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Zusammenfassung

Die GABAergen inhibitorischen Interneurone der Hirnrinde bilden eine morpholo-
gisch, neurochemisch und elektrophysiologisch heterogene Klasse von Neuronen. Die
Diversitat ist nicht allein genetisch determiniert, sondern wird wéhrend der postnata-
len Entwicklung durch Umgebungsfaktoren beeinflusst: bioelektrische Aktivitét, Neu-
rotrophine, Afferenzen und sensorische Erfahrung steuern die Entwicklung der neu-
rochemischen Phanotypen. Wir haben im Modell der or gantypischen Kultur zentraler
visueller Strukturen die ontogenetische Expression von Glutamatdecar boxylasen-65/
67 (GAD-65/67), Parvalbumin (PARV) und Neuropeptid Y (NPY) analysiert. Die Ex-
pression dieser drei Funktionsmarker ist von Aktivitét und Neurotrophinen abhangig.
Die PARV- und die NPY-Expression werden zudem durch thalamische Afferenzen
moduliert. Die NPY-Expression muss von jungen Neuronen regelrecht , erlernt* wer-
den, um im adulten Kortex bedarfsabhangig aktiviert werden zu kénnen. Wir postu-
lieren die Existenz kritischer Perioden molekularer Plastizitat in denen junge Inter-
neurone in Abhangigkeit von Umgebungsfaktoren Phanotypentscheidungen treffen.

Abstract

GABAergicinhibitory cortical inter neuronsconstituteamor phologically, neur ochemi-
cally and electrophysiologically heterogeneous class of neurons. The diversity is not
solely determined by genetics or lineage, but isinfluenced during early postnatal de-
velopment by environmental factorsasarebioelectrical activity, neurotrophic factors,
afferent systems and sensory experience. Using organotypic slice cultures of central
visual structures as a model system we have analyzed the ontogenetic expression of
GAD-65/67, PARV and NPY. The expression of these three functional markers de-
pendson electrical activity and neurotrophins. The PARV and NPY expression isfur-
ther regulated by thalamic afferents. The NPY expression needs to be “learned” by
young inter neuronsto implement the ability for a use-dependent regulation of expres-
sion later in life. We postulate the existence of critical periods of molecular plasticity
during which phenotype decisions of young interneurons are controlled by environ-
mental factors.
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liefern eine starke Inhibition. Martinotti-Neu-
rone, Bitufted und Double-Bouquet Zellen

Einleitung

Neokortikale Interneuronesind durch kortex-
intrinsische axonale Verbindungen definiert
und besitzen einen GABAergen Phanotyp
und eine inhibitorische Funktion. Einzige
Ausnahme sind die dorntragenden Sternzel-
len der Schicht 1V, die ebenfalls intrinsische
Verbindungen, aber einen glutamatergen Phé:
notyp besitzen. Die morphologische Klassi-
fizierung der GABAergen Interneurone er-
folgt anhand der axonaen Projektionenindie
Schichten der Hirnrinde und der synaptischen
Verschaltung mit exzitatorischen Neuronen
und anderen inhibitorischen Interneuronen
(Abbildung 1: Exkurs). Korbzellen bilden
axosomatische und Kandelaberzellen axoa-
xonische Synapsen — die beiden Zelltypen
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liefern die axodendritische Inhibition, wel-
chedieerregenden Eingdngemoduliert. Viele
Interneuronentypen kommunizieren zusétz-
lich Uber gap junctions (siehe Exkurs; Con-
nors und Long 2004). Betrachtet man neben
den morphol ogischen Merkmalen die neuro-
chemischen und elektrophysiol ogischen Ei-
genschaften, inshesondere die Expression
von kal ziumbindenden Proteinen, Neuropep-
tiden, ionalen L eitfahigkeiten, Aktionspoten-
tialmustern und Rezeptoren fur Transmitter
und trophe Faktoren, dann entsteht das Bild
einer sehr heterogen Klasse von Nervenzel-
len (Gonchar und Burkhalter 1997; Monyer
und Markram 2004). Diese Diversitét gilt fur
viele Strukturen des Gehirns. Allein in der

Retina werden 60 verschiedene Neuronen-
typen diskutiert (Masland 2004). Im Hippo-
campuswurden 20 verschiedene Interneuro-
nentypen beschrieben (Parraet al. 1998) und
fur die Hirnrinde werden bis zu 100 Zellty-
pen vermutet (Stevens 1998). Man kann da-
von ausgehen, dassdie Expression von Funk-
tionsmolekilen nicht alein zellautonom ge-
steuert wird. So sind die I nterneuronentypen
nicht Uber einen gemeinsamen Progenitor
determiniert, vielmehr werden sie durch lo-
kale Einflisse wie Nachbarschaftsbeziehun-
gen und Umgebungsfaktoren bestimmt (Xu
eta. 2003; Mioneet al. 1994; Gtz und Bolz
1994; Gotz et a. 1995). Bei Nagetieren wan-
dern 95% der Interneurone von einem basal-
telencephalen Geburtsort her tangentia indie
Grofhirnrinde ein. Um so verbl Uffender er-
scheint die vergleichsweise stereotype Aus-
stattung der Rindenareal e und der Schichten
mit Interneuronen aller Typen. Man spricht
nachgerade von kanonischen Mikroverschal -
tungen (Abbildung 1), weil gentigend Neu-
rone aller Typen pro Funktionseinheit Kor-
tex vorhanden sind.

Zum einen findet in der friihen Entwick-
lung eine Uberschussproduktion an | nterneu-
ronen statt, die spéter areal spezifisch selek-
tiert werden. Zu den tiberzéhligen Zellen ge-
hdren Neuronentypen der Subplateund Mar-
ginalzone, die nur transitorische Funktionen
haben und spéter komplett eliminiert werden.
Auch viele Neurone persistenter Typen wer-
den aus den Kkortikalen Schichten eliminiert
(Wahle und Meyer 1987; Allenddrfer und
Shatz 1994; Super et a. 1998).

Zum anderen durchlaufen reifende Inter-
neurone el ne Differenzierungsperiode, in der
sie zunéchst eine Vielzahl neuropeptiderger
Transmitter und kal ziumbindendender Protei-
ne exprimieren. Diese transitorische Expres-
sion einiger Funktionsmarker findet bei der
Ratteim Verlauf der ersten bisdritten postna-
talen Woche statt. So sind in FS Korbzellen
wahrend dieser Zeit Neuropeptide und CB
nachweishar, die in Korbzellen des adulten
Kortex nicht mehr zu finden sind (Alcantara
et a. 1996; Cauli et al. 1997; Gonchar und
Burkhalter 1997). Die Wah! des adulten neu-
rochemischen Phanotyps eines Interneurons
findet in einer frih postnatalen Periode aus
einem Repertoire molekularer Marker statt.

Doch warum durchlaufen reifende Neu-
rone solche Phasen in denen sie Marker ex-
primieren, die sie im Adulten nicht brau-
chen? Wodurch wird die Festlegung des In-
terneurons auf einen bestimmten Phanotyp
determiniert?Welche M echanismen befahi-
gen die Neurone, ihre Funktionsmolekiile
dynamisch zu regulieren und im Verlauf des
L ebens bedarfsabhéngig zu exprimieren?
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Exkurs

DieAbb. 1 zeigt nicht etwadasU-Bahn Netz
einer Grof3stadt, sondern die Typen der In-
terneurone und ihre axonalen Projektionen
in einer idealisierten kortikalen Kolumne.
Die Kolumnen der Schichten 11-VI sind die
Module der kortikalen Informationsverar-
beitung. | hre exzitatorischen, glutamatergen
Pyramidal- und Sternzellen sind Eingangs-
neurone fir die Afferenzen und Ausgangs-
neurone fir die Weiterverarbeitung der In-
formation Uber axonal e Projektionen inner-
halb der Kolumnen, zwischen benachbar-
ten Kolummen eines funktionellen Areals
und fur die Projektionen zu anderen korti-
kalen und subkortikalen Zielgebieten. In
jeder Kolumne sorgen GABA erge I nterneu-
ronefir dieHemmung. Sieverhindern nicht
etwanur eine Ubererregung. Vielmehr sind
die synchron agierenden I nterneuronennetz-
werke entscheidende Taktgeber fur die In-
formationsverarbeitung in den Pyramidal-
zellnetzwerken. Das Verhd tnisvon Pyrami-
dazellen zu Interneuronen betragt etwa 4
zu 1. Interneurone werden nach morpholo-
gischen, physiologischen, neurochemisch-
molekularen Kriterien eingeteilt (Abb. 1).
Allerdings lassen die hohe Diversitét der
Interneurone sowie dieAreal- und Spezies-
unterschiede bis heute keine eindeutige
Klassifizierung zu. Das entscheidende, are-
a- und speziesinvariante morphologische
Kriterium ist das Muster der axonalen Pro-
jektionen und die Zielspezifitédt der synap-
tischen Verschatung entweder as axo-so-
matische, axo-axonische oder axo-dendri-
tische Termination.
— Korbzellen (basket cells): DieAxo-
ne bilden Synapsen auf Somataund pro-
ximale Dendriten der Pyramidalzellen
und sind besonders prominent in der
Schicht V. GrofRe Korbzellen sind durch
weitreichende horizontal e Verbindungen
inden SchichtenV und |11 gekennzei ch-
net. Kleinere Korbzellen bilden lokale-
re Verbindungen in Schichten I1/I11, V
und V1 einschliefdlich vertikal-kolumn&:
rer Verbindungen. Nest-Korbzellen be-
sitzen sehr lokale intralaminére Verbin-
dungen in den mittleren Schichten.
— Kandelaberzellen (chandelier
cells): DieAxonebilden |okalere Plexus
und die Synapsen kontaktieren nur die
Axoninitial segmente von Pyramidal zel -
len verschiedener Schichten in der Ko-
lumne.
— Bipolarzellen: DieAxonesind sehr
lokal intrakolumnér. Axodendritische
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und axosomatische Synapsen kontaktie-
ren neben Pyramidal zellen bevorzugt an-
dere Interneurone. Bipolarzellen werden
als Regulator fur lokalen Blutfluss und
Metabolismusdiskutiert (Magistretti et al.
1998).
— Bitufted- bzw. ,, Double-bouquet* -
Zellen: DieAxone bilden auf- und abstei -
gendeintrakolumnére Verzweigungen, die
Apikal- und Basaldendriten von Pyrami-
dalzellen aller Schichten kontaktieren.
— Martinotti-Zellen: Die Axone ver-
zweigen in vertikal aufsteigende Bundel
von Kollateralen, die en passant Synap-
sen mit Pyramidalzelldendriten in oberen
Schichten bilden. In der Schicht | bilden
sie weitreichende horizontale Verbindun-
gen auf distale Apikaldendriten. Lokalere
horizontale Kollateralen kontaktieren
Dendriten in infragranul&en Schichten.
— Interneuroneder Schicht I: DieAxo-
ne verzweigen intralaminér und kontaktie-
ren distale Apikaldendriten. Kollateralen
deszendieren in supragranul &re Schichten.
Die Schicht | Neurone sind ebenfallsvom
FS-Typ. Sieexprimieren Caretininund die
Neuropeptide SOM und CCK. Offensicht-
lich kénnen FS-Eigenschaften also auch
ohne Parvalbumin auftreten.
— Neurogliaforme Zellen: Sehr |okale
Axone kontaktieren bevorzugt Dendriten.
Die Verschaltung der Interneurone unterein-
ander ist noch nicht vollstandig geklart. Korb-
zellen bilden Autapsen und inhibieren Uber
chemische Synapsen andere FS-Neurone und
Bitufted-Zellen. Auch Bitufted-Zellen bilden
Autapsen und inhibieren Korbzellen. Bipo-
larzellen inhibieren bevorzugt non-FS Inter-
neurone; die gezielte Hemmung GABAerger
Neurone erzeugt eine kolumnére Disinhibi-
tion. FS-Neurone sind untereinander durch
elektrische Synapsen gekoppelt, ein zweites
elektrisch gekoppeltes Netzwerk sind die So-
matostatin-haltigen LTS-Neurone (Gibson et
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al. 1999). Ein drittes Netzwerk sind die sog.
multipolar-bursting Neurone supragranul &
rer Schichten (Blatow et a. 2003).

Die verschiedenen Aktionspotential mu-
ster werden primér durch die Ausstattung
mit bestimmten lonenkanélen bedingt; ob
dieseinvariant oder individuell gebrauchs-
abhangig-dynamisch reguliert werden, ist
unbekannt. Genexpressionsprofile argu-
mentieren fur drei Interneuronen-Grof3-
gruppen, diedurch die Kal zium-bindenden
Proteine PARV, CB und CR definiert wer-
den. DieKazium-Pufferdynamik trégt ent-
scheidend zum Feuerverhalten der Neuro-
ne bei. Neuropeptide erfillen eine modu-
latorische Funktion bei der synaptischen
Ubertragung; eine gebrauchsabhangige
Neuropeptidexpression kann somit die Er-
regbarkeit des Netzwerkes dynamisch re-
gulieren. SOM und NPY hemmen den pr&
synaptischen Kalziumeinstrom und die ex-
zitatorische Transmission. Tachykinine,
VIP und CCK scheinen dagegen die exzi-
tatorische Transmission noch zu steigern
bzw. die Inhibition abzuschwéchen. Die
Freisetzung von Neuropeptiden aus dense-
core Vesikeln bendtigt mehr Kalzium als
die Freisetzung klassischer Transmitter; sie
findet meist nur nach repetitiver Erregung
statt und die Wirkung ist léngeranhaltend.
Das erlaubt eine Modulation der synapti-
schen Ubertragung auf einer anderen Zeit-
skala. Die Klassifizierung der morpholo-
gischen Interneurontypen nach elektrophy-
siologischen und neurochemisch-moleku-
laren Kriterienistim Detail umstritten. Ein
Teil dieses Problemsist hausgemacht. We-
gen der besseren Resultate werden zellphy-
siologisch bevorzugt junge Neurone der
zweiten bis dritten Postnatalwoche unter-
sucht. Die Neuronen sind jedoch in dieser
Periode neurochemisch noch nicht vollstén-
dig ausdifferenziert, zeigen Kolokalisati-
onsmuster, die im adulten Kortex so nicht
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mehr zu finden sind, und einige molekulare Marker sind noch
nicht auf dem adulten Expressionsniveau.

Korb- und Kandel aberzellen und die kurzaxonigen Neurone der
Schicht | sind meistens FS-Neurone. Die Mehrzahl der FS Neuro-
neder Schichten |1-V1 exprimiert Parvalbumin, jedoch im adulten
Kortex keine Neuropeptide. Parval bumin-negative Schicht | Neu-
roneexprimieren die Neuropeptide CCK und SOM. In dieser Grup-
pe finden sich auch CR-positive Neurone, die im jungen Kortex
oft als Caja-Retzius Neurone angesprochen werden. Neuroglia-
forme Zellen der Schichten [1/111 und 1V sind LS; sie exprimieren
keinesder drel Kalzium-bindenden Proteine und keine Neuropep-
tide. Die anderen Typen werden al's non-FS-Neurone zusammen-
gefasst und als RS- oder BS-Neurone charakterisiert. Viele Marti-
notti-Zellen, Bitufted und Double-bouquet Zellen exprimieren in
der Mehrzahl Calbindin und verschiedene Neuropeptide und zei-
gen kein einheitliches Feuerverhalten. Bipolarzellen exprimieren
Calretinin, VIPund PHI; in der Ratte sind einige zudem cholinerg.
Siebilden as|S-Neurone einen Subset der BS-Neuronen. Die Zu-
wel sung der Aktionspotentialmuster mussalsvorlaufig gelten und
wir folgen dem Vorschlag von Kawaguchi und Kondo (2002).
Neuere Arbeiten unterscheiden noch mehr Untergruppen und ver-
suchen, sie mit der Diversitét der |onankanal expression zu korre-
lieren (Gupta et al. 2000; Toledo-Rodriguez et al. 2004).

Abkurzungen: BS, burst-spiking; CB, Calbindin; CCK, Chole-
cystokinin; CR, Calretinin; CRF; Corticotropin releasing factor;
FS, fast-spiking; | S, irregular-spiking; LTS, low-threshol d-spiking;
LS, late-spiking; NOS, Stickoxydsynthase; NPY, Neuropeptid Y;
PARV, Parvabumin; PHI, Peptid Histidin Isoleucin; RS, regu-
lar-spiking; SOM, Somatostatin; VIP, vasoaktives intestinales
Polypeptid.

Die organtypische Kortexkultur als Modellsystem

Wir haben die Regulation der Expression reprasentativer Funktions-
marker untersucht, um zu verstehen, wie die Diversitét der Interneu-
rone und ihre phénotypische Kompetenz im Verlauf der Ontogenese
entsteht. Dazu bedarf es eines geeigneten M odellsystems: die organ-
typische Hirnschnittkultur zentraler visueller Strukturen. Die Kultu-
ren werden aus dem visuellen Kortex der neugeborenen Ratte ange-
legt. Im Gegensatz zu einer dissoziierten Kultur behalt und entwik-
kelt das explantierte Gewebe eine organtypische kortikale Organisa-
tion (Géhwiler et al. 1997). Durch fortschreitende Migration findet
die Schichtenbildung statt, und die Zelltypen behalten ihre korrekten
Lagebeziehungen (Bolz et al. 1993; Obst und Wahle 1997). Wahrend
der ersten drei Wochen entwickelt sich ein funktionell hochdifferen-
Ziertes, spontanaktives Netzwerk aus exzitatorischen Pyramidal zel-
len und inhibitorischen Interneuronen (Plenz und Aertsen 1996; Klo-
stermann und Wahle 1999). Kortexschnitte kénnen mit Explantaten
vom Thalamus und Colliculus superior kokultiviert werden. Dann
regenerierenin den ersten zwei Wochen in vitro die typischen axona-
len Projektionshahnen (Bolz et al. 1993; Cardoso de Oliviera und
Hoffmann, 1995). So kann der Einflussvon afferenten Innervationen
oder Zielgebieten getestet werden. Auch die molekul ar-neurochemi-
sche Differenzierung erfolgt, und hier fanden wir deutliche Hinwei-
se, dass ein organtypisches kein organidentisches Kultursystem ist.
Doch gerade die Unterschiede erlaubten die Aufklérung der Mecha-
nismen der phanotypischen Entwicklung. Offenbar besitzt der iso-
lierte Kortex nicht ale notwendigen Determinanten, die den Inter-

Neuroforum 4/04

& p SO
ﬂ' Electronic " Instruments PQ
‘bb‘ for the Life Sciences (o)
/.

Single Electrode High Speed
Voltage/Patch Clomp Ampllflers

Further improvements of the famous SEC amplifier

©» VCcCC option:;
Voltage Clamp confrolled Current Clamp
Ref.: Sutor et al. (2003), Pflugers Arch. 446:133-141
~> DHC option:
Dynamic Hybrid Clamp
Ref.: Dietrich et al. (2002), J.Neurosci.Meth. 116:55-63
<> MODULAR option (SEC-03M).
Versatility of Single Electrode Clamping in modular
design for maximum flexibility
<> LINEAR VC option:
Highly reduced noise for measurements in the low pA
range with sharp and patch electrodes

Stimulus Isolators without batteries
and bipolar stimulus generation

Extracellular LoosePatch Clamp Amplifier with
Differen’ricl Input

Other npi electronic

instruments

Two Electrode voltage clamp amplifiers
Temperature control systems
Bridge-/Infracellular amplifiers

Extracellular amplifiers

Modular system
Low pass Bessel filters
Fast iontophoretic drug application systems
Fast pneumatic drug application systems
Automatic chlorider
ALA Scientific perfusion systems and accessories

EXFO Burleigh micropositioners
Scientifica Slice-/Fiber Master

npi electronic GmbbH
Hauptstrasse 96, D-71732 Tamm, Germany
Phone +49 (0)7141-601534; Fax: +49 (0)7141-601266
support@npielectronic.com; http://www.npielectronic.com




Das UMFELD MACHT ES: WIE INTERNEURONE FURS LEBEN LERNEN!

Trk Rezeptor MNMDA  V&Ce

o] b —(_Cal
¥

"= CaM
+

Cahk

<\

‘ '
P

Y&5C

T

P
1{:5: SRF CREB
a— W
Gene fiir die strokivredie &
malekwlare Differenzierung

Abb. 2: Signalwege.
Neurotrophine (roter
Signalweg) und elektrische
Aktivitat (blauer Signalweg)
regulieren die Expression
von Genen fir die strukturel-
le und molekulare Differen-
zierung. NT-4 agiert
aktivitatsunabhangig,
wahrend BDNF die Aktivitat
als Kofaktor benotigt.

neuronen eine orts- und zeitgemald korrekte
neurochemische Entwicklung erlauben. Ein
weiterer Vorteil liegt in der Langlebigkeit der
Kulturen. Manipulationen in verschiedenen
Entwicklungszeitfenstern kénnen in ihren
L angzeitkonsequenzen studiert werden. Sol-
che Manipulationen kénnen pharmakol ogi-
scher Natur sein, z.B. um die bioel ektrische
Aktivitét zu hemmen. Wachstumsfaktoren
kdnnen exogen einzeln oder in Kombinati-
on zugefihrt oder durch biolistische Trans-
fektion zur Uberexpression gebracht werden,
und endogene Wachstumsfaktoren kénnen
neutralisiert werden.

Bioelektrische Aktivitat und
Wachstumsfaktoren

Umgebungsfaktoren (environmental / epige-
netic factors) sind von auf’en kommende
Einflisse, die die Genexpression und so den
Phénotyp von Zellen beeinflussen. Fir ein
Neuron ist es die Nachbarschaft mit ande-
ren neuralen Zellen, der Kontext des Netz-
werkes und insbesondere die el ektrische Ak-
tivitét, die Existenz von Eingangs- und Ziel-
strukturen und die Kombination verfligba-
rer Nervenwachstumsfaktoren. Die Aktivi-
tét wirkt dabei Uber lonenkanédle, und insbe-
sondere die Art der Kalziumsignalgebung
steuert beispielsweise in embryonalen Rik-
kenmarksneuronen die Transmitterwahl
(Spitzer et al. 2004). Die Neurotrophine
brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
und Neurotrophin 4 (NT-4) werden in zum
Tell aktivitétsabhéngiger Weise von Neuro-
nen und Gliazellen produziert und freigesetzt
(Lessmann et al. 2003). Die Neurotrophin-
Hypothese postuliert, dass reifende Neuro-
ne um trophe Faktoren konkurrieren, um zu
Uberleben. Neurone, denen die Etablierung
ihrer Verkniipfungen in einem bestimmten
Zeitfenster nicht gelingt, werden durch Zell-
tod eliminiert. Auch Afferenzen konkurrie-
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ren um zielgebietsabhéngig ausgeschiittete
Neurotrophine. Neurotrophine sind an der
korrekten morphologischen, physiologi-
schen und neurochemischen Differenzierung
der Neuronebeteiligt. Ferner sind siean pla-
stischen Vorgéangen beteiligt, da sie Stabili-
tét und Effizienz synaptischer Verbindungen
beeinflussen (Vicario-Abejon et a. 2002).
Neurotrophine agieren Uber spezifische Ty-
rosinrezeptorkinasen (Trk). Die Ligandie-
rung |6st eine Phosphorylierungskaskadein-
trazellulérer Signalmolekile aus (Abbildung
2). Die Zytokinsignalgebung und die Kal zi-
umsignalgebung tber NMDA-Rezeptoren
und spannungsabhangige Kalziumkanadlein-
teragieren und konvergieren letztlich im
Zellkern auf die Steuerung der Genexpres-
sion (West et a. 2002).

Wie wird der NPY Phanotyp
festgelegt?

Neuropeptid Y (NPY) ist einer der peptider-
gen Kotransmitter kortikaler Neurone. Die
NPY-Expression ist im adulten Kortex auf
non-FS I nterneurone beschrankt; insgesamt
sind <1% der kortikalen Neurone NPY-po-
sitiv. Im friih postnatalen Kortex in vivo fin-
den sich jedoch vortibergehend bis zu 3%
NPY-Neurone, dann sinkt die Zahl im zwei-
ten postnatalen Monat auf 0.5-1%. Die Neu-
rone sterben nicht, sie stoppen nur die NPY-
Produktion, und dies korreliert zeitlich mit
der Endphase der kritischen Periode visuel-
ler Plastizitét. In Monokulturen der Sehrin-
de finden wir auch nach drei Monaten noch
6-8% NPY-Neurone (Abbildung 3) (Obst
und Wahle 1997). Hingegen sinkt die Zahl
in thalamokortikalen Kokulturen wéhrend
des zweiten Monats in vitro auf immerhin
2-3%, und noch geringere Zahlen waren in
Kortex-Kortex-Thalamus-Kulturen zu fin-
den. Die physikalische Présenz glutamater-
ger Afferenzen auskokultivierten Explanta-

ten erzeugt die Phéanotypanderung: viele In-
terneurone stoppenin der Folgedietransien-
te NPY-Expression. Dieser Prozess wurde
Phéanotyprestriktion genannt. DieAfferenzen
reduzieren frih postnatal die Expression des
Zytokins leukemia inhibitory factor (LIF).
Insbesondere die parvalbuminergen Korb-
und Kandel aberzellen mit ihrem ausgepréag-
ten FS-Antwortverhalten stellen daraufhin
dieNPY-Expression ein (Wahleet a. 2000).
Durch eine LIF-Uberexpression in thalamo-
kortikalen Kokulturen kann die Phénotyp-
restriktion verhindert werden, und durch
Neutralisation von endogenem LIF wird sie
in Monokulturen erzeugt. Die Manipulatio-
nen mussten allerdings in den ersten zwel
postnatalen Wochen erfolgen. In dieser Zeit-
spanne wird die Phanotypentscheidung ge-
troffen, die Exekutive erfolgt erst drei bisvier
Wochen spéter. Dieslieferte den ersten Hin-
weis, dassin einer friih postnatalen Periode
molekularer Plastizitét interneuronale Phé-
notypentschel dungen durch Umgebungsf ak-
toren evoziert werden. Die NPY-Expression
kann in aten Kokulturen sofort wieder auf
6-8% steigen, wenn die Neurotrophine
BDNF oder NT-4 zugesetzt werden. Die
Neurone behalten somit ihre Kompetenz,
NPY bedarfsabhéngig zu exprimieren.

Diese Kompetenz wird im Verlauf der er-
sten zehn Tage nach der Geburt implemen-
tiert. Das wissen wir aus einer weiteren Ex-
perimentserie. Die NPY mRNA wird aktivi-
tétsabhéngig exprimiert (Wirth et a. 1998).
Wahrend spontanaktive Monokulturen 6-8%
NPY-Neuronezeigen, ist dieZahl in chronisch
aktivitétdeprivierten Kulturen bei 2% (Abbil-
dung 3). Beendet man die Deprivation, so dass
die Kulturen elektrisch aktiv werden, wirde
man ein sofortiges Ansteigen der Anzahl der
NPY-Neurone erwarten. Die Erholung der
Spontanaktivitét geht mit einer transienten
Ubererregung einher (Gorbaet al. 1999), wel-
chenormalerweiseeine massive NPY-Expres-
sion zur Folge hat (Gall et a. 1990; Nagaki et
a. 2000; Reibel et a. 2000). Entgegen der
Erwartung versagte jedoch die Induktion der
NPY-Expression. Die Neurone konnten ihre
Kompetenz zur NPY-Expression offensicht-
lich nicht erwerben, as sie unter Aktivitéts-
deprivation differenzierten.

Fihrt man das Experiment etwas anders
aus, dann , erlernen” die Zellen die Expres-
sion: zehn Tage Differenzierung mit Spon-
tanaktivitét (6-8% NPY Neuronen), danach
eine mehrtégige Phase von Aktivitétsdepri-
vation (2% NPY Neuronen), gefolgt von ei-
ner Erholung der Spontanaktivitét fir weni-
ge Tage, sie fuhrt wieder zu einer NPY-Ex-
pressionin 6-8% der Neurone, darunter auch
viele PARV-Neurone. Die Kompetenz wird
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Abb. 3: Spezifizierung des NPY Phanotyps kortikaler Interneurone.
I. Die Rolle der Afferenzen und des Zytokins LIF. (A) Die Kortizes
junger thalamokortikaler Kokulturen (VC-Th) zeigen 6-8% NPY
Neurone. (B) Zum Ende des zweiten Monats ist die Zahl der NPY
Neurone auf 2-3% gesunken. Diese Phanotyprestriktion wird durch
die afferente Innervation aus dem Thalamus induziert. (C + D) In der
VC-Th Kokultur reduzieren die Afferenzen frith postnatal die LIF-
Expression, die in Monokulturen (VC) deutlich hoher ist. (E) Die
Phanotyprestriktion wird verhindert, wenn das Kulturmedium
wahrend einer friih postnatalen Periode mit exogenem LIF angerei-
chert wird. Eine spat postnatale Behandlung der Kokulturen mit LIF
aktiviert die NPY-Expression nicht mehr (nicht gezeigt). (F)
Allerdings bleibt die NPY-Expression plastisch, denn sie kann in
alten Kokulturen durch Stimulation mit BDNF oder NT4 jederzeit
wieder aktiviert werden.

1I. Die Rolle von synaptisch generierter bioelektrischer Aktivitat
(SBA).

(G) Monokulturen ohne thalamischen Eingang zeigen keine
Phanotyprestriktion. (H) Bei chronischer Aktivitatsdeprivation (SBA -)
exprimieren nur 2% der Neurone NPY. (I) Eine Erholung der Aktivitat
(SBA+) nach einer Deprivation kann die NPY-Expression nicht mehr
anregen. Die Zellen haben nicht ,gelernt“, NPY zu exprimieren. (J)
Erst eine friih postnatale Aktivitatsphase von null bis zehn Tagen in
vitro (DIV) trainiert die Zellen so, dass sie die NPY Expression
spater aktivitatsabhangig regulieren konnen.

somit wahrend der initialen Differenzierungsphasein den ersten zehn
Tagen nach der Geburt erworben. Esist eine Art ,,Prégung”, die es
den Zellen gestattet, als Antwort auf veranderte Umgebungsbedin-
gungen mit einem erneuten Abruf des ehemaligen Expressionspro-
gramms zu reagieren (Abbildung 3).

In Hirnrinde und Hippokampus gilt NPY a's potentes, endogen
produziertes Antiepileptikum (Woldbye et al. 1997). Méause ohne
NPY sterben an sog. kindling-Epilepsien, weil die Hirnrinde trotz
intaktem GABAergen System nicht in der Lage ist, die Ubererre-
gung zu terminieren (Baraban et a. 1997). Es will nicht einleuch-
ten, warum eine fehlende NPY-Expression in 0.5-1% der Neurone
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einederart hohe Mortalitét bewirkt. Die Mortalitét liegt vielmehr an
der fehlenden bedarfsabhéangigen Hochregul ation von NPY, wieman
siein Tiermodellen fir Epilepsie und in menschlichem Biopsiema-
teria epileptischer Foci beobachten kann. NPY erhoht die Effizienz
des GABAergen Systems durch eine langanhaltende Dampfung der
Erregung bei gleichzeitiger Verstérkung der Inhibition auf die Pyra-
midal zellen und Abschwéchung der Inhibition zwischen GABAer-
gen Interneuronen (Vezzani et a. 1999; Bacci et al. 2002). Eine démp-
fende NPY-Wirkung kann friih postnatal wichtig sein, weil die hy-
perpolarisierende Inhibition langsamer reift als die Exzitation (Su-
tor und Luhmann 1995); daher sind viele NPY-Neurone friih post-
natal vielleicht nutzlich. Wenn die Sehrinde den Peak der kritischen
Periode sensorischer Plastizitét erreicht, wird NPY jedoch graduell
runterreguliert und das trotz massiv steigender BDNF-Produktion.
Durch die LIF-vermittelte Phanotypspezifizierung reagieren putati-
ve NPY-Neuronen weniger sensitiv auf die steady state level der
endogenen Neurotrophine. Zuviel NPY in den Erregungskreislau-
fen wére jetzt kontraproduktiv, weil es die synaptische Plastizitét
und die Effizienz der Informationsverarbeitung vielleicht erschwe-
ren wirde. Daher sind im gesunden spét postnatalen und adulten
Kortex nur wenige NPY-Neurone, aber vielefakultative non-expres-
ser zu finden, dieihre Kompetenz zur NPY-Expression in einer fri-
hen Periode molekularer Plastizitét erworben haben. Die Fahigkeit,
antiepileptische Neuropeptide zur Unterstiitzung der GABAergen
Inhibition im Bedarfsfall hochzuregeln, ist sicherlich adaptiv.
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Das UMFELD MACHT ES: WIE INTERNEURONE FURS LEBEN LERNEN!

Wie werden die GAD-65/67 und
PARV-Expression reguliert?

Die Glutamatdecarboxylasen (GAD) 65/67
definieren die hemmenden Interneurone; die
beiden Enzyme |eisten die GABA-Synthese.
Die 65 kDa Isoform synthetisiert GABA be-
darfsabhéangig bei hoherer Aktivitét. Die 67
kDalsoformgilt alsverantwortlich fir dieto-
nische Inhibition. Eine Aktivitétsdeprivation
verhindert den ontogenetischen Anstieg der
GAD-67 mRNA Expressionin etwa50% der
Interneurone (Abbildung 4). Erstaunlicher-
weise erfolgt die GAD-65 mRNA Expressi-
on atersgemal3. Allerdings sind beide GAD-
Proteinedeutlich geringer exprimiert und auch
ihre Syntheseleistung ist aktivitatsabhangig,
denn der GABA-Gehalt in deprivierten Kul-
turen ist um 90% vermindert. Transkription
und Trandation der beiden | soformensind also
differentiell reguliert. Eine Erholung der Spon-
tanaktivitét — egal zu welchem Alter — fuhrt
zur sofortiger Normalisierung der GAD
mRNA und Proteinexpression. Auch die
GAD-Expression ist nur wéhrend der ersten
zwel WocheninvitrovonAktivité und BDNF
und NT-4 abhéngig. Trotzdem sind die Ex-
pressionsprofile der beiden mMRNAsund Pro-
teineinvitroandersalsinvivo. AulRerdemwird
die GAD-Expressioninvitro konstitutiv, wéah-
rend Siein vivo dynamisch regulierbar bleibt
— eine Grundvoraussetzung fir adulte Plasti-
zitdt und Reorganisation (Eysel et d. 1999).
Offenbar bendtigen die jungen Interneurone
den Einflussvon Umgebungsfaktoren, die der
isolierte, deafferentierte Kortex nicht besitzt
(Patz et a. 2003). Wir vermuten, dass die un-
spezifisch terminierenden aminergen oder
cholinergen Transmittersysteme hier eine
wichtige Rolle spielen.

Etwa die Héfte aler Interneurone expri-
miert das Kazium-bindende Protein PARV.
Es sind die FS Korb- und Kandelaberzellen,
die die stérkste Inhibition vermitteln. Korb-
zellen sind essentiell fr die Rhythmizitét, sie
geben der Hirnrinde den Arbeitstakt vor und
sind fiir die Informationsverarbeitung unerlés-
dich. Kandelaberzellen verhindern Ubererre-
gung. Die FS-Eigenschaft wird tber die span-
nungsabhangigen Kaiumkandle Kv3.1/3.2
vermittelt. Beide Kandle sind in Transkripti-
onund Trandation differentiell durch Umge-
bungsfaktoren reguliert. Die Kaziumpuffer-
eigenschaft gilt alswichtig fir die Erzeugung
hoher Aktionspotential frequenzen und beein-
flusst die GABA-Freisetzung aus den Synap-
sen. Die PARV-Expression erfolgt nicht zell-
autonom. Wahrend in der Sehrindein vivo an
Tag 20 ale PARV-Neurone vorhanden sind,
ist die Etablierung dieses Phénotyps in Mo-
nokulturen extrem verzogert und erst zwi-
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Abb. 4: Aktivitatsabhangigkeit der Expressi-
on von Glutamatdecarboxylasen und
Parvalbumin. In situ Hybridisierungen zeigen,
dass die GAD-65 mRNA Expression in
chronisch aktivitatsdeprivierten Monokultu-
ren kaum beeintrachtigt ist. Hingegen wird
die GAD-67 mRNA nur partiell hochreguliert.
Noch dramatischer wirkt die Aktivitatsdepri-
vation auf die Expression der PARV mRNA,
die ohne Aktivitat liberhaupt nicht hochregu-
liert werden kann. Nach Riickfiihrung der
Kulturen in Normalmedium erholt sich die
Spontanaktivitat, und die GAD Expression
steigt sofort an. Die PARV-Expression kann
hingegen nicht mehr aktiviert werden.

schen 50-70 DIV beendet — weit nach dem
Abschluss der morphologischen Differenzie-
rung der Neurone. ThalamischeAfferenzenin
K okulturen beschleunigen die PARV-Expres-
sion genauso wie BDNF und NT-4 wahrend
der ersten zehn Tagein vitro, allerdings nicht
auf dasaltersgemalie Niveau. Essentiell ist die
bioel ektrische Aktivitét (Abbildung 4). Eine
Aktivitétsdeprivation fir die ersten 14 Tage
(noch bevor PARV hochreguliert wird) elimi-
niert die Kompetenz zur PARV-Expression
irreversibel. Der Phanotyp wird gar nicht aus-
gepragt, und auch exogene Neurotrophine
kénnenihn nicht retten. Ist die Expression je-
doch einmal etabliert, wird sie aktivitéts- und
neurotrophinunabhangig (Patz et al. 2004).

Welche Rolle spielen Umgebungsfakto-
ren fiir die morphologische Reifung von
Interneuronen?

Da die molekulare Differenzierung mal3geb-
lich von Umgebungsfaktoren gesteuert wird,

lag die Vermutung nahe, dass auch die mor-
phologische Differenzierung davon abhéngt.
Beispielsweise ist der Dendritenbaum eines
Neuronsasprimére Eingangsstruktur entschei-
dend ander Informationsverarbeitung beteiligt
und damacht es Sinn, diese Struktur gebrauchs-
abhangig zu modellieren. In kortikalen Pyra-
midal zellen kann eine friihe Phase der Dendri-
togenese auch zellautonom ablaufen (Banker
and Cowan 1979). Allerdings ist bereits die
Polaritét in Apikaldendrit und absteigendes
Axoninvivo von Umgebungsfaktoren (Gradi-
entenmolekiile) abhangig. Spéter spielen Neu-
rotrophineund elektrischeAktivitét einewich-
tige Ralle. So kénnen Neurotrophine die Lan-
geund die Komplexitédt der Dendriten steigern
(Baker et d. 1998; McAllister 2000; Wirth et
al. 2003). Insbesondere BDNF gilt lswichtig
fur das Wachstum von Dendriten und Dorn-
fortsitzen, und elektrische Aktivitét ist ein es-
sentieller Kofaktor fur die BDNF-Wirkung.
Erstaunlicherwe sewachsen Pyramidal zel I den-
driten genau so gut unter chronischer Aktivi-
tétshlockade, obwohl aktivitétsdeprivierte Kul-
turen kaum BDNF exprimieren. Die morpho-
logische Reifung kann also aktivitatsunabhén-
gig voranschreiten und sie wird wahrschein-
lich von den aktivitétsunabhéngig produzier-
ten Faktoren NT-4 und Neurotrophin-3 getrie-
ben.

BDNF und NT-4 sind besonders fur Inter-
neurone wichtig. Sie produzieren diese Fakto-
ren nicht salbst, sondern bekommen sie von
Pyramidazellen. Um den Einfluss der beiden
Faktoren auf die interneuronale Morphogene-
e zu untersuchen, transfizierten wir kortikale
Explantate nach fUnf Tagen in vitro biolistisch
mit Expressionsplasmiden fur BDNF bzw. NT-
4. Als Reporter wurden Expressionsplasmide
fir das,, grin-fluorezierende Protein® mittrans-
fiziert. An Teg 10 wurden die multipolaren In-
terneurone rekongtruiert. Die Lange der Den-
dritenwird durch dieautokrine Uberversorgung
mit BDNF und NT-4 nur schwach signifikant
verlangert; bei Pyramidalzellen wird dasLan-
genwachstumviel deutlicher gefordert. Hinge-
gen waren die mittlere Segmentanzahl pro
Dendrit und der maximale Verzweigungsgrad
interneuronaler Dendriten signifikant erhoht.
Der Vergleich mit ausgewachsenen Interneu-
ronen aus 30-60 Tageaten Kulturen zeigt, dass
die Komplexitét der Dendriten das adulte Ni-
veau ereicht hat (Wirth et a. 2003). BDNF
und NT-4 haben d so einen starken Einflussauf
die Aushildung dendritischer Verzweigungen
multipolarer Interneurone.

Zusammenfassung und Ausblick

Dietransitorische Expression von Funktions-
markern wahrend der friih postnatalen Dif-
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Abb. 5: Modell der phanotypischen Differenzierung eines parvalbuminergen Interneurons.
Unreife Neurone (kleines weif3es Neuron) beginnen mit der Expression der Funktionsmarker.
Elektrische Aktivitat (gelbe Blitze), Neurotrophine (NTs) und afferente Systeme (Dopamin
fiir die Parvalbumin-Expression, 5-HT fiir die GAD Expression; eigene unpublizierte Daten)
nehmen Einfluss auf die Expression von GAD-65/67, Neuropeptiden, Kalzium-bindenden
Proteinen, lonenkanalen und die morphologische Differenzierung (kleines rotblaues Neuron).
Insbesondere thalamische Afferenzen erzeugen durch die Runterregulation von LIF die NPY
Phanotyprestriktion und fordern gleichzeitig die PARV-Expression. Im physiologisch gesun-
den adulten Kortex exprimieren die parvalbuminergen Neurone kein NPY (grof3es rotes
Neuron). Im Verlauf der transitorischen Expression wahrend der friih postnatalen Differenzie-
rungsphase haben die Neurone jedoch die NPY-Expression ,,gelernt“. Bei pathophysiologi-
scher Aktivitat und gesteigerter BDNF-Produktion konnen sie die NPY-Expression bedarfsab-
hangig reaktivieren, um epileptiforme Aktivitat zu terminieren.

ferenzierungsphaseist kein Irrtum junger In-
terneurone (Abbildung 5), vielmehr erwer-
ben siedadurch die Fahigkeit, dieses Expres-
sionsprogramm spéter bedarfsabhéngig zure-
aktivieren. Diese Kompetenz gehdrt zum
Phénotyp eines Neurons, und sie wird in ei-
ner kritischen Periode flir molekul are Plasti-
zitét erworben und durch die Erfahrung mit
bestimmten Umwel tfaktoren implementiert.
Die NPY-Expressionist nicht beschrankt auf
den Typ des ,NPY Neurons' — den gibt es
nicht. Sieist vielmehr eine erlernte adaptive
Antwort verschiedener Neuronentypen (Mar-
tinotti-Neurone, Korb- und Kandelaberzel-
len) auf Anderungen der Umgebung, i.e.S.
pathologische Aktivitdt mit stark erhohter
BDNF-Expression. Friih postnatale Mecha-
nismen sorgen fir eineim Normaltier gerin-
ge NPY-Expression, weil der inhibitorische
Einfluss dieses Peptids der Plastizitét und der
Informationsverarbeitung vermutlich entge-
gen arbeitet.

GAD-65, GAD-67, PARV, Kv3.1, Kv3.2
und bedarfsabhéngig auch NPY sindimglei-
chen Zelltyp exprimiert, beispielsweise in
den grof¥en Korbzellen. Die PARV-Daten zel-
gen, dass die neurochemische und morpho-
logische Differenzierung nicht notwendiger-
weise zeitgleich erfolgen muss. Tage bevor
sie PARV erstmals exprimieren, miissen die
jungen Neurone Aktivitét erfahren haben.
Man kann streiten, ob M etaplastizitétsprozes-
se auch bei der Entwicklung des korrekten
molekularen Make-Up eines Neurons grei-
fen. Tatséchlich werden alle sechs Funktions-
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marker differentiell und nicht paketweisere-
guliert. Ihre Transkription und Translation
werden durch Aktivitéat, Afferenzen, be-
stimmte Neurotrophine, modulatorische
Transmittersysteme und sogar sensorische
Erfahrung beeinflusst. Aktivitét ist ein Mei-
sterregulator, der sogar die Expression man-
cher Neurotrophine beeinflusst. Die wieder-
um kontrollieren sich wechsel seitig und kon-
nen ihre Expression in spezifischer Weise
langanhaltend potenzieren (Patz und Wahle
2004).

Bislang haben wir hauptséchlich die frih
postnatale Regulation der Expression unter-
sucht. Wir vermuten, dass auch der Erhalt der
Expressionim Adulten nicht zellautonom er-
folgt, und dass méglicherwei se weitere Fak-
toren Einfluss auf die Expressionsteuerung
gewinnen. Wir haben begonnen, dieRolleder
modul atorischen Transmittersysteme zu cha-
rakterisieren. Einelmbalanz dieser Transmit-
ter gilt alseine mogliche Ursache fir menta-
le Erkrankungen und konnte kausal die neu-
rochemischen Defizite der Interneurone er-
kléren. Beispielsweiseist die Expressionvon
PARV und GAD-67 und die GABAerge
Transmission der Kandelaberzellenim Kor-
tex von Patienten mit Schizophrenieund De-
pression verandert (Benes and Beretta 2001;
Guidotti et al. 2000; Volk et a. 2002). Be-
reits subtile Defizite der Neurochemie der
Interneurone haben negative Auswirkungen
auf die Funktionalitét des kortikalen Netz-
werks und kénnen zu den kognitiven Defizi-
ten bei mentalen Erkrankungen beitragen.

Eineausfihrliche Literaturliste kann bei den
Autoren angefordert werden.
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