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Emily Whitehead ist beruhmt. Wer aktu-
elle Fotos recherchiert, findet ein junges
Madchen, gerade mal 12 Jahre alt, frischer
Teint, leuchtende Augen, offen, lebenslus-
tig. Niemand kame auf die Idee, dass Emily
vor sechs Jahren akut um ihr Leben kamp-
fen musste. Eine neue Krebsimmunthera-
pie hat ihr junges Leben gerettet.

Das Wissenschaftsmagazin Science
titelt in der Dezember-Ausgabe 2013:
,Krebsimmuntherapie — Durchbruch des
Jahres” und weiter ,T cells on attack”.
Emily verdankt ihr Leben ihren Immunzel-
len (T-Zellen), die im Labor gezielt zur Be-
kampfung von Leukamiezellen verandert
wurden. T cells on attack” umschreibt
gleich mehrere Phanomene: (i) Fundamen-
tal neue Ansatzpunkte in der Krebsthera-
pie; (ii) die Eliminierung von Krebszellen
durch neu programmierte T-Zellen (s. Ti-
telbild); (iii) aber auch Uber- und Fehlreak-
tionen des veranderten Immunsystems, die
noch schwer zu prognostizieren und kon-
trollieren sind.

Die Medizinische Fakultat der Univer-
sitat Regensburg (UR) hat rechtzeitig die
Weichen gestellt, um die Krebsimmun-
therapie international wettbewerbsfahig
mit zu gestalten. Mehrere klinische, von
der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) geforderte Forschergruppen haben
dieses Thema stabil in Regensburg veran-
kert. Das neue Regensburger Centrum flr
Interventionelle Immunologie wird mit drei
in der Universitat integrierten Lehrstihlen
eine nachhaltig erfolgreiche Grundlagen-
forschung sicherstellen. Und das auf dem
Klinikcampus angesiedelte José-Carreras-
Centrum bietet mit der arzneimittelgerech-
ten Anreicherung und Programmierung
von Immunzellen beste Voraussetzungen
fur die Translation neuer Erkenntnisse in
die Klinik.

Gemeinsam mit den Einrichtungen des
Universitatsklinikums Regensburg und er-
ganzt durch ausgesuchte Teams der Uni-
versitaten Erlangen und Wurzburg gelang
nun unter Regensburger Federfiihrung die
Akquise eines von der DFG geforderten
Sonderforschungsbereiches (SFB). Im Fo-
kus dieses von Wolfgang Herr, Klinik fur In-
nere Medizin I, koordinierten SFB stehen
bislang ungeloste Herausforderungen bei
der Immunzelltherapie von Leukamie- und

© UR/Roswitha Kerzdorfer

Ein weiterer Themenfokus dieser Ausgabe:
Ein Portrait des Physikers und Pulitzer-Preis-
tragers Douglas Hofstadter, dem 1974 als
Doktorand wahrend eines Gastaufenthal-
tes an der UR erstmals die Berechnung des
Energiespektrums von Kristallelektronen in
einem Magnetfeld gelang, heute berihmt
als ,Hofstadter Butterfly”. Anschaulich stel-
len Ferdinand Evers und Klaus Richter, Insti-
tut fUr Theoretische Physik, in ihrem Artikel
die Bedeutung von ,Hofstadters Schmet-
terling” in den Kontext der 70er Jahre und
zeigen den paradigmatischen Charakter
der Doktorarbeit auf. 40 Jahre spater,
wzurlick in Regensburg”, spricht Douglas
Hofstadter in einem Interview mit Klaus
Richter Uber seine Erinnerungen, Chopin,
kunstliche Intelligenz und seine ganz per-
sonliche Metamorphose vom Physiker zum
Kognitionswissenschaftler.

Ausgewahlte Highlights aus der Moral-
theologie zur Prinzipienethik in der Medi-
zin und aus den Neurowissenschaften zur
Visualisierung des Riechens runden das
Spektrum dieser Frihjahrsausgabe ab. Neu
eingeflhrt haben wir mit dieser Edition die
Kategorie ,Spotlights” — aktuelle wissen-
schaftliche Themen in Wort und Bild pra-
gnant fur Sie aufbereitet.

Fir Mitglieder des Vereins der Ehemaligen
Studierenden der Universitat Regensburg
eV. und des Vereins der Freunde der Uni-
versitat Regensburg e.V. ist der Bezug des
Forschungsmagazins im Mitgliedsbeitrag
enthalten.

Lymphompatienten. Der neue SFB sowie
einige an der hiesigen Universitat bearbei-
tete Fragestellungen werden in dieser Aus-
gabe vorgestellt.

Ralf Wagner
(Redaktionsleitung)
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Neurophysiologie des Riechsinns

Riechen Sehen

Untersuchung neuronaler Verarbeitung im
Bulbus olfactorius mit optischen Methoden

Veronica Egger

Der Geruchssinn ist einer der altesten
Sinne und im Vergleich zu anderen Sin-
nen wie dem Sehen noch wenig unter-
sucht. Fir Menschen scheint die Nase
im Alltag keine grof3e Rolle zu spielen,
doch liegt das tatsachliche Ausmaf3
unserer Beeinflussung durch Gerliche
noch im Dunkeln, da ein Grof3teil un-
serer Geruchswahrnehmungen unbe-
wusst ablauft. Unsere Forschung am
Bulbus olfactorius (Riechkolben) von
Nagern dient zum einen dem Ver-
standnis der neuronalen Verarbeitung
in diesem Sinnessystem. Zum anderen
kénnen wir hier einer grundsatzlichen
Fragestellung der Neurowissenschaf-
ten nachgehen: Auf den Dendriten
der meisten Arten von Nervenzellen

finden sich sogenannte Dornfortsatze
(engl. spines), pilzférmige Ausstilpun-
gen der Membran, die Synapsen bein-
halten. Bereits seit den 1960er Jahren
wurde vermutet, dass diese Spines ihre
Synapsen elektrisch isolieren kénnen
und sich damit die Mdglichkeit zur
lokalen Verarbeitung eréffnet. Diese
Eigenschaft ware im Fall der von uns
untersuchten Synapse im Riechsystem
von besonderer Tragweite, da die Sy-
napse sowohl Signale empfangt als
auch Transmitter freisetzen kann. Mit
hochauflésender Mikroskopie und op-
tischer Neurostimulation kénnen wir
nachweisen, dass diese Spines in der
Tat als eigenstandige ,,Mini-Neuronen”
operieren.

Bedeutung des Geruchssinns flir
Homo sapiens

Bereits Einzeller kénnen chemische Sig-
nale wahrnehmen. Da der Geruchssinn
ein sehr alter Sinn ist, findet die Geruchs-
verarbeitung im menschlichen Gehirn vor
allem im entwicklungsgeschichtlich alte-
ren limbischen System statt, das an den
Hirnstamm angrenzt, und weniger in den
jingeren Arealen der sensorischen Grofs-
hirnrinde. Viele Aspekte der Riechwahr-
nehmung laufen daher im Unbewussten
ab, weswegen der menschliche Geruchs-
sinn haufig unterschatzt wird. Weiterhin
wird das Riechen als animalisch empfun-
den; die entsprechenden Konnotationen
mit Ausscheidungen und Sexualitat sind

sensorische

Glomerular-
schicht

2323
o

Externe plexi-
forme Schicht

Mitralzell-
schicht

Kérnerzell-
schicht

1 Aufbau des Bulbus Olfactorius.
Links unten: Querschnitt durch
Bulbus-Praparat mit dunkel ange-
farbten Zellkorpern. Mitte: Sche-
matische Darstellung der Verschal-
tungen. Rechts: Farbung einzelner
Neuronen des Bulbus (nach Camillo
Golgi). © Veronica Egger

zum
olfaktorischen

Cortex
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dem modernen Menschen nicht geheuer
(siehe Das Parfim von Patrick Stskind).
Lebewesen mit Zugang zu Kuhlschranken
und Zentralheizung sind Gefahrenquellen
wie verdorbener Nahrung und offenem
Feuer kaum noch ausgesetzt und bend-
tigen den Geruchssinn daher nicht mehr
zum Uberleben. Hartnackig halt sich auch
das Vorurteil, dass Menschen bezlglich
der Geruchsempfindlichkeit anderen Tie-
ren deutlich unterlegen sind. Dabei trifft
dies fur bestimmte Duftstoffe sicher nicht
zu. So wird Mercaptan, ein Bestandteil des
Abwehr-Cocktails des Stinktiers, von Men-
schen noch in milliardenfacher Verdun-
nung wahrgenommen.

Mehrere neurodegenerative Erkrankun-
gen wie z.B. Morbus Parkinson zeigen als
Fruherkennungsmerkmal eine deutliche
Abnahme der normalen Geruchsempfind-
lichkeit, weswegen das klinische Interesse
am Riechsinn in den letzten Jahren gestie-
gen ist. An dieser Stelle sei auch auf den
Geschmackssinn verwiesen — unsere Ge-
schmackswahrnehmung wird dominiert
durch Duftmolekile, die infolge der Nah-
rungsaufnahme sozusagen Uber die Hin-
tertreppe beim Ausatmen aus dem Mund
in die Nasenhohle gelangen. Im Rahmen
des heutigen Essenskults ist der Nase zu-
mindest hier die gebUhrende Aufmerksam-
keit sicher!

Wie funktioniert der Geruchssinn?

Sinneswahrnehmungen beruhen meist auf
aulleren Reizen, die Uber korpereigene
sensorische Nervenzellen in bioelektrische
Signale umgewandelt und im Folgenden
vom Gehirn in mehreren Stufen weiterver-
arbeitet und interpretiert werden. Wah-
rend die Mechanismen dieser Signallber-
tragung beim Sehen und Héren schon lan-
ger bekannt sind, konnten die molekularen
Grundlagen der Geruchswahrnehmung,
die Riechrezeptoren, erst in den 1990er
Jahren nach 10-jéhriger Suche durch Linda
Buck und Richard Axel im Genom identi-
fiziert werden (Nobelpreis fir Physiologie/
Medizin 2004). Die grof3e Anzahl dieser
Riechrezeptoren — beim Menschen etwa
350, in der Ratte um die 1000 — spiegelt
die extreme Mannigfaltigkeit der mogli-
chen Geruchswahrnehmungen wieder.
Denn schon das menschliche Farbense-
hen erschlief3t mittels nur dreier Arten von
Photorezeptoren (Rot, Grln, Blau) bereits
einen Farbraum mit Millionen unterscheid-
barer Farbton-Nuancen.

Die Riechsinneszellen sind in der Riech-
schleimhaut im Dach der Nasenhohle ein-
gebettet und verfligen Uber jeweils genau
eine Art von Riechrezeptor. Die unter-
schiedlichen Typen von Sinneszellen sind
weitgehend Uber die Riechschleimhaut

Grundbegriffe der neuronalen Verarbeitung

Nervenzellen (Neuronen) verstandigen sich untereinander durch elektrische Sig-
nale. Daflir nehmen sie Uber ihre baumartig verzweigten Dendriten an den soge-
nannten Synapsen Signale anderer Nervenzellen auf und verarbeiten diese. Tref-
fen genligend erregende synaptische Signale (oder im Fall von Sinnesnervenzellen
sensorisch vermittelte Signale) zeitgleich am Zellkérper zusammen, so entsteht ein
sogenanntes ,Aktionspotential” (AP), ein regeneratives Signal, das entlang duin-
ner Fortsatze — den Axonen —an andere Neuronen weitergeleitet wird. In den Axo-
nen befinden sich spannungsabhangige Natrium (Na*)-lonenkanale (Na,), die bei
ausreichender Depolarisation der Axonmembran voriibergehend 6ffnen, was eine
verlustfreie Weiterleitung des APs ermdglicht. lonenkanale sind porenbildende
Proteine, die den Strom von Ladungen Uber die Zellmembran und somit die Er-
zeugung elektrischer Signale ermdglichen. Sie sind haufig spezifisch fur bestimmte
lonen, wie z.B. Na* oder Calcium (Ca?*).

Bei der Standardversion der synaptischen Ubertragung wird das AP im prasynap-
tischen Axon mit Hilfe spannungsabhangiger Ca?*-lonenkanale in ein chemisches
Signal (= Freisetzung von Transmitter-MolekUlen) umgewandelt und dieses wie-
derum in ein elektrisches Signal, das postsynaptische Potential (PSP), indem die
Transmitter spezielle Rezeptor-lonenkanale im postsynaptischen Dendriten 6ffnen.

Erregung bzw. Hemmung bezieht sich auf das Vorzeichen des PSPs im Den-
driten — erregende PSPs treiben das Membranpotential des Neurons Richtung
Schwelle fir die Auslésung eines APs, hemmende PSPs hyperpolarisieren die Mem-
bran und unterbinden die Fortleitung von erregenden PSPs.
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verteilt. Die Axone der Riechsinneszellen
verlassen das Nasendach Uber feine Kno-
chenkanale in der Siebbeinplatte, um zum
Bulbus olfactorius innerhalb des Schadels
zu gelangen, einer zwiebelfdrmigen An-
sammlung von Neuronen an der Unter-
seite des GroRhirns. Hier konvergieren
nun die Axone aller Sinneszellen mit dem
gleichen Rezeptor im gleichen Glomerulus.
Glomeruli sind kugelférmige Strukturen mit
ca. 0,1 mm Durchmesser in der dufSersten
Schale des Bulbus olfactorius [1], in denen
die sensorischen Axone mit mehreren lo-
kalen Neuronentypen und den Mitralzellen
synaptisch verschaltet sind. Mitralzellen ih-
rerseits senden ihre Axone aus dem Bulbus
hinaus in héhere Areale des limbischen Sys-
tems, v. a. zum olfaktorischen Kortex und
weiteren Strukturen wie z.B. der Amyg-
dala. Mitralzellen aus unterschiedlichen
Glomeruli interagieren zudem untereinan-
der, v. a. Uber die Kornerzellen.

Die raumliche Anordnung der Glome-
ruli und damit der Rezeptorkanale ist strikt
vorgegeben. Bislang konnte noch kein ko-
harentes Prinzip identifiziert werden, das
dieser Anordnung zugrunde liegt — wie
etwa bei der Karte der Korperoberflache,
dem ,Homunculus”, in der somatosenso-
rischen Hirnrinde. Eine Moglichkeit ware
eine chemotopische Karte, auf der Rezep-
toren flr strukturell dhnliche Duftmolekdle
benachbart sind; dies ist allerdings umstrit-
ten.

Auf der Rezeptorebene werden Dufte
kodiert, indem ein Rezeptortyp bestimmte
Strukturelemente eines Duftmolekils er-
kennt (nicht das gesamte Molekdl) und
somit meistens mehrere Rezeptorarten an
der Wahrnehmung eines reinen Duftstoffs
mitwirken. Diese sogenannte kombinato-
rische Kodierung hat zur Folge, dass wir
per se nicht zwischen Duftmischungen
und reinen Duften unterscheiden konnen.
Sie bedeutet damit auch, dass es keinen
einzelnen Rezeptor fur z.B. Kaffee- oder
Orangenduft gibt. Die Synthese eines Ge-
ruchseindrucks, also die Erkennung der
.Gestalt” des Geruchs, aus den einzelnen
aktivierten Rezeptorkanalen (analog zur
synthetischen Wahrnehmung von Violett
als Farbmischung aus blauem und rotem
Licht) ist ebenfalls noch weitgehend unge-
klart; erste dahingehende Verarbeitungs-
schritte finden wohl bereits im Bulbus statt.

Eine Besonderheit der neuronalen In-
teraktionen im Bulbus ist der sehr hohe
Anteil an lokalen hemmenden Neuronen,
welche obendrein an ungewdhnlichen Mi-
kroschaltkreisen beteiligt sind, die haufig
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M. Lukas, V. Egger, unpubliziert

2 Neuronenarten der Glomerularschicht a Neuroanatomische Rekonstruktion eines glomerularen Neurons b Dopaminerges Neuron, gefullt mit grinem
Fluoreszenzfarbstoff. Der vergroRerte Ausschnitt zeigt bislang nicht beschriebene dendritische Strukturen, die Zellkdrper anderer Neuronen umklammern.
Aus: Bywalez, Ona Jodar ... Egger. Frontiers in Neuroanatomy 10 (2017), doi: 10.3389/fnana.2016.00127 ¢ Vasopressinerges Neuron, gefUllt mit rotem
Fluoreszenzfarbstoff und tberlagert mit lichtmikroskopischem Bild des Praparats; Umriss des innervierten Glomerulus gestrichelt. © Veronica Egger

durch dendritische Transmitter-Freisetzung
getrieben werden (statt der lehrbuchmafi-
gen axonalen Freisetzung). Die Interakti-
onen der sensorischen Eingange und der
nachgeschalteten Mitralzellen mit diesen
lokalen hemmenden Neuronen finden im
Wesentlichen in den zwei duf3eren Schalen
der ,Riechzwiebel” statt.

Die 1. Schale des Bulbus

Die Verschaltung der Eingange aus der
Riechschleimhaut mit den Mitralzellen fin-
det wie erwahnt innerhalb der Glomeruli
statt. Die Glomeruli sind von einer grof3en
Anzahl diverser lokaler Neuronenarten um-
geben, die sowohl mit den Axonen der Sin-
neszellen und den Dendriten der Mitralzel-
len als auch mit anderen lokalen Neuronen
verschalten sein kénnen. SchliefSlich gibt
es ausgedehnte laterale Verbindungen, die
Dutzende Glomeruli weit reichen kénnen.

Hungrige Menschen/Tiere sind deutlich
geruchsempfindlicher als gesattigte. Der-
artige zustandsabhangige Regulationen
der Geruchsempfindlichkeit werden Uber
eine Vielfalt von neuromodulatorischen
Systemen vermittelt. Eines davon ist das
Dopamin-System, bekannt fir seine Rolle
in der motorischen Regulation (Morbus
Parkinson). Im Bulbus und insbesondere
in der Glomerularschicht gibt es auch
Neuronen, die den Transmitter Dopamin

freisetzen kénnen. FUr einen verbreiteten
Subtyp dieser Zellen konnten wir mit Hilfe
neuroanatomischer Techniken [2a] zwei
wichtige Befunde machen: (1) Bislang
war umstritten, inwiefern diese Dopamin-
Zellen das Innere von Glomeruli innervie-
ren und somit an den intraglomerularen
Schaltkreisen beteiligt sind. Fur ihre Dendri-
ten konnten wir dies durch Rekonstruktion
sowohl der Dendritenbdume als auch der
Glomeruli ausschlief3en. (2) Die Dendriten
der Dopamin-Zellen verfligen Uber bislang
unbekannte elaborierte Strukturen [2b],
mit denen sie klammerartig die Zellkérper
anderer glomerularer Neuronen umgrei-
fen. Unklar ist noch, ob diese Klammern
tatsachlich synaptische Kontakte mit den
Zielzellen ausbilden und worin ihre Funk-
tion besteht.

Das Vasopressinsystem ist ein weite-
res neuromodulatorisches System, das
vor allem wahrend sozialer Interaktionen
eine Rolle spielt. Daher kdnnte es auch im
Bulbus z.B. an der besseren Erkennung
einzelner Artgenossen anhand ihres Kor-
pergeruchs beteiligt sein. Zurzeit laufen
hier Untersuchungen zu den Vasopressin-
Neuronen der Glomerularschicht, die im
Gegensatz zu den eben beschriebenen
Dopamin-Neuronen ganz gezielt mit einem
ihrer Dendriten das Innere von Glomeruli
mit einer buschelartigen Struktur innervie-
ren, ahnlich einem gestutzten Olivenbaum-
chen [2c].

Die 2. Schale des Bulbus

Hier ist der haufigste Typ von Verschal-
tung die dendrodendritische Interaktion
zwischen den langen lateralen Dendriten
der erregenden Mitralzellen und den Den-
driten der hemmenden Kornerzellen [3al.
Die Funktionsweise dieser Verschaltung
steht seit langerem im Fokus unserer For-
schungsarbeiten. Ihre Besonderheiten sind:

(1) Sie ist reziprok, d.h. die Mitralzelle
setzt an der Synapse den erregenden
Transmitter Glutamat auf die Kornerzelle
frei, und umgekehrt setzt die Kornerzelle
den hemmenden Transmitter GABA auf
die sie erregende Mitralzelle frei. Diese Art
von Interaktion flhrt zur sogenannten re-
kurrenten Hemmung der erregenden Mit-
ralzelle — ein Verschaltungsprinzip, das aus
dem Ruckenmark bekannt ist.

(2) Wahrend die lateralen Dendriten der
Mitralzellen eine glatte Oberflache haben,
ist die Synapse auf Seiten der Kornerzelle
in einem grof3en Dornfortsatz (Spine) un-
tergebracht. Der Spine enthalt somit einen
Mikroschaltkreis mit Ein- und Ausgang.

(3) Kornerzellen besitzen kein eigenes
Axon, sondern setzen Transmitter nur aus
diesen Spines frei. Trotzdem kdnnen sie re-
generative elektrische Signale, die Aktions-
potentiale (AP), erzeugen!

Einer unserer ersten Befunde war,
dass die Kornerzell-APs sich im Dendriten
der Koérnerzellen mit ahnlicher Effizienz

m 29
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A Schema Reziproke Synapse

Kornerzell-
Spine

A synaptische
) @ Rezeptoren/
© lonenkanéile

)] Caz-Kanale

Elektrische
J Stimulation der
Mitralzellen

Kornerzelle und Ca?*-Imaging aktiver Spines

Nach Egger et al. 2005

3 Synaptische Antworten in reziproken Spines der Kérnerzelle a Erregung des Spines durch Freisetzung von Glutamat aus der Mitralzelle infolge eines
Aktionspotentials (AP) und rekurrente Hemmung der Mitralzelle durch Freisetzung des hemmendem Transmitters GABA aus dem Spine. Na,: Spannungsab-
hangige Na*-lonenkanale b Schema: Stimulation von Mitralzellen und Fullung einer Kérnerzelle via Patch-Pipette (siehe Kasten S. 32) mit Ca?*-sensitivem
Farbstoff ¢ Reprasentatives Experiment an einer Kornerzelle zur Beobachtung einzelner synaptischer Eingange. Rechts unten: erregendes postsynaptisches
Potential gemessen als Depolarisation des Membranpotentials V,, am Zellkérper in Antwort auf Mitralzellstimulation. Farbige Spuren darUber: gleichzeitige
Ca**-Signale in einzelnen Spines; keine Antwort war messbar im wei3en Spine und in den grau markierten Spines der Zelle. mV: Milli-Volt, Messeinheit

fir Membranpotential. %AF/F: Messeinheit fur die Amplitude von Ca?*-Signalen relativ zum Ruhezustand. Nach: Egger, Svoboda, Mainen. J. Neurosci. 25

(2005), S. 3521-3530 © Veronica Egger

ausbreiten wie APs in Axonen anderer
Neuronen. Daflr haben wir mit Hilfe von
elektrischen Ableitungen in Kombination
mit Zwei-Photonen-Mikroskopie [Kasten
S. 32] von einzelnen Kornerzellen ge-
zeigt, dass ein am Zellkoérper durch Stro-
minjektion ausgelostes AP zu einem sub-
stantiellen Ca?-Einstrom im gesamten
Dendriten und seinen Spines fihrt. Diese
Beobachtungen lassen den Schluss zu,
dass spannungsabhangige Na*- und Ca?*-
lonenkandle im ganzen Dendriten samt
Spines in grofser Dichte vorhanden sind.
Eine Freisetzung von Transmitter aus den
Spines infolge eines APs erscheint somit
sehr wahrscheinlich.

Kann der Mikroschaltkreis im rezipro-
ken Spine nun unabhangig von ,seiner”
Kornerzelle agieren, d.h. Transmitter frei-
setzen, ohne dass ein globales AP voran-
ging? Da Freisetzung von Transmitter stets
durch Ca?*-Einstrom ausgel6st wird [Kas-
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ten S. 28], haben wir zundchst untersucht,
ob einzelne aktive Mitralzelleingange Ca?-
Einstrom in den Kérnerzell-Spine auslésen.
Hierfur wurden die Mitralzellen Uber eine
in einem Glomerulus platzierte Stimulati-
onselektrode erregt, d.h. zum Feuern von
APs gebracht. Wie oben wurde gleichzeitig
das Membranpotential von einer mit Ca?*-
sensitivem Farbstoff befullten Kornerzelle
abgeleitet [3b und c]. Bei Registrierung
eines postsynaptischen Potentials (PSP) am
Zellkorper begann die Suche nach einzel-
nen aktivierten Spines. Obwohl dieses Ex-
periment zunachst so schwierig erschien
wie die sprichwortliche Suche nach der
Nadel im Heuhaufen, stellte sich heraus,
dass die Wahrscheinlichkeit fur das Finden
einzelner aktivierter Spines mit einer robus-
ten Ca?*-Antwort in dieser experimentellen
Konfiguration ausreichend hoch ist. Dieses
postsynaptische Ca?*-Signal ist auf den
Spine-Kopf beschrankt. Durch Anwendung

pharmakologischer Substanzen ergab sich,
dass das Signal im Wesentlichen durch sy-
naptische Rezeptoren und spannungsab-
hangige Ca?-Kandle vermittelt wird.

Diese Befunde lieferten starke Indizien
fUr die chemische und elektrische Isolation
des Spine-Kopfs, und damit flr folgende
Arbeitshypothese: Infolge eines synapti-
schen Eingangs kommt es zu einer strikt
lokalen Aktivierung von spannungsab-
hangigen Na*-Kanadlen, d.h. zu einem
Spine-Aktionspotential, so dass der
Spine als Mini-Neuron arbeiten kann.

Der Kdrnerzell-Spine als
Mini-Neuron?

Im Zusammenhang mit Diskussionen Uber
die Funktion von Spines wurde solch ein
Spine-AP bereits in den 1960er Jahren



von Theoretikern vorhergesagt. Simulati-
onen des elektrischen Membranpotentials
im Spine ergaben, dass ein hoher Wider-
stand des Spine-Halses flr ein lokales AP
entscheidend ist. Messungen der Diffusion
Uber den Spine-Hals von Neuronen des
Hippocampus 1996 schienen diese Idee zu-
nachst zu widerlegen. Andererseits zeigen
elektronenmikroskopische  Aufnahmen,
dass der lange Hals der reziproken Korner-
zell-Spines haufig durch Zellorganellen wie

mit einem Pfropfen verschlossen ist. Diese
spezielle Situation lief$ die Vorstellung eines
isolierten Spine-APs plausibel erscheinen.
Mit pharmakologischen Methoden
allein kommt man jedoch in dieser Frage
nicht weiter, da eine Blockade der span-
nungsabhangigen Na*-Kanale, die APs
ermoglichen, auch zu einer Blockade der
Freisetzung aus dem Mitralzelldendriten
fuhrt [siehe 3al. Auch kann das lokale
Membranpotential im Spine noch nicht di-

rekt gemessen werden. Erst eine neuartige
optische Methode, das sogenannte Zwei-
Photonen-Uncaging vom Transmitter, er-
laubte es, gezielt am Spine die Freisetzung
aus der Mitralzelle durch photolytische
Bereitstellung von Glutamat zu ersetzen
[Kasten S. 32]. Damit gelang uns der
Nachweis, dass in der Tat die spannungs-
abhangigen Na*-Kandle im Koérnerzell-
Spine lokal aktiviert werden und damit
den postsynaptischen Ca?-Einstrom maf3-

1. Nachweis des lokalen Spine-APs 2. Nachweis der Freisetzung von hemmendem

Transmitter durch Spine-AP

¢ Ort/Zeit
2-Photonen-
Uncaging

Gemittelte Daten: n = 10 Mitralzellen

RN
o

=
o

1
ctrl Nav-Block

Integral Hemmung
(normiert)
o
(&)}

ctrl  Nav-Block

Nach Bywalez et al. 2015

V. Rupprecht, V. Egger, unpubliziert

4 Experimenteller Nachweis der Mini-Neuron-Hypothese: 1 Uncaging des Transmitters Glutamat an einzelnen Kornerzell-Spines. Das lokale Ca?*-Signal

im Spine nimmt durch Blockade der spannungsabhangigen Na*-Kanale mittels Applikation eines Na,-Blockers, d.h. einer pharmakologischen Substanz, die
spezifisch die Offnung von Nav-Kanélen verhindert, deutlich ab. Oben: Schema des Experiments und einzelner Spine mit Ort des Uncaging (tlrkiser Stern).
Mitte, schwarz umrandet: Beispiel eines einzelnen Experiments: Links Ca#*-Signal in obigem Spine (rot) und benachbarten Dendriten (grau) in Antwort auf
Uncaging. Rechts dasselbe Signal nach Applikation eines Nav-Blockers. Unten, rot umrandet: Kumulative Darstellung der gemittelten Messwerte mehrerer
Experimente. Die Amplitude des Ca?*-Signals nimmt hochsignifikant ab (Fehlerbalken: Streuung um den Mittelwert). Abbildung nach Bywalez, Patirniche...
Egger. Neuron 85 (2015), S. 590-601. 2 Uncaging des Transmitters Glutamat am Dendriten einer via Patch-Pipette rot gefarbten Mitralzelle, das in dieser
zu einem hemmenden Signal durch den Transmitter GABA flhrt, ausgeldst durch Aktivierung des reziproken Mikroschaltkreises im Kornerzell-Spine. Nach
Blockade der spannungsabhangigen Na+*-Kanale wird dieses rekurrente postsynaptische Signal fast vollstandig unterdriickt. Anordnung wie in 1. Oben: Rot:
Mitralzelle. Griin: genetisch markierte Kornerzellen, was die Identifizierung von Spines gestattet. Mitte, weils umrandet: Einzelnes Experiment. In diesem Fall
wurde das Signal als Strom und nicht als Potentialanderung gemessen, daher die Einheit pA (Pico-Ampere) und das umgekehrte Vorzeichen des Signals —
gemafs Konvention haben hemmende synaptische Strdme ein positives und erregende synaptische Stréme ein negatives Vorzeichen. Unten, blau umrandet:
Aufgrund der lang anhaltenden Stromantwort wurde das Integral der Antwort ausgewertet, nicht die Amplitude, und zur besseren Vergleichbarkeit auf das
Integral der Antwort vor der Nav-Blocker-Applikation normiert. Wieder nimmt das gemittelte Integral hochsignifikant ab. 3 Zusammenfassung im grau um-
randeten Kasten: Schematische Darstellung der wesentlichen Befunde aus 1: lokales AP im Spine, aus 2: Hemmung der Mitralzelle infolge Freisetzung von
GABA durch das lokale AP. Fir die lokale Generierung eines APs im Spine ist ein hoher Widerstand des Spine-Halses Ry, erforderlich. © Veronica Egger
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geblich verstarken [4.1]. Simulationen in
Kollaboration mit theoretischen Neurowis-
senschaftlern der Gruppe Herz in Minchen
ermoglichten uns dann Vorhersagen des
fur ein Spine-AP mindestens bendtigten
Widerstands des Spine-Halses im Bereich
von 1 Giga-Ohm. Somit liegen Uberzeu-
gende Indizien fUr die Existenz eines loka-
len APs vor. Jedoch bleibt die Frage, ob ein
Spine-AP denn tatsachlich zur Freisetzung
des hemmenden Transmitters GABA auf
die Mitralzelle fihren kann?
Hierzu laufen momentan Experimente,
bei denen nun von fluoreszent markierten
Mitralzellen abgeleitet wird. Der reziproke
Mikroschaltkreis wird Uber Zwei-Photo-
nen-Uncaging an Kornerzell-Spines erregt
[4.1], wodurch es in der Tat moglich ist,
hemmende PSPs in der Mitralzellen zu
detektieren — also rekurrente Antworten
auf die Erregung eines einzelnen Spines.
Die Blockade spannungsabhangiger Na*-
Kandle reduziert diese PSPs sehr stark, so
dass, wie vermutet, ein lokales AP im Spine
an der Freisetzung beteiligt sein muss.
Insgesamt konnten wir so zeigen, dass
die reziproken Spines auf den Dendriten-
baumen der Kornerzellen tatsachlich lokale
Reize selbstandig verarbeiten kénnen. Sie
operieren dabei als ,Mini-Neuronen”, un-
abhdngig vom Erregungszustand der rest-
lichen Kornerzelle. Somit verfligen Neuro-
nen Uber ein deutlich gréferes Repertoire
zur Informationsverarbeitung als bisher
angenommen.

Ausblick: Weitere Plane und
andere reziproke Synapsen

In Zukunft mochten wir untersuchen, wie
die Spines einer Kornerzelle miteinander
kooperieren und inwiefern lokale Spine-
APs fur sensorisch evozierte Netzwerkak-
tivitat im Bulbus relevant sind. Neuartige
spannungssensitive Farbstoffe konnten
bald direkte Messungen des Spine-Mem-
branpotentials gestatten.

Zur Rolle reziproker Spines existieren
bereits spannende Befunde aus der Ar-
beitsgruppe von Thomas Kuner in Hei-
delberg: Durch Kornerzell-spezifische ge-
netische Manipulationen wurde der post-
synaptische Ca?*-Einstrom in die Spines
entweder erhéht oder reduziert. Bei er-
hohtem Ca?*-Einstrom konnten Mause mit
entsprechend modifiziertem Bulbus Unter-
scheidungen zwischen ahnlichen Duften
(wie z.B. zwei binaren Mischungen 60 %

32 n
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Methoden

Elektrophysiologische Ableitung synaptischer Aktivitat

Bei der Ganzzellableitung wird Uber eine Glaselektrode, die sogenannte Patch-
Pipette, mittels Unterdruck ein winziges Loch in der Membran eines Nervenzell-
korpers erzeugt. Diese leitende Verbindung ins Zellinnere erlaubt das Messen der
elektrischen Aktivitat von Neuronen, sowohl von Aktions- als auch postsynaptische
Potentialen einzelner aktiver Synapsen. Letztere kénnen aufgrund der Distanz zum
Ort des Geschehens im Dendriten nur abgeschwacht gemessen werden. Die Tech-
nik kann auch genutzt werden, um das Neuron mit Farbstoff zu befullen. Unsere
Experimente werden in akuten Praparaten des Bulbus der Ratte durchgefihrt, in
denen neuronale Aktivitat mehrere Stunden untersucht werden kann.

Zwei-Photonen-Mikroskopie lokalen Ca?*-Einstroms und optisches Schalten
von Synapsen

Das Ca?* (Calcium-lon) ist ein wichtiger Botenstoff, der im Inneren eines Neurons
in einer sehr geringen Konzentration von 50 nM vorliegt — sprich 20 Ca?*-lonen
pro Kornerzell-Spine. Die extrazellulare Ca?* Konzentration ist 10000 Mal hoher,
was im Fall des Offnens eines Ca2*-durchléssigen lonenkanals infolge eines APs
oder PSPs zu Ca?*-Einstrom in die Zelle fuhrt. Ca*-sensitive Fluoreszenz-Farbstoffe
kénnen Ca?* vorlibergehend binden und leuchten dann heller. Eine Erhéhung der
Ca?*-Konzentration in einem angefarbten Neuron fuhrt also zu einer Zunahme der
Fluoreszenz. Mit herkdmmlichen Methoden ist in Gewebepraparaten aufgrund der
Streuung des Lichts eine Detektion dieser Fluoreszenzanderung schwierig. Jedoch
kann mit Hilfe der sogenannten Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie Akti-
vitat einzelner Synapsen in ihren Spines auch tief im Gewebe mit hoher Auflosung
(1 pm) sichtbar gemacht werden. Das Prinzip der Zwei-Photonen-Anregung besagt,
dass das Fluoreszenzfarbstoffmolekil statt eines Photons zwei Photonen mit ent-
sprechend niedrigerer Energie absorbiert. Allerdings sind zum Erreichen der noti-
gen Anregungsintensitat starke Laser notwendig. 1931 sagte die Physikerin Maria
Goppert-Mayer den Zwei-Photonen-Effekt vorher, geeignete Lichtquellen wurden
jedoch erst viel spater entwickelt. Synaptische Ca?*-Anderungen in Spines konnten
erstmals 1995 auf diese Weise nachgewiesen werden.

Die hohe rdumliche Auflésung und Lichtintensitat der Zwei-Photonen-Anre-
gung gestatten es inzwischen, Transmittermolekdle, die in chemische Kafige einge-
baut sind, mittels Photolyse punktgenau freizusetzen (Zwei-Photonen-Uncaging)
und damit einzelne Synapsen willkirlich zu schalten — ideal flr die Analyse des
komplexen reziproken Schaltkreises.

Ananas, 40 % Banane und 40 % Ananas,
60 % Banane) sogar schneller treffen als
normale Mdause. Mause mit reduziertem
Ca?*-Einstrom bendtigten dagegen lan-
ger fur die Unterscheidung. Die einfache
Unterscheidung der reinen Komponenten
(Ananas oder Banane) wurde durch die
Manipulationen nicht verandert. Merkwur-
digerweise scheint die erste Variante somit
der natlrlichen Evolution Uberlegen. Bei
genauerer Untersuchung zeigte sich aber,
dass diese Mause grof3ere Schwierigkeiten
haben, sich auf die Unterscheidung eines
anderen Duftpaars umzustellen als ihre
normalen Kollegen.

Reziproke Synapsen finden sich auch
in anderen Hirnarealen, beispielsweise in

der Netzhaut und im Thalamus, und ar-
beiten dort moglicherweise ahnlich. Der
Thalamus dient nach heutigem Verstand-
nis als zentrale Kontrollstation, die z.B. fir
die Entkopplung von Kortex und Periphe-
rie wahrend des Schlafens verantwortlich
ist. Im Gegensatz zu allen anderen Sinnen
enthalt die Riechbahn keine thalamische
Zwischenstation, was mit ihrem entwick-
lungsgeschichtlich hohen Alter zusammen-
hangt. Maoglicherweise werden Funktionen
des Thalamus im Fall des Riechens durch
den Bulbus und hier insbesondere durch
die reziproke Synapse zwischen Mitral- und
Kornerzellen wahrgenommen.
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