahme in der
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Neuronendichte der CA3-Region und eine signifikante Abnahme im Gyrus dentatus.

4. Es wurde untersucht, ob in der Kultur bei Deltamethringabe &hnliche Effekte zu
beobachten sind wie an gekindelten Ratten. An der Kultur ist die Auswirkung
unterschiedlicher Konzentrationen von Deltamethrin auf die Neuronensubpopulationen
analysiert worden. Dabei wurden zum ersten Mal Konzentrationen von Deltamethrin
eingesetzt, die fir die Humantoxikologie relevant sind. Die Untersuchungen zeigen eine
ahnliche Veranderung der peptidergen Interneurone unter Deltamethringabe wie beim
Kindling. Die NPY-Expression wurde massiv gesteigert, wahrend SS-positive Interneurone
sich signifikant verringerten. Es ist eine signifikante Abnahme von synaptischen Kontakten
an Pyramidenzellen festzustellen. Deltamethrin wirkt in den verwendeten Konzentrationen
nicht an Natriumkandlen. Deltamethrin flihrt in den Kulturen zu ahnlichen Veranderungen,
wie bei Zustdnden erhohter Erregbarkeit durch Epilepsie, Kindling- oder Kainic-Séure-

Experimenten.

Diese Arbeit zeigt, wie variabel ein neuronales Netzwerk in der Entwicklung und im
adulten Zustand Neurotransmitter exprimiert und wie stark es dabei auf Afferenzen und
lamindre Schichtung angewiesen ist. Es wird ebenfalls gezeigt, wie plastisch der
Hippocampus in situ und Kultur auf veranderte Bedingungen wie beim Kindling und der

Deltamethrinbehandlung die Neurotransmittersubsets (Auspragungen) anpaft.

Summary

The internal structure of the hippocampus, especially the development of neuronal circuits,
is the subject of current research. The hippocampal primary culture represents a suitable
model to study neuronal development and the impact of isolated stimuli and noxious.
Focus of the following considerations are the neurons of the hippocampus, especially the
peptidergic neurotransmitters somatostatin (SS), neuropeptide Y (NPY), vasoactive
intestinal peptide (VIP) and cholecystokinin (CCK).

By using the content of peptidergic neurotransmitters interneurons can be sub-classified.
Studies on the expression of peptidergic neurotransmitters in interneurons of primary
cultures of the hippocampus are not yet available. In this work the model of hippocampal
embryonic primary culture was expanded on the peptidergic neurotransmitters. The sub-
regions of the dentate gyrus (G.dent) and CA3a/CA3b were cultured separately. The
existing neurons were analyzed and compared in situ as in vitro for their content of

peptidergic neurotransmitters like SS, NPY, CCK and VIP. In addition, the cultures were
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checked to see if these neurotransmitters were in colocalization with glutamate
decarboxylase (GADG65), a marker of GABAergic neurons. It turns out that in the cultures
the peptidergic neurotransmitters NPY, VIP, CCK, and SS are expressed. They are present.
in varying degrees in the cultures of the entire hippocampus, the CA3a/CA3b and G.dent.
The experiments show that, contrary to the widely accepted nature of hippocampal
GABAEergic interneurons, a significant proportion of NPY-, VIP- and CCK neurons are not
GABAergic. In SS, there was no such deviation. Only a small percentage of NPY-positive
neurons in the hippocampus- and G.dent. culture were not identified as GABAergic
neurons. In the investigated VIP-and CCK-populations, non GABAergic Neurons were
predominat in the hippocampus- and G.dent. culture, VIP was also present in the

CA3a/CA3b-culture. Perhaps, the absence of foreign afferents from results.

In kindled rats and control animals labeled NPY-positive- and SS-positive neurons were
compared. With NPYergic neurons, a significant increase in the density of neurons in the
CAZ3 region and a significant decrease in the dentate gyrus was shown. Furthermore, it was
tested whether Deltamethrin application affects the culture similarly to kindled rats.In
culture, the effect of different concentrations of deltamethrin was examined on the sub-
populations of neurons. It was the first time that deltamethrin concentrations that are
relevant to human toxicology has been used. This study showed a similar change of
peptidergic interneurons under the application of deltamethrin as with kindling. The NPY
expression increased massively, while SS-positive interneurons were significantly reduced.
Deltamethrin application shows a significant decrease of synaptic contacts on pyramidal
cells. In the concentrations used deltamethrin does not affect sodium channels.
Deltamethrin leads to similar changes in the cultures, as seen in conditions of increased

excitability for example in epilepsy, kindling or Kainic acid experiments.

This work shows the variable expression of neurotransmitters in the development and adult
state of a neuronal network and its dependency on afferents and lamina layers. It also
shows how plastic the hippocampus in vivo and cultures adapt their neurotransmitter sub-

sets to changing conditions of kindling and the application of deltamethrin.

Schlagworter: primére hippocampale Zellkultur, peptiderge Neurotransmitter, NPY; VIP;
CCK, SS, Deltamethrin, Kindling,

Keywords: hippocampal primary culture, peptidergic neurotransmitters, NPY, VIP, CCK,
SS, deltamethrin, kindling
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