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1 Einleitung

Dieser Abschnitt soll eine Einfithrung in das Thema dieser Dissertation bieten. Hierzu wird zunichst
der aktuelle Wissensstand {iber die Verarbeitung von Geschmacksinformation dargestellt. Anschlieffend
folgen Betrachtungen iiber den Aufbau des Nucleus tractus solitarii und das Immediate-early-Gen Arc,
die Hauptgegenstand dieser Arbeit sind. Schliefllich werden die Fragestellung und der wissenschaftliche
Ansatz erlautert und die Zielstellung formuliert.

1.1 Funktionelle und anatomische Grundlagen des Geschmackssinns

Der Geschmackssinn oder die gustatorische Wahrnehmung ist ein chemischer Nahsinn. Seine Aufgabe
ist es, potentielle Nahrungsmittel zu bewerten. Zum einen muss Nahrung erkannt werden, die reich
an Energie oder benotigten Nihrstoffen ist, und zum anderen muss der Organismus vor der Aufnahme
schédlicher Substanzen geschiitzt werden. Obwohl mehrere Sinne an der Beurteilung der Nahrung
beteiligt sind, kommt dem Geschmackssinn eine besondere Rolle zu, da er die letzte Kontrollstation
vor der Aufnahme darstellt und iiber ,,Schlucken oder Spucken® entscheidet. Diese Entscheidung ist
besonders wichtig bei Tieren, die einmal aufgenommene Nahrung nicht erbrechen konnen, wie etwa
Nager.!

Man geht heute im Allgemeinen von fiinf Geschmacksqualititen oder Grundgeschmacksarten aus.
Siif$ und umami kennzeichnen energiereiche Nahrungsmittel, die Kohlenhydrate bzw. Aminosiuren
enthalten. Saurer und bitterer Geschmack warnen vor unreifer, verdorbener oder giftiger Nahrung. Beim
Salzgeschmack entscheiden Art und Konzentration des Salzes {iber die Attraktivitit. Unter den Mineral-
salzen schmeckt Natriumchlorid am stirksten salzig? Wihrend es in geringen Konzentrationen priferiert
wird, wird es in hohen Konzentrationen vermieden. Die Vorstellung von Grundgeschmacksqualititen
ist mindestens 2000 Jahre alt und aus mehreren Kulturen bekannt Siiff, sauer, bitter und salzig wurden
bereits im China der frithen Han-Dynastie und von Aristoteles als grundlegende Kategorien verwendet>*
Umami hingegen wurde erst Anfang des 20. Jahrhunderts von dem japanischen Forscher Kikunae Tkeda
beschrieben. In der westlichen Welt gelangte es erst gegen Ende des vergangenen Jahrhunderts zu breiter
Bekanntheit. Ebenfalls zu den Geschmacksqualititen zihlte Aristoteles auflerdem scharf, herb, stechend
und fettig. Wir wissen heute, dass fiir diese Wahrnehmungen zum Teil Schmerz- und Tastsinn verant-
wortlich sind und die Information iiber andere Wege ins Gehirn gelangt als die Geschmacksinformation.
Capsaicin und Piperin etwa, die Inhaltsstoffe, die fiir die Schirfe von Chili bzw. Pfeffer verantwortlich
sind, wirken auf Schmerzrezeptoren Es ist bemerkenswert, dass auch fettig als Geschmacksqualitiit in
Aristoteles Aufzihlung enthalten ist. Fette haben von den Makronéhrstoffen den grofiten Energiegehalt
und es gibt essentielle Fettsiuren, die der Mensch mit der Nahrung aufnehmen muss. Dennoch war man
lange der Meinung, dass die Information iiber den Fettgehalt einer Speise vornehmlich {iber taktile oder
olfaktorische Eigenschaften vermittelt wird. Erst in den letzten Jahren hat eine Reihe von Experimenten
Hinweise fiir die Existenz einer spezifischen Geschmackswahrnehmung fiir Fette bzw. Fettsduren bei

K. Yamamoto u. a., Methods Find Exp Clin Pharmacol 24 (2002), Nr. 3, S. 135-138.

2G. M. Feldman u. a., ] Neurophysiol 90 (2003), Nr. 3, S. 2060-2064.

K. Scott, Neuron 48 (2005), Nr. 3, S. 455-464.

*R. P. Erickson, Behav Brain Sci 31 (2008), Nr. 1, S. 59-75, 59-75.

K. Kurihara, Am J Clin Nutr 90 (2009), Nr. 3, 7195-722S.

®F. N. McNamara, A. Randall und M. J. Gunthorpe, BrJ Pharmacol 144 (2005), Nr. 6, S. 781-790.



1 Einleitung

Nagern und im Menschen geliefert”-? Auch die Existenz weiterer Geschmacksqualititen wird diskutiert.
Kandidaten dafiir sind metallisch, adstringierend sowie ein Geschmackssinn fiir Calciumionen oder
Wasser>10-12

Dass bereits vor Jahrtausenden trigeminale Empfindungen, wie scharf oder stechend, zu den Grundge-
schmacksqualititen gezihlt wurden,>* und dass in der deutschen Sprache Geschmack und Aroma teils
synonym gebraucht werden, zeigt, wie schwer der Geschmackssinn von anderen Sinnessystemen zu
trennen ist. Hiufig hort man, dass Nahrungsmittel fade schmecken, wenn man erkéltet ist, obwohl in
erster Linie der Geruchssinn beeintréchtigt ist.

Die Einteilung in Grundgeschmacksqualitéten ist jedoch mit Vorsicht zu betrachten, da diese Katego-
rien in der Regel vom Menschen abgeleitet wurden.!*> Man weif heute, dass es bereits innerhalb einer
Spezies grofie Unterschiede in der Geschmackswahrnehmung gibt. Je nach genetischer Ausstattung
nehmen Menschen beispielsweise Bitterstoffe unterschiedlich stark wahr oder konnen sie gar nicht
schmecken!*!> Noch groéfler werden die Unterschiede, wenn man verschiedene Spezies betrachtet.
Katzen beispielsweise besitzen keinen funktionellen Siifirezeptor.® Nagetiere und Rinder besitzen eine
spezielle Wahrnehmung fiir Natriumsalze, die bei Menschen nicht bekannt ist.!*!” Auflerdem reagiert
der Umamirezeptor der Nager auf ein gréf8eres Spektrum an Aminosiuren als der des Menschen 1819
Kiinstliche Siif$stoffe rufen in Nagetieren nur geringe Priferenz hervor, wihrend sie beim Menschen
eine teils vielfach stirkere SiifSkraft als Zucker besitzen2° Stattdessen konnen Nager das fiir Menschen
geschmacksneutrale Maltodextrin wahrnehmen, das fiir sie noch stérker attraktiv ist als Mono- und
Disaccharide und in Verhaltensexperimenten von jenen unterschieden wird?! Diese Unterschiede in der
Geschmackswahrnehmung zwischen verschiedenen Spezies sind insbesondere bedeutend, da ein grofSer
Teil der Geschmacksforschung am Tiermodell durchgefiihrt wird.

1.1.1 Detektion von Geschmacksstoffen in der Peripherie

Die Geschmackssinneszellen sind in Geschmacksknospen angeordnet. Dies sind zwiebelformige Struktu-
ren, die aus etwa 50-100 Zellen bestehen und in die Epithelien von Zunge, weichem Gaumen, Rachen,
Kehlkopf und Osophagus eingelagert sind? Bei den Nagetieren finden sich Geschmacksknospen zu-
sitzlich an der Papilla incisiva, die sich hinter den Schneidezdhnen am gaumenseitigen Austritt des
Ductus nasopalatinus befindet?® Wihrend die iibrigen Geschmacksknospen im Gewebe verteilt liegen,
befinden sie sich auf der Zunge in spezialisierten Strukturen, den Geschmackspapillen (s. Abb. 1.1). Auf
den vorderen zwei Dritteln des Zungenriickens finden sich die Pilzpapillen (papillae fungiformes), die bei

den Nagetieren jeweils nur eine und beim Menschen etwa drei bis vier Geschmacksknospen tragen2*-26
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Pharynx,
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Abbildung 1.1: Transport der Geschmacksinformation in der Maus. Die Geschmacksknospen des Gaumens und der
vorderen Zunge werden von zwei Asten des Nervus facialis (V1) versorgt, dem Nervus petrosus major (NPM) und der
Chorda tympani (CT). Die Zellkorper befinden sich im Ganglion geniculi (GG). Die hintere Zunge wird vom Nervus
glossopharyngeus (1X) innerviert, dessen Zellkdrper im Ganglion petrosum (GP) liegen. Die Geschmacksknospen von
Pharynx, Larynx und Epiglottis schlieBlich werden von einem Ast des Nervus vagus (X) innerviert, dessen Zellkdrper sich
im Ganglion nodosum (GN) befinden. Die erste Station der Geschmacksverarbeitung im Gehirn ist der Nucleus tractus
solitarii (NTS) im Hirnstamm. Von hier entspringt die aufsteigende Geschmacksbahn tiber den Nucleus parabrachialis
(PbN) und den Thalamus (Th) in den gustatorischen Cortex (GC). NTS-Neurone projizieren zudem in die Formatio
reticularis des Hirnstamms (FR), wo sie an der Auspragung von oromotorischen Reflexen beteiligt sind.

Am hinteren Zungenrand befinden sich die Blitterpapillen (papillae foliatae), die in der Maus Dutzende
und beim Menschen Hunderte Geschmacksknospen beherbergen?’ Die Wallpapillen (papillae vallatae)
schliefilich befinden sich am Zungengrund, kurz vor dem Sulcus terminalis linguae. Der Mensch besitzt
etwa ein Dutzend von ihnen, Maus und Ratte hingegen jeweils nur eine Wallpapille %%

Zusitzlich finden sich in den Epithelien der Atemwege und des Verdauungstrakts sogenannte solitary
chemosensory cells (SCCs, vereinzelte chemosensorische Zellen), die ebenfalls Geschmacksrezeptoren
exprimieren. Im Gegensatz zu den Geschmackssinneszellen, werden SCCs nicht speziell-viszerosen-
sibel durch Geschmacksfasern (vgl. Abschnitt 1.1.2), sondern allgemein-somatosensibel durch Fasern
des N. trigeminus innerviert. Man nimmt an, dass sie nicht an der Geschmackswahrnehmung beteiligt
sind, sondern protektive Funktionen ausiiben, indem sie etwa schidliche Substanzen in der Atemluft
detektieren oder das Eindringen von Nahrungsbestandteilen in die Atemwege verhindern 33!

Um die Jahrtausendwende wurden zwei Familien von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Ge-
schmacksknospen entdeckt und als Geschmacksrezeptoren identifiziert.!332-3¢ Die Taslr-Familie (faste
receptor type 1) umfasst drei Mitglieder, von denen je zwei als Heterodimer einen funktionellen Rezep-
tor formen. Das Dimer aus Taslrl und Taslr3 bildet den Umamirezeptor, Taslr2 und Taslr3 hingegen
fungieren gemeinsam als Siifirezeptor. Die Tas2r-Familie (taste receptor type 2) ist in den Sdugetieren
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1 Einleitung

mit einer variablen Anzahl vertreten. Die bislang untersuchten Sduger weisen zwischen 15 und 36 funk-
tionelle Gene auf> Sie stellen die Rezeptoren des Bittergeschmacks dar3¢ Wie die Tasl-Rezeptoren
konnen auch sie sich zusammenlagern, jedoch hat diese Oligomerisierung anscheinend keinen Einfluss
auf ihre Funktion®” Im Gegensatz zum Umami-, Siiff- und Bittergeschmack ist iiber die Mechanismen
der Sauer- und Salzig-Detektion weit weniger bekannt. Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) vermittelt
iber den Einstrom von Natriumionen in die Zelle eine attraktive Komponente des Salzgeschmacks, die
insbesondere bei Nagetieren gut charakterisiert ist>® In vielen Spezies aber, so auch im Mensch, existiert
eine zusitzliche, von ENaC unabhiingige Wahrnehmung von natriumhaltigen und anderen Salzen38-4
Noch weniger ist iiber den Rezeptor des Sauergeschmacks bekannt. Als ein moglicher Kandidat wurde
der Ionenkanal Pkd2ll (Polycystic kidney disease 2-like 1) vorgeschlagen. Genetisch modifizierte Miuse,
bei denen die Pkd2ll exprimierenden Zellen absterben, zeigen keine Aktivierung der Geschmacksnerven
durch Siuren. Die iibrigen Geschmacksqualititen sind davon unberiihrt*! In Miusen, in denen jedoch
nur das Pkd2l1-Gen ausgeschaltet wurde, ohne dass die Zellen absterben, ist die Nervenaktivierung durch
Siuren nur reduziert. Es miissen also weitere noch unbekannte Rezeptoren beteiligt sein*? Es ist bemer-
kenswert, dass die bislang bekannten Geschmacksrezeptoren auf der Zunge in nach Geschmacksqualitit
getrennten Zellpopulationen auftreten.*3

1.1.2 Weiterleitung und zentrale Verarbeitung der Geschmacksinformation

Geschmacksrezeptorzellen sind sekundire Sinneszellen, besitzen also keine Axone. Stattdessen werden
sie von afferenten sensorischen Nervenfasern innerviert. Je nach Lage der Geschmacksknospe tiberneh-
men drei Hirnnerven den Transport der Geschmacksinformation ins Gehirn (vgl. Abb. 1.1). Der Nervus
facialis (VII) ist mit zwei Asten beteiligt. Dies ist zum einen der Nervus petrosus major, der die Geschmacks-
knospen des weichen Gaumens sowie, bei Nagern, der Papilla incisiva innerviert. Zum anderen innerviert
die Chorda tympani die Pilzpapillen sowie den vordersten Teil der Blitterpapillen2®#4-*® Die {ibrigen
Geschmacksknospen der Blitterpapillen sowie die Wallpapillen werden durch den Zungenast des Nervus
glossopharyngeus (1X) versorgt**” Der Nervus vagus (X) schlieflich innerviert die Geschmacksknospen
von Pharynx, Larynx und Epiglottis.**8

Die Zellkorper der Geschmacksfasern von N. petrosus major und Chorda tympani befinden sich im Gan-
glion geniculi. Das Ganglion petrosum enthalt die Zellkorper der Geschmacksfasern des N. glossopharyngeus
und das Ganglion nodosum die des N. vagus.

Die Geschmacksfasern projizieren in den Nucleus tractus solitarii (NTS) im Hirnstamm, die erste
Station der Geschmacksverarbeitung im Gehirn. Er weist bei Nagetieren die Form eines horizontal
liegenden V auf, dessen Schenkel sich nach rostral 6ffnen (s. Abb. 1.2). Die Projektion der drei Nerven
weist eine gewisse Orotopie auf. Fasern des N. facialis — von der vorderen Zunge und dem Gaumen —
enden am weitesten rostral, gefolgt von den Fasern des N. glossopharyngeus von der hinteren Zunge. Die
Geschmacksfasern des N. vagus schliefSlich terminieren am weitesten caudal. Die Projektionsgebiete der
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dorsal

rostral

lateral lateral

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Nucleus tractus solitarii (NTS) der Ratte. A: Ein Horizontalschnitt zeigt
die traditionelle Unterteilung des NTS in einen rostralen (rNTS) und einen caudalen Teil (cNTS). Umriss des Ratten-NTS
adaptiert von Travers [57]. B: Anhand eines Coronalschnitts sind die Subregionen des rostralen NTS dargestellt. M: me-
diale, RC: rostro-centrale, RL: rostro-laterale, V: ventrale Subregion, TS: Tractus solitarius. Adaptiert von Bradley u. a.
[54].

drei Nerven iiberlappen dabei stark**~5! Diese grobe Orotopie bleibt auch in den hoheren Arealen der
Geschmacksverarbeitung erhalten >

Ausgehend vom NTS teilt sich die Verarbeitung der Geschmacksinformation. Ein Teil der gustato-
rischen Zellen des NTS projiziert innerhalb des Hirnstamms. Diese Zellen sind vornehmlich an der
Ausprigung von angeborenem Geschmacksverhalten beteiligt>* Eine weitere Gruppe gustatorischer
Zellen im NTS ist an der aufsteigenden Geschmacksbahn beteiligt. Diese verlduft iber den Nucleus
ventralis posteromedialis des Thalamus (Th) in die gustatorischen Areale der Grof$hirnrinde (GC), wo die
Geschmacksinformation mit Temperatur- und Tastinformation der Mundhdhle sowie mit olfaktorischen
Reizen integriert wird>® Bei den Nagetieren existiert wie bei den meisten Siugern mit dem Nucleus
parabrachialis (PbN) eine weitere Schaltstation zwischen NTS und Thalamus>* In einigen Primaten,
darunter der Mensch, ist der PbN hingegen nicht an der Verarbeitung gustatorischer Information beteiligt.
Lediglich Neurone des nichtgustatorischen, caudalen NTS projizieren hier in den PbN>®

1.1.3 Anatomischer und funktioneller Aufbau des Nucleus tractus solitarii

Der NTS ist ein vielseitiger Hirnnervenkern. Anhand der Afferenzen unterscheidet man einen rostralen
und einen caudalen Teil. Der caudale Teil erhilt allgemein-viszerosensible Information der Hirnnerven
IX und X. Dabei handelt es sich um mechano- und chemosensorische Information tiber Blutdruck und
Blutgaskonzentrationen sowie weitere Information aus den Atemwegen und dem Gastrointestinaltrakt.>®
Der rostrale Teil hingegen erhalt speziell-viszerosensible Afferenzen, die die Geschmacksinformation
transportieren, er wird daher auch als Geschmackskern bezeichnet. Diese klare funktionelle Teilung
in einen orosensorischen und einen viszerosensorischen Teil ist jedoch nicht auf anatomischer Ebene
ersichtlich. Vielmehr gehen beide Unterkerne ohne klare Trennlinie ineinander iiber>* Um eine Unter-
scheidung zwischen dem rostralen und caudalen Teil zu treffen, nimmt man traditionell eine sehr einfache
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Unterteilung vor. Ausgehend von dem Punkt, an dem die mediale Kante des NTS auf den vierten Ventrikel
trifft, wird senkrecht zur Mittellinie eine Grenze nach medial gezogen (vgl. Abb. 1.2 A). Alles rostral
davon wird als rostraler NTS und der Rest als caudaler NTS bezeichnet. Diese Unterteilung spiegelt die
tatsichliche funktionelle Trennung jedoch nur bedingt wider>*

Im rostralen NTS wurden weitere Unterteilungen anhand histologischer und funktioneller Unterschie-
de identifiziert (s. Abb. 1.2 B). Die mediale Region (M) erhilt keine direkten Afferenzen von Hirnnerven,
steht jedoch in Verbindung mit dem caudalen NTS. Man vermutet eine Rolle als Bindeglied zwischen
rostralem und caudalem NTS. Die rostro-centrale Region (RC) erhilt den GrofSteil der gustatorischen
Afferenzen der Hirnnerven und enthilt den Grofiteil der Neurone, die in die aufsteigende Geschmacks-
bahn projizieren. Weitere Efferenzen ziehen in die oromotorischen Zentren des Hirnstamms. RC erhilt
auflerdem Afferenzen von PbN und caudalem N'TS. Die rostro-laterale Region (RL) erhilt ebenfalls Infor-
mation der Hirnnerven, jedoch vornehmlich orotaktile. Auch von hier entspringen einige Efferenzen in
den PbN. Die ventrale Region (V) schliefSlich enthélt den Grofiteil der Neurone, die in die oromotorischen
Zentren des Hirnstamms projizieren. Zudem gibt es wenige reziproke Verbindungen zum PbN>*

1.1.4 Neuronentypen im Nucleus tractus solitarii

Neben den gustatorischen Afferenzen treffen im rostralen NTS auch Information von thermischen und
taktilen Rezeptoren der Mundhéhle ein % Diese werden teils in getrennten Zellen verarbeitet, ein bedeu-
tender Teil der NTS-Neurone ist jedoch multimodal, reagiert also auf Reize mehrerer Sinnessysteme %>
Eine Vielzahl von Neuronentypen wurde im NTS identifiziert und anhand ihrer Form, Reizbarkeit, Ant-
wortverhalten, Neurochemie oder Projektionen in Gruppen eingeteilt%2-% Einige dieser Neuronentypen
sollen im folgenden beleuchtet werden.

Anhand der Projektionen lassen sich drei Gruppen von NTS-Neuronen unterscheiden $%%7-6 Die erste
Gruppe projiziert in die aufsteigende Geschmacksbahn, im Falle der Nager also in den PbN. Eine zweite
Gruppe projiziert in die motorischen Kerne der Formatio reticularis des Hirnstamms. Die Zielareale dieser
Neurone sind in der Ausprigung von Reflexen beteiligt, die eine Rolle im angeborenen Geschmacks-
verhalten spielen. Diese beiden Gruppen scheinen bereits durch unterschiedliche Populationen von
Ganglienzellen innerviert zu werden®* Die dritte Gruppe schliefilich sendet Axone innerhalb des NTS.
Man nimmt an, dass diese Neurone eine Rolle bei der Integration von viszeraler und oraler Information
spielen 57:6%70

Weiterhin lassen sich NTS-Neurone mit Alles-oder-Nichts- oder mit gestaffeltem Antwortverhalten
unterscheiden. Alles-oder-Nichts-Neurone sind vornehmlich an der aufsteigenden Geschmacksbahn
beteiligt und haben ein kleines rezeptives Feld, vor allem durch Innervierung von Chorda-tympani-Fasern.
Dadurch dass sie relativ wenig Information integrieren, sind sie vermutlich wenig an der Geschmacks-
verarbeitung beteiligt. Neurone mit gestaffeltem Antwortverhalten hingegen werden iiberwiegend vom
N. glossopharyngeus innerviert, haben ein grofies rezeptives Feld und spielen eine Rolle bei der Steuerung

von oromotorischen Reflexen 971
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1.2 Verarbeitung der Geschmacksinformation

Die Kodierung und Verarbeitung von Geschmacksinformation beschiftigt Geschmacksforscher spétes-
tens seit den ersten elektrophysiologischen Experimenten im Geschmackssystem vor etwa 80 Jahren.”?
Schon in den frithen Berichten {iber durch Geschmacksstimuli hervorgerufene Potentiale wird diskutiert,
wie die beobachteten Nervenimpulse zur Entstehung von Sinneseindriicken im Gehirn fiihren kénnen.”?
Rasch etablierten sich zwei konkurrierende Theorien der Verschliisselung von Geschmacksinformation.
Die Labeled-Line-Theorie postuliert Typen von Zellen entlang der Geschmacksbahn, deren Aktivierung
notwendig und hinreichend fiir die Verarbeitung einer bestimmten Geschmacksqualitit ist. Die Across-
Fiber-Pattern-Theorie hingegen geht davon aus, dass die Information einer Geschmacksqualitit als Erre-
gungsmuster iiber eine grofle Population von Zellen transportiert wird”*”> Obwohl die Zellen entlang
der Geschmacksbahn mittlerweile sehr gut charakterisiert sind, gibt es keinen Konsens dariiber, wie die
Geschmacksinformation auf dem Weg von den Rezeptoren auf der Zunge in den gustatorischen Cortex
verschliisselt und tibertragen wird.

Eine Reihe von Faktoren erschwert die Aufklirung der Geschmacksverarbeitung. Das wohl grof3-
te Hindernis ist, dass der Stimulusraum, also die Eigenschaften und Begrenzungen dessen, was als
Geschmacksstimulus anzusehen ist, nicht klar definiert ist.!3> Beim Sehsinn etwa lassen sich die Reize
eindeutig anhand von physikalischen Parametern wie Wellenlinge und Lichtstirke ausmachen. Jede
Photorezeptorzelle reagiert spezifisch auf einen Wellenldngenbereich. Der Geschmacksforschung aber
fehlt es an physikalischen oder chemischen Attributen, anhand derer sich die Reize identifizieren und
kategorisieren lieflen. So herrscht etwa Uneinigkeit iber die Anzahl der Grundgeschmacksqualitéten.
Wihrend fiinf Qualitéiten allgemein akzeptiert werden, tauchen regelmiflig neue Kandidaten auf (s. Ab-
schnitt 1.1.1). Von manchen wird die Existenz solcher Kategorien iiberhaupt angezweifelt.* Ein weiterer
Faktor ist, dass es zwischen verschiedenen Spezies teils gravierende Unterschiede gibt, was iiber den
Geschmackssinn wahrgenommen werden kann (s. Abschnitt 1.1.1). Hinzu kommt, dass bereits im Rezep-
tororgan, der Geschmacksknospe, ein betrichtlicher Anteil von Zellen auf Stimuli mehrerer Kategorien
reagiert”/® AuSerdem sind erst fiir drei der fiinf Geschmacksqualititen hinreichend verifizierte Rezeptoren
identifiziert worden.

Der Grofteil der Studien iiber die neuronale Verarbeitung der Geschmacksinformation hat sich zwei-
er Methoden bedient. Zum einen wurden elektrophysiologische Ableitungen an den Elementen der
Geschmacksverarbeitung durchgefiihrt. Orte der Ableitungen waren dabei sowohl ganze Nervenstréin-
ge, aber auch einzelne Fasern oder Nervenzellkorper in den Ganglien und den zentralen Stationen der
gustatorischen Verarbeitung. Diese Ableitungen sind sehr aufwendig, erlauben aber eine sehr genaue
Charakterisierung der untersuchten Elemente. Das Antwortverhalten bei einer Vielzahl von Stimuli
kann mit hoher zeitlicher Auflosung untersucht werden. Jedoch ist, im Falle von Einzelzellableitungen,
die Anzahl der untersuchten Elemente pro Versuchstier gering®>””-’8 bzw. geht bei Ableitungen einer
Zellpopulation die Information iiber das einzelne Element verloren.

Elektrophysiologische Ableitungen haben in den vergangenen Jahrzehnten zu einem recht detaillierten
Bild der Geschmacksneurone gefiihrt, das im folgenden kurz umrissen werden soll. Entlang der gesam-
ten Geschmacksbahn werden Zellen beobachtet, die eine geringe Stimulusselektivitit aufweisen, also
auf mehr als eine Geschmacksqualitit reagieren. Die Stimulusselektivitit nimmt mit jeder Ebene der

%Y. Zotterman, Skand Arch Physiol 72 (1935), Nr. 2, S. 73-77.
3C. Pfaffmann, J Cell Comp Physiol 17 (1941), Nr. 2, S. 243-258.
7*R. P. Erickson, Physiol Behav 69 (2000), Nr. 1-2, S. 3-13.
L. C. Geran und S. P. Travers, ] Neurophysiol 101 (2009), Nr. 3, S. 1598-1612.
BA.C. Spector und S. P. Travers, Behav Cogn Neurosci Rev 4 (2005), Nr. 3, S. 143-191.
“R. P. Erickson, Behav Brain Sci 31 (2008), Nr. 1, S. 59-75, 59-75.
76S. M. Tomchik u. a., ] Neurosci 27 (2007), Nr. 40, S. 10840-10848.
52A. T. Roussin u. a., J Neurosci 32 (2012), Nr. 31, S. 10494-10506.
77M. E. Frank, R. J. Contreras und T. P. Hettinger, ] Neurophysiol 50 (1983), Nr. 4, S. 941-960.
78H. Ogawa und T. Hayama, Exp Brain Res 54 (1984), Nr. 2, S. 359-366.



1 Einleitung

Verarbeitung ab13%%79 Anhand des Stimulus, auf den die Neurone am stirksten reagieren werden sie in
Klassen eingeteilt. Mindestens vier dieser Klassen wurden identifiziert, die entsprechend ihrer priferier-
ten Stimuli als N- (Natriumsalze), S- (Saccharose), A- (Sduren) oder Q-Neurone (Chinin) bezeichnet
werden.!>>*80 Eine wachsende Anzahl von Experimenten weist zudem darauf hin, dass nicht allein die
Stirke der Aktivierung, also die Summe der Nervenimpulse, entscheidend fiir die Informationsiiber-
tragung ist. Vielmehr scheint ein signifikanter Teil der Information durch die zeitliche Abfolge dieser
Impulse transportiert zu werden 828182 Diese zeitliche Kodierung steht nicht im Gegensatz zu den oben
beschriebenen raiumlichen Formen der Kodierung iiber Labeled-Lines oder ein Across-Fiber-Pattern,
vielmehr konnte eine zusitzliche zeitliche Komponente die Informationsdichte pro Zelle steigern3?

Bei kritischer Betrachtung der Ergebnisse aus elektrophysiologischen Studien des Geschmackssinns
fallen jedoch einige Punkte auf, die es zu beachten gilt. Aufgrund der leichten anatomischen Zugéinglich-
keit und der relativ unkomplizierten Stimulation der vorderen Zunge, wurde der iberwiegende Teil der
elektrophysiologischen Untersuchungen an der Chorda tympani vorgenommen >*%+34 Das gilt auch fiir
viele Studien, die die Bitterverarbeitung untersucht haben, obwohl der Grofiteil der Bitterrezeptoren
in der hinteren Zunge vorkommt, die vom N. glossopharyngeus innerviert wird”> In einer der wenigen
Studien, die spezifisch dem N. glossopharyngeus gewidmet ist, kommt ein komplizierter Versuchsaufbau
zum Einsatz, um die Stimulationslosungen bei anisthesierten Ratten direkt in die Griben der Blitter-
und Wallpapille zu applizieren?® Weiterhin ist zu bedenken, dass nur wenige elektrophysiologische
Experimente an wachen Tieren vorgenommen wurden $>8>8 Der weitaus iiberwiegende Teil wurde
unter Andsthesie durchgefiihrt. Da aber Anisthetika selbst auf Neurone wirken, muss in Betracht gezogen
werden, dass die Betiubung die beobachteten Zellantworten beeinflusst.!® Bei NTS-Neuronen, die unter
tonischer GABA-Inhibition stehen,!® konnten etwa Barbiturate, wie das hiufig verwendete Pentobarbital,
das Antwortverhalten der NTS-Neurone verdndern. In der Tat scheint die Anisthesie eine Einfluss auf
die Stimulusselektivitit der NTS-Neurone zu haben 36

Die zweite Methode beruht auf der Expression von Fos als neuronalem Aktivititsmarker. Die mittels Im-
munhistochemie nachgewiesene Fos-Expression wird iiblicherweise als Fos-like immunoreactivity (FLI)
bezeichnet, daher wird diese Bezeichnung hier iibernommen. Im Gegensatz zu elektrophysiologischen
Ableitungen kann die Antwort der Gesamtheit der Zellen auf einen Stimulus untersucht werden. Das
macht FLI-Experimente zu einem machtvollen Werkzeug, um rasch und mit wenig Aufwand die exzita-
torischen Antworten ganzer Neuronenpopulationen in mehreren Gehirngebieten auf bestimmte Reize
zu untersuchen. FLI-Experimente haben gezeigt, dass die Neurone , die auf verschiedene Geschmacks-
stimuli reagieren, sich in unterschiedlichen Subregionen des NTS befinden>”#” Die Kombination mit
histologischen Firbungen oder der Injektion von neuronalen Tracern ermoglicht zudem die Charakteri-
sierung von Funktion und Verschaltung dieser Neuronenpopulationen 388 Die rasche Untersuchung
grofler Gruppen von Neuronen geht jedoch mit geringer zeitlicher Auflésung einher. Wihrend bei Ner-
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1.2 Verarbeitung der Geschmacksinformation

venableitungen die Auflosung im Mikrosekundenbereich liegt®? zeigt die FLI-Methode die gesammelte
Aktivierung der Zellen innerhalb etwa einer Stunde an. Dabei kann keine Aussage iiber den genauen
Zeitpunkt der Aktivierung getroffen werden. Auch iiber die Stirke der Aktivierung gibt die FLI-Methode
nur bedingt Auskunft. Dies hat zur Folge, dass man mit der FLI-Methode in der Praxis auf einen Stimulus
pro Tier beschrinkt ist, da man die Fos-Induktion durch mehrere Stimuli nicht unterscheiden konnte.
Ein weiterer Nachteil ist, dass inhibitorische postsynaptische Potentiale vernachléssigt werden, da nur
neuronale Aktivierung zu einer Fos-Expression fiihrt %8

Der Geschmacksforschung steht somit bereits eine Reihe etablierter Methoden zur Verfiigung, deren
Moglichkeiten fiir einige Fragestellungen jedoch bereits ausgereizt sind. Neue Methoden, die die Nachteile
der bisher genutzten ausgleichen, konnten die Forschung auf dem Gebiet der Geschmacksverarbeitung
vorantreiben.

1.2.1 Diskriminierung von Bitterstoffen

Unter den Geschmacksqualititen nimmt bitter eine Sonderstellung ein. Obwohl auch sauer und salzig zu
Ablehnungsverhalten fithren konnen, werden diese Qualititen in geringen Konzentrationen gegeniiber
Wasser priferiert’® Auch fiir gering konzentrierte Bitterstoffe wurde eine Priferenz gegeniiber Wasser
bei einigen Spezies beschrieben, jedoch traten hier starke individuelle Unterschiede auf’! Zudem liegen
die aversiven Konzentrationen von sauren und salzigen Stimuli mindestens eine Groflenordnung iiber
den aversiven Konzentrationen von Bittersubstanzen.”> In den meisten Siugetieren stellen die Bitterre-
zeptoren ferner die weitaus grofite Anzahl der bekannten Geschmacksrezeptoren. Dies unterstreicht die
Bedeutung der Bitterwahrnehmung fiir den Organismus, die Vielzahl der strukturell diversen Bitterstoffe
zu identifizieren, die Aufnahme in den Korper und damit eine mégliche Vergiftung zu verhindern. Doch
nicht alle Stoffe, die bitter schmecken, sind schadlich. Im Gegenteil enthilt unsere Nahrung eine Vielzahl
von Bitterstoffen, die wir bereitwillig zu uns nehmen und deren Beitrag zum Gesamtgeschmackseindruck
einer Speise oder eines Getrinks wir erwiinschen. Unter diesen Bitterstoffen finden sich auch Nihrstoffe
wie Di- und Tripeptide, die in fermentierten Milch- und Sojaprodukten vorkommen,>% oder Vitami-
ne wie Thiamin und Riboflavin®* Auch viele Arzneistoffe haben einen bitteren Geschmack, dennoch
nehmen wir unsere Medizin ein und sind damit nicht allein im Tierreich. Anscheinend therapieren sich
auch andere Siugetiere durch freiwillige Aufnahme von pharmakologisch aktiven Bittersubstanzen.”>%
Omnivoren und Pflanzenfresser, die ein breites Nahrungsspektrum besitzen, begegnen auf der Suche
nach Nahrung einer Vielzahl verschiedener Bitterstoffe mit stark unterschiedlicher Toxizitit” Sie miissen
entscheiden, welche der bitter schmeckenden potentiellen Nahrung sie zu sich nehmen und welche sie
meiden.

Dies legt die Frage nach einem Mechanismus zur Unterscheidung von Bitterstoffen nahe. Die Fihigkeit,
schidliche von harmlosen oder gar niitzlichen Bittersubstanzen zu unterscheiden und mit angemessenem
Verhalten zu reagieren, konnte einen evolutioniren Vorteil darstellen?® Ein klarer Zusammenhang zwi-
schen Toxizitit und Wahrnehmungsschwelle oder neuronaler Antwort ist bei Bitterstoffen jedoch noch
nicht bekannt?%1% Bislang gibt es nur wenige Publikationen, die sich der Frage nach der Unterscheidung
von Bittersubstanzen widmen. John Glendinning und Kollegen haben dies an Tabakschwirmer-Rau-
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pen untersucht, die ein sehr einfaches Geschmackssystem besitzen. Acht Paare bittersensitiver Zellen
verteilen sich auf wenige Sinnesorgane, die Sensillen, die jeweils nur eine Bitterrezeptorzelle enthalten.
Diese Raupen konnen Bitterstoffe unterscheiden, die unterschiedliche Populationen von bittersensi-
tiven Zellen ansprechen oder einen unterschiedlichen Signalweg innerhalb derselben Rezeptorzelle
anstoflen.”® Glendinning und Kollegen haben zudem gezeigt, dass dabei die zeitliche Folge der Nervenim-
pulse eine entscheidende Rolle spielt. Selbst Bitterstoffe, die dieselbe Rezeptorzelle aktivieren, konnen
so unterschieden werden. Trotz ihres sehr einfachen Geschmacksapparates sind die Raupen so in der
Lage, viele verschiedene Bitterstoffe wahrzunehmen und unterschiedlich auf giftige oder relativ harmlose
Bitterstoffe zu reagieren.!%!

Ist etwas vergleichbares auch bei Séugetieren bekannt? Wie bereits dargestellt, ist das Geschmackssys-
tem der Sduger weitaus komplexer als das der Raupen, nicht zuletzt was die Anzahl der Sinneszellen pro
Sinnesorgan, die Geschmacksknospen, und die Gesamtzahl an Sinnesorganen betrifft. Es ist weiterhin
bekannt, dass bei den Siugern eine Sinneszelle mehrere Bitterrezeptoren enthilt.>%% Dabei werden die
Rezeptoren nicht zufillig exprimiert, sondern die Expression scheint im Gegenteil Mustern zu folgen, die
dazu fithren, dass einzelne Sinneszellen spezifisch auf bestimmte Bitterstoffe reagieren und auf andere
nicht 36-102

Ebenso wurden in den Geschmacksnerven Fasern identifiziert, die sehr unterschiedlich auf verschiede-
ne Bitterstimuli reagieren?%!%> Manche Bitterstoffe fithren {iberdies nur im N. glossopharyngeus zu einer
wesentlichen Aktivierung, wohingegen andere auch den N. facialis aktivieren.!®1%> Auch fiir die erste
Station der Geschmacksverarbeitung im Gehirn gibt es Hinweise, dass Neurone unterschiedlich stark auf
verschiedene Bitterstimuli ansprechen 3%’ Wilson und Kollegen berichten, dass sich die zeitliche Abfolge
der Nervenimpulse in NTS-Neuronen unterscheidet, je nachdem welcher Bitterstimulus appliziert wurde.
Entscheidend sind dabei die ersten anderthalb Sekunden nach Stimulusbeginn?” Eine Studie, die Fos-
Expression als Marker fiir neuronale Aktivierung im NTS nutzte, konnte jedoch keinen Unterschied
nach Gabe verschiedener Bitterstimuli feststellen.!%® In-vivo-Calcium-Imaging-Experimente in der Insula
der Maus haben gezeigt, dass Geschmacksstimuli verschiedener Qualititen unterschiedliche Areale des
gustatorischen Cortex aktivieren. Innerhalb des ,Bitterareals“ iiberlappte die durch zwei verschiedene
Bitterstoffe hervorgerufene Aktivierung zu etwa 70 %.!%7

Betrachtet man das Verhalten der Tiere, ergibt sich ein uneinheitliches Bild. Im Hamster scheinen
zumindest zwei Klassen von Bittersubstanzen zu existieren. Eine erlernte Aversion gegeniiber einer Sub-
stanz aus der Klasse der ,nichtionischen® Bitterstoffe (Saccharoseoctaacetat, Koffein) fiihrt zu Aversionen
gegeniiber anderen Substanzen dieser Klasse, aber nicht zu einer Aversion gegeniiber den ,ionischen®
Bitterstoffen Chinin, Denatonium oder Magnesiumsulfat.®>1% Vergleichbares wurde fiir andere Spezies
allerdings nicht berichtet. Spector und Kopka zeigen, dass Chinin und Denatonium von Ratten nicht
unterschieden werden kdnnen, und weisen auf Schwierigkeiten hin, denen man bei der Aufklirung der
Bitterdiskriminierung mithilfe von Verhaltensexperimenten begegnet. Die Aktivierung von Rezepto-
ren anderer Qualititen sowie Unterschiede in der Intensitit, im zeitlichen Verlauf oder dem Ort der
Wahrnehmung kénnen im Verhaltensexperiment eine Diskriminierung zweier Stimuli erlauben.!” Um
zweifelsfrei zu kléren, dass es der Bittergeschmack ist, der die Tiere zur Unterscheidung beféhigt, miissen
auch nichtgustatorische Einfliisse wie Geruch und trigeminale Wahrnehmung ausgeschlossen werden.
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1.3 Immediate-early-Gene als Werkzeuge in der Neurowissenschaft

Dies ist besonders wichtig, da viele Bitterstoffe pharmakologisch aktiv sind und in die Signalwege von
Zellen eingreifen, ohne dass Bitterrezeptoren daran beteiligt sind.'!° So kann Koffein beispielsweise iiber
Hemmung der Phosphodiesterase oder Aktivierung von Adenosinrezeptoren vom A,-Typ zu einem
erhohten Spiegel von zyklischem Adenosinmonophosphat, einem Second messenger fithren.

Bislang gibt es also nur einzelne Hinweise fiir unterschiedliche Reaktivitit zentraler Neurone gegeniiber
Bitterstimuli. Klare Populationen von bitterresponsiven Zellen, die die Grundlage fiir ein differenziertes
Verhalten gegeniiber Bittersubstanzen sein konnten, sind nicht bekannt. Da jedoch sowohl die Rezeptor-
zellen als auch die Fasern, die die Information ins Gehirn weiterleiten, auf verschiedene Bitterstimuli
unterschiedlich stark reagieren, scheint die Voraussetzung fiir die Diskriminierung von Bitterstoffen im
Gehirn gegeben zu sein.

1.3 Immediate-early-Gene als Werkzeuge in der Neurowissenschaft

Immediate-early-Gene (IEGs, zu deutsch etwa unmittelbare, friihe Gene) werden als Reaktion auf einen
extra- oder intrazelluldren Stimulus innerhalb kurzer Zeit, in der Regel binnen weniger Minuten, und
nur voriibergehend exprimiert.!!1-113 Bei diesen Stimuli kann es sich beispielsweise um Bindung von
Signalmolekiilen an ihre Rezeptoren oder um elektrische Erregung der Zelle handeln. Die Expression
der IEGs wird dann tiber Second messenger, bspw. Ca**, Proteinkinasen und konstitutive regulatorische
Transkriptionsfaktoren, wie etwa das cAMP response element-binding protein (CREB), angestofien.!!*
Die Expression von IEGs ist unabhingig von De-novo-Proteinsynthese, sie stellen somit die erste Welle
der signalgesteuerten Gene dar.!'!~!'® Im Nervensystem vermitteln IEGs unter anderem eine schnel-
le Komponente der neuronalen Plastizitit und sind so an Lernprozessen und der Gedédchtnisbildung
beteiligt.!1?

Die ersten Immediate-early-Gene, darunter Fos, Jun und Myc, wurden in den 1980er-Jahren entdeckt
und gehdren zur Gruppe der Protoonkogene. Sie fungieren ihrerseits als Transkriptionsfaktoren und
stoflen eine zweite Welle spezifischer Genexpression an, die es der Zelle erlaubt, auf den Stimulus zu
reagieren.!'>113 Mit der Zeit wurden weitere Transkriptionsfaktoren identifiziert, die ebenfalls durch
IEGs kodiert werden. Ein bekanntes Beispiel ist die Early-growth-response-Genfamilie, die aus Egrl (auch
bekannt als Zif268) bis Egr4 besteht. Die Egr-Gene werden hiufig in denselben Neuronen induziert wie
Fos!13115 Heute sind mehrere hundert Immediate-early-Gene bekannt, aber nur ein geringer Teil ist gut
charakterisiert.1>116

Erst in den 1990er-Jahren wurden IEGs identifiziert, die selbst als Effektorproteine ihre Wirkung
entfalten.!'* Diese sogenannten Effektor-IEGs kodieren beispielsweise fiir Wachstumsfaktoren, wie der
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Enzyme, wie Cyclooxygenase-2, oder Proteine, die an der
synaptischen Ubertragung beteiligt sind, wie Homerla und das activity-regulated cytoskeleton-associated
protein (Arc).

Bald nach der Entdeckung begann man, Fos als Marker fiir neuronale Aktivierung einzusetzen.!
Heute gehoren zusitzlich Egr-1, Homerla und Arc zum Repertoire der neuronalen Aktivitdtsmarker, die
unter anderem in der Lern- und Gedichtnisforschung und in verschiedenen Sinnessystemen eingesetzt
werden 114-118-120
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Abbildung 1.3: Zeitliches Muster der Arc-RNA-Verteilung. A: Hochfrequente Aktivierung eines Neurons 6st Arc-
Expression im Zellkern aus. B: Innerhalb weniger Minuten ist die Arc-RNA (rot) im Zellkern nachweisbar. C: Etwa
30 Minuten nach der Aktivierung ist die Arc-RNA ausschlie3lich im Zytoplasma um den Zellkern nachweisbar. D: Die
Arc-RNA wird zu den Synapsen transportiert, die zuvor aktiv waren, und lokal translatiert.

1.3.1 Das Immediate-early-Gen Arc

Das activity-regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) ist das Produkt des gleichnamigen Immediate-
early-Gens Arc. Es wurde 1995 parallel in den Laboren von Dietmar Kuhl und Paul Worley nach hoch-
frequenter Stimulation des Hippocampus entdeckt.!?:122 Link et al. tauften das Gen activity-regulated
gene 3.1 (Arg3.1). Beide Bezeichnungen sind gebriuchlich, in dieser Arbeit wird jedoch ausschliefdlich
der von Lyford et al. gewihlte Name Arc verwendet.

In Mausembryonen wird Arc ubiquitir exprimiert und ist in der Embryogenese involviert.!?® Im
adulten Tier hingegen beschrinkt sich die Arc-Expression auf den Hoden und das Gehirn.!?%-? Die Arc-
Expression in Neuronen wird durch hochfrequente Stimulation hervorgerufen (vgl. Abb. 1.3). Der genaue
Mechanismus der Arc-Induktion ist noch nicht bekannt. Es scheinen jedoch mehrere Signalwege moglich,
bei denen Proteinkinasen, Ca*>* und die Transkriptionsfaktoren serum response factor (SRF), myocyte
enhancer factor 2 (MEF2) und CREB beteiligt sind.!** Innerhalb weniger Minuten nach dem Stimulus
ist Arc-RNA im Nukleus nachweisbar. Typischerweise tritt die RNA punktformig an ein oder zwei
Stellen im Nukleus auf, die die Orte der Transkription darstellen.!!* Nach einigen Minuten kommt
es zum Transport der Arc-RNA aus dem Nukleus ins Zytoplasma. 30 Minuten nach dem Stimulus ist
die Arc-RNA ausschliefSlich im Zytoplasma nachweisbar. Nach 60 Minuten ist auch die Arc-RNA im
Zytoplasma des Perikaryons wieder auf das Ursprungsniveau abgesunken.!** Die Arc-RNA wird in die
Dendriten transportiert und reichert sich an jenen Synapsen an, die kiirzlich aktiv waren.?>12° Dort
kommt es zur lokalen Translation. Das Arc-Protein ist in der postsynaptischen Dichte mit dem NMDA-
Rezeptorkomplex assoziiert.!2

Arc ist an verschiedenen Prozessen der synaptischen Plastizitit beteiligt, die die zelluldre Grundlage
fir Lernprozesse darstellen. Der Grofteil der Literatur beschaftigt sich mit der Rolle von Arc bei der
Ausbildung von Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD) im Hippocampus, die
essentielle Bestandteile von Lernen und Gedichtnisbildung sind.!?° Auch im Cerebellum ist Arc an der
Ausbildung von LTD beteiligt.'?” Arc-Expression wurde auf3erdem in anderen Regionen des Gro3hirns
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1.3 Immediate-early-Gene als Werkzeuge in der Neurowissenschaft

1. Stimulus 2. Stimulus Totung
I # i —
-30 min -5 min 0 min

1x stimuliert 2x stimuliert 1x stimuliert

Abbildung 1.4: Die Arc-catFISH-Methode. Zwei Stimuli werden in geeignetem zeitlichen Abstand appliziert. Die
intrazellulare Verteilung der Arc-RNA (griin) gibt Aufschluss, durch welchen der Stimuli eine Zelle aktiviert wurde. Tritt
Arc-RNA nur im Zytoplasma oder Nukleus (rot) auf, fihrte nur der erste bzw. zweite Stimulus zur Arc-Expression. Tritt
Arc-RNA hingegen in beiden Kompartimenten auf, wurde die Zelle durch beide Stimuli zur Arc-Expression angeregt.
MaBstab 5 um

beschrieben, wie der Amygdala, wo es eine Rolle bei Angstkonditionierung spielt,'?° oder sensorischen

Cortices, wo Arc durch Stimulation, insbesondere durch neuartige Reize, induziert wird 128-132

1.3.2 Die Arc-catFISH-Methode

Arc war das erste IEG, bei dem der Transport der RNA aus dem Perikaryon in die Dendriten beschrieben
wurde.!?!"122 Dadurch zeigt die Arc-RNA eine charakteristische Verteilung innerhalb der Zelle, die sich
mit der Zeit verindert, die seit Aktivierung des Neurons vergangen ist (s. Abb. 1.3). In den ersten Minuten
ist die Arc-RNA ausschliefdlich im Nukleus nachweisbar, wiahrend sie nach 30 Minuten ausschlief3lich
im Zytoplasma zu beobachten ist. Daher erlaubt die Verteilung der Arc-RNA innerhalb des Neurons
Riickschliisse, zu welchem Zeitpunkt das Neuron aktiv war. Dies haben sich Guzowski und Kollegen
zunutze gemacht und ein Experiment entworfen, bei dem Tiere zweimal stimuliert werden. Die Stimulati-
onszeitpunkte wurden so gewihlt, dass die jeweils induzierte Arc-Expression nur in einem Kompartiment,
also entweder im Nukleus oder im Zytoplasma auftrat (s. Abb. 1.4). So kann die durch den jeweiligen
Stimulus induzierte Arc-RNA unterschieden und hergeleitet werden, durch welchen der beiden Stimuli
eine Zelle aktiviert wurde.** Das bemerkenswerte an dieser Methode ist, dass die RNA nur eines Gens
Aufschluss gibt, welcher von zwei Stimuli dieselbe Zelle aktivierte.

Der Nachweis der Arc-RNA erfolgt mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. So lassen sich rasch
grofie Mengen von Neuronen untersuchen. Die Methode ist als Arc catFISH (cellular compartment analysis
of temporal activity by fluorescent in situ hybridization) bekannt und wurde bislang vor allem in Strukturen
des GrofShirns eingesetzt. Die meisten Experimente wurden in Hippocampus und Amygdala durchgefiihrt,
aber auch in sensorischen Cortices.|2+132-135

Mittlerweile wurden mehrere Varianten der catFISH-Methode beschrieben. Eine Variante beruht
auf der Expression der zwei Immediate-early-Gene Arc und Homerla. Da das Homerla-Transkript mit
etwa 45 kb mehr als zehnmal so lang ist wie das Arc-Transkript (ca. 3,5 kb), ist es bei Verwendung einer
Sonde, die mit dem 3'-untranslatierten-Bereich hybridisiert, erst nach etwa 25 Minuten im Nukleus

1280\, Montag-Sallaz und N. Buonviso, J Neurobiol 52 (2002), Nr. 1, S. 61-72.

M. Montag-Sallaz und D. Montag, Learn Memory 10 (2003), Nr. 2, S. 99-107.

BOM. P. Saddoris, P. C. Holland und M. Gallagher, J Neurosci 29 (2009), Nr. 49, S. 15386-15396.
BIC. L. McCurry u. a., Nat Neurosci 13 (2010), Nr. 4, S. 450-457.

132E, P. Carpenter-Hyland u. a., Proc Natl Acad Sci U S A 107 (2010), Nr. 33, S. 14828-14832.
133 A. Vazdarjanova und J. F. Guzowski, ] Neurosci 24 (2004), Nr. 29, S. 6489-6496.

134G K. Barot u. a., Proc Natl Acad Sci U S A 105 (2008), Nr. 52, S. 20959-20963.

135B, Desgranges u. a., PLoS One 5 (2010), Nr. 4, 10097.
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1 Einleitung

nachweisbar.!3>13¢ So ist die Untersuchung der Zellantwort auf zwei Stimuli ausschlielich anhand des
konzentrierten Auftretens der RNA dieser beiden IEGs im Zellkern moglich. RNA, die bereits ins Zyto-
plasma transportiert wurde, muss nicht mehr zur Auswertung herangezogen werden. Dies erleichtert
die Zuordnung insbesondere in Regionen mit hoher Dichte kleiner Zellen, wie dem Hippocampus, und
vereinfacht eine automatisierte Auswertung.!*¢ Die Voraussetzung fiir diese Methode ist, dass in der
zu untersuchenden Hirnregion dieselben Stimuli sowohl Arc- als auch Homerla-Expression induzieren.
Zudem ist der methodische Aufwand etwas hoher, da eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit zwei
RNA-Sonden und getrennten Detektionsmechanismen durchgefithrt werden muss. Eine zweite Variante
beruht auf dem RNA-Nachweis des IEGs Fos, das in vielen Hirnregionen als Aktivititsmarker eingesetzt
wird. Fos-RNA zeigt einen dhnlichen zeitlichen Verlauf der Lokalisierung wie Arc-RNA. Die Verwendung
einer zweiten RNA-Sonde, die mit intronischen Sequenzen des Fos-Transkripts hybridisiert, erleichtert
die Unterscheidung von pri-mRNA und gespleifiter RNA.!>” Die Idee, den zeitlichen Verlauf der Gen-
expression zur Untersuchung der Zellaktivierung durch zwei Stimuli auszunutzen, wurde bereits zwei
Jahre vor Publikation der Arc-catFISH-Methode umgesetzt. Eine Kombination aus In-situ-Hybridisie-
rung und Immunhistochemie wurde genutzt, um die RNA und das Protein von Egr] im visuellen Cortex
nachzuweisen '3

1.4 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Verarbeitung von Geschmacksinformation mithilfe eines neuen experimen-
tellen Ansatzes zu untersuchen. Die bisherigen Experimente haben auf der einen Seite zu einer sehr
detaillierten Charakterisierung der einzelnen geschmacksverarbeitenden Neuronen gefiihrt und auf der
anderen Seite ihre Lokalisierung und Verschaltung offenbart. Wie in Abschnitt 1.2 dargestellt, haben je-
doch die bislang eingesetzten Techniken entscheidende Nachteile. Die detaillierte elektrophysiologische
Charakterisierung ist nur anhand weniger Neurone im selben Tier moglich, wihrend man bei der Nut-
zung von Fos als Aktivititsmarker auf einen Stimulus beschrinkt ist. Wichtige Fragestellungen, wie die
Verarbeitung der Geschmacksinformation iiber die grofSe Anzahl der strukturell diversen Bitterstoffe auf
zelluldrer Ebene, sind vermutlich auch in Ermangelung geeigneter Methoden bislang nicht hinreichend
beantwortet worden (s. Abschnitt 1.2.1).

Im Zuge dieser Arbeit soll die Arc-catFISH-Methode (s. Abschnitt 1.3.2) fiir das Geschmackssystem
etabliert werden. Diese Methode erlaubt die rasche Untersuchung der Antwort grofier Zellpopulationen
auf zwei Stimuli. Dadurch lassen sich die Nachteile der bislang eingesetzten Methoden umgehen und ihre
Vorteile verbinden. Zunichst soll die Arc-Expression in der ersten Station der Geschmacksverarbeitung
im Gehirn, dem Nucleus tractus solitarii (NTS), nach Stimulation mit verschiedenen Geschmacksstoffen
untersucht werden. AnschliefSend soll die Arc-catFISH-Methode zum Einsatz kommen. Hierzu wird die
Maus als Modellorganismus eingesetzt, deren Geschmackssystem dem des Menschen stark dhnelt. Méuse
werden zu zwei Zeitpunkten mit Geschmacksstoffen stimuliert. Entweder wird dabei zweimal derselbe
oder zwei unterschiedliche Geschmacksstoffe eingesetzt. Die resultierenden Aktivierungsmuster sollen
Aufschluss iiber die zellulire Verarbeitung der Geschmacksinformation geben.

Bei diesen Experimenten gilt ein besonderes Augenmerk der Verarbeitung von Information iiber
bitter schmeckende Substanzen und der Frage nach einer zelluliren Grundlage fiir deren mdgliche
Diskriminierung. Bei der Auswertung der Arc-catFISH-Experimente sind zwei Fille denkbar. Wenn keine
Unterscheidung von Bitterstoffen maoglich ist, sollten die gleichen Zellen aktiviert werden, unabhéngig
davon, ob zwei unterschiedliche oder derselbe Bitterstoff zu beiden Zeitpunkten appliziert wurde. Falls
bei Stimulation mit zwei verschiedenen Bitterstoffen jedoch insgesamt mehr Zellen aktiviert werden,
darunter aber weniger durch beide Stimuli, wiirde dies fiir die Moglichkeit der Diskriminierung der

36 A. Vazdarjanova u. a., ] Neurosci 22 (2002), Nr. 23, S. 10067-10071.
D, Lin u. a., Nature 470 (2011), Nr. 7333, S. 221-226.
138 A, Chaudhuri u. a., Proc Natl Acad Sci U S A 94 (1997), Nr. 6, S. 2671-2675.
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1.4 Zielstellung

betreffenden Bitterstoffe sprechen. Solche funktionell getrennten Populationen von bitterverarbeitenden
Zellen konnten die Grundlage fiir divergentes Verhalten gegeniiber verschiedenen Bitterstoffen darstellen.
Um die Funktion der Arc exprimierenden Zellen abzuschitzen, soll zudem deren Lage innerhalb des
NTS herangezogen werden. Wie in Abschnitt 1.1.3 dargestellt, handelt es sich bei der ersten Station der
Geschmacksverarbeitung um einen komplexen und vielseitigen Hirnnervenkern.
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2 Material

Dieser Abschnitt enthilt die verwendeten Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien. Materialien und Gerite,
die zur Grundausstattung eines molekularbiologischen Labors gehoren, sind nicht explizit aufgefiihrt.

2.1 Gerate

Tabelle 2.1: Gerate

Gerit Hersteller

Automatisiertes Mikroskop Mirax MIDI Carl Zeiss Microscopy, Jena
Fiarbeautomat Shandon Varistain 24-4 Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Fluoreszenzmikroskop AxioPlan 1 Carl Zeiss Microscopy, Jena
Geldokumentationsanlage GeneGenius Synoptics, Cambridge, UK

konfokales Laserscanningmikroskop LCS SP2  Leica Microsystems, Wetzlar
Kryomikrotom HM 560 CryoStar Thermo Fisher Scientific, Dreieich
pH-Meter HI 9024 HANNA Instruments, Kehl am Rhein
pH-Meter Lab 850 SI Analytics, Mainz

Spannungsquelle fiir Elektrophorese BioRad, Miinchen

Spannungsquelle fiir Elektrophorese EPS 601  BioRad, Miinchen

Spektralphotometer NanoDrop ND-1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA
Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg

Thermocycler PTC-200 M]J Research, Waltham, MA, USA
Thermocycler TProfessional Biometra, Miinchen

Thermocycler TProfessional Basic Biometra, Miinchen

TissueLyser II Qiagen, Hilden

Pipettierroboter Freedom EVO 150 Tecan, Crailsheim

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Wasserbad 1003 Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Wasserbad OLS200 Grant Instruments, Shepreth, UK
Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg

2.2 Software

Tabelle 2.2: Software

Programm Hersteller

GeneSnap 6.01 Synoptics, Cambridge, UK

Image] Wayne Rasband, NIH, Bethesda, MD, USA
Leica Confocal Software 2.61  Leica Microsystems, Wetzlar

Excel 2010,2013 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
MIRAX Scan 1.12 Carl Zeiss Microscopy, Jena

MIRAX Viewer 1.12 Carl Zeiss Microscopy, Jena

Photoshop CS3, CS6 Adobe Systems, San Jose, CA, USA
SigmaPlot 11.0 Systat Software, Erkrath

Tecan EVOware 2.3, 2.5 Tecan, Crailsheim

Venn Diagram Plotter 1.5 Kyle Littlefield, Matthew Monroe, PNNL, Richland, WA, USA
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2 Material

2.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.3: Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Substanz (Kurzbezeichnung) Reinheitsgrad Hersteller Katalognr.
Agarose, UltraPure Invitrogen, Life Technologies, 16500500
Darmstadt

Agarose, Wide Range SERVA, Heidelberg 11406

Ammoniumchlorid (NH,CI) BioUltra, for Sigma-Aldrich, Steinheim 09718
molecular biology,
>99,5%

Blockierreagens (BR) Roche Applied Science, Mannheim 11096176

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat >95% Roche Applied Science, Mannheim 11383221

(BCIP), 50 mg-ml~'in

Dimethylformamid

Bromphenolblau, Natriumsalz USB Corp., Cleveland, OH, USA 12370

Chloroform p-a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.02445

Daily System Clean LVL technologies, Crailsheim 2001

Dinatriumhydrogenphosphat ReagentPlus, Sigma-Aldrich, Steinheim S0876

(Na,HPO,) >99 %

Dimethylsulfoxid (DMSO) BioUltra, 299,5%  Sigma-Aldrich, Steinheim 41639

DNA-Grof$enstandard ,,GeneRuler Fermentas, St.-Leon-Rot SM0331

DNA Ladder Mix*

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) 299 % Fermentas, St.-Leon-Rot R0181

Elektroisolierband Carl Roth, Karlsruhe 1256.1

Essigsdure reinst Carl Roth, Karlsruhe 6755.1

Essigsdureanhydrid puriss. p.a., ACS Sigma-Aldrich, Steinheim 45830
reagent 299,0 %

Ethanol (EtOH) p-a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.00983

Ethidiumbromid, wissrig, 10mg-ml™*  BioReagent Sigma-Aldrich, Steinheim E1510

(EtBr)

Ethylendiamintetraessigsiure, ACS reagent, Sigma-Aldrich, Steinheim E4884

Dinatriumsalz, Dihydrat 99,0-101,0 %

(Na,HL,EDTA - 2 H,0)

Fluorescein-Avidin-D, 5 mg-ml™* Vector Laboratories, Burlingame, CA, A-2001

USA

Fluorescent Mounting Medium Dako, Hamburg S$302380-2

Formalin, wiéssrig, 236 % BioReagent Sigma-Aldrich, Steinheim 47608

Formamid Roche Applied Science, Mannheim 1814320

High Pure PCR Product Purification Roche Applied Science, Mannheim 11732668

Kit

In Situ Hybridization Buffer Ambion, Life Technologies, Darmstadt  B8807G

Todacetamid SigmaUltra, Sigma-Aldrich, Steinheim 11149
299 %

Kaliumchlorid (KCl) ReagentPlus, Sigma-Aldrich, Steinheim P4504
299 %

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)  ReagentPlus Sigma-Aldrich, Steinheim P5379

Lammserum Gibco, Life Technologies, Darmstadt 16070-096

Levamisol >99% (GC) Sigma-Aldrich, Steinheim L9756

Magnesiumchlorid-Hexahydrat p-a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.05833

(MgCl, - 6 H,0)

Maleinsidure ReagentPlus Sigma-Aldrich, Steinheim MO0375

Methanol (MeOH) p-a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.06009

2-Methylbutan zur Synthese, Carl Roth, Kralsruhe 3927.1
299 %

Minipax-Silikagel-Trockenpéckchen, Sigma-Aldrich, Steinheim 7163597

10g

Tabelle wird fortgesetzt ...
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Tabelle 2.3: Chemikalien und Verbrauchsmaterial (Fortsetzung)

2.4 Enzyme

Substanz (Kurzbezeichnung) Reinheitsgrad Hersteller Katalognr.
3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure 299 % Carl Roth, Karlsruhe 6979.4
(MOPS)
Natriumacetat, wasserfrei (NaAc) p-2a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.06268
Natriumchlorid (NaCl) BioUltra, for Sigma-Aldrich, Steinheim 71376
molecular biology,
299,5 %
Natriumcitrat, Dihydrat >98 % Sigma-Aldrich, Steinheim C7254
(Na-Citrat - 2 H,0)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)  p.a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.06329
Natriumhydroxid (NaOH) rein, >97,0 % Merck KGaA, Darmstadt 1.06462
Neutravidin-Alkalische-Phosphatase Thermo Fisher Scientific, Dreieich 31002
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT), >95% Roche Applied Science, Mannheim 11383213
100 mg-ml~" in 70 % Dimethylformamid
Objekttriger SuperFrost Plus Carl Roth, Karlsruhe H867.1
Paraformaldehyd (PFA) Reagent Grade Sigma-Aldrich, Steinheim P6148
PCRx Enhancer System Invitrogen, Life Technologies, 11495-017
Darmstadt
Polysorbat 20 (Tween 20) Fisher Scientific, Schwerte BP337
2-Propanol p-a., EMSURE Merck KGaA, Darmstadt 1.09634
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 28704
Random Primers Invitrogen, Life Technologies, 48190-011
Darmstadt
RNA-Grof$enstandard ,,Ribo-Ruler Fermentas, St.-Leon-Rot SM1821
High Range RNA Ladder*
Salzsdure, rauchend, 37 % p-a. Carl Roth, Karlsruhe X942.1
Set Up Clean LVL technologies, Crailsheim 2000
TO-PRO-3 Iodid, 1 mM in DMSO Invitrogen, Life Technologies, T3605
Darmstadt
Triethanolamin (TEA) BioChemika, Sigma-Aldrich, Steinheim 90279
299,0 %
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan >99,9 % Sigma-Aldrich, Steinheim T1503
(Tris)
TRIzol Reagent Ambion, Life Technologies, Darmstadt ~ 15596-018
TSA Biotin System PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim NEL700001KT
Wasserstoffperoxid (H,0,), 30 % (w/w)  ACS reagent Sigma-Aldrich, Steinheim 216763
2.4 Enzyme
Tabelle 2.4: Enzyme
Enzym Hersteller Katalognr.
Desoxyribonuklease I, Amplification Grade Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt =~ 18068-015
Pfu-Polymerase Promega, Mannheim M7741
Proteinase K, rekombinant, aus Pichia pastoris, PCR Grade = Roche Applied Science, Mannheim 3115828
Reverse Transkriptase SuperScript II Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt ~ 18064-014
Ribonuklease-Inhibitor RiboLock Fermentas, St.-Leon-Rot EO00381
T3-RNA-Polymerase Roche Applied Science, Mannheim 11031163001
T7-RNA-Polymerase Roche Applied Science, Mannheim 10881767001
TURBO DNase Ambion, Life Technologies, Darmstadt AM2238
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2 Material

2.5 Antikorper

Tabelle 2.5: Antikorper

Epitop

Ursprung

Typ Hersteller

Katalognr.

Digoxigenin

Schaf, polyklonal

Fab

Roche Applied Science, Mannheim

1207733

2.6 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden von Eurofins MWG Operon,
Ebersberg lyophilisiert bezogen. Sie wurden in deionisiertem, UV-bestrahltem Wasser zu einer Endkon-
zentration von 100 uM gelost und bei —20 °C gelagert.

Tabelle 2.6: Oligonukleotide, die fiir die Generierung der RNA-Sonden genutzt wurden. Die Sequenz des T3- bzw.

T7-Promotors ist fett gedruckt.

Bezeichnung

Sequenz

T3-Arc ABA fw
T7-Arc ABA rv

AATTAACCCTCACTAAAGGGTGGAAGAGTACCTGCGGC
TAATACGACTCACTATAGGGACCCAAAGAGCCCTGGAC

2.7 Geschmacksstimuli

Tabelle 2.7: Geschmacksstimuli

Geschmacksqualitit  Substanz (Abkiirzung) Referenz
Kontrollstimulus 25mM KCl, 0,25 mM NaHCO, [139]
Standard 0,1 M Ammoniumchlorid (NH,CI) [86, 104, 140]
umami 0,1 M Natriumglutamat (NaGlu) [86, 140]
1 M Natriumglutamat, 0,5 mM IMP, 30 uM Amilorid  [140]
0,5M Saccharose (Sucr) [104]
siif 1M Saccharose
1,5M Saccharose
salzi 0,1 M Natriumchlorid (NaCl niedrig) [86, 140, 141]
“e 0,8 M Natriumchlorid (NaCl hoch) [141]
sauer 0,03 M Citronensaure (Citr) [84]
0,1 M Citronensaure [57,140]
0,5mM Cycloheximid (Cyx) [104, 140]
bitter 10 mM Chininhydrochlorid (Qui) [103, 104, 140, 142]

1 mM Cucurbitacin I (Cuc)

2.8 Losungen und Puffer

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Losungen mit deionisiertem Wasser hergestellt (Leitfa-
higkeit maximal 0,06 uS-cm™"). Auf die Zugabe von Diethylpyrocarbonat (DEPC) zu den Losungen
zur Inaktivierung von Ribonukleasen (RNasen) wurde verzichtet. Stattdessen wurden die verwendeten
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2.8 Losungen und Puffer

Gefifle entweder bei 200 °C mindestens zwei Stunden sterilisiert oder — im Falle von temperaturemp-
findlichen Materialien - die Oberflichen mit RNase-AWAY-Losung behandelt. Flaschen, die fiir die
Zubereitung und Aufbewahrung von Losungen fiir RNase-sensible Methoden gedacht waren, wurden in
regelmifligen Abstinden mit DEPC behandelt. Soweit nicht anders angegeben wurden die Losungen bei
Raumtemperatur gelagert.

2.8.1 Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer), 50x
2 M Tris-Base

1M Essigsaure

Y0 Volumen 0,5M EDTA, pH 8

Laufpuffer fiir denaturierende RNA-Gele

Y40 Volumen 10x MOPS-Puffer
0,67 % Formaldehyd

MOPS-Puffer fiir denaturierende RNA-Gele, 10x Ladepuffer fiir Agarosegelelektrophorese, 6x

0,2 M MOPS 60 % Glycerol

50 mM Natriumacetat 60 mM EDTA

10 mM EDTA 10 mM Tris-HCL, pH 7,6
pH 7,0 0,03 % Bromphenolblau
autoklavieren 0,03 % Xylencyanol

bei 4 °C lagern bei —20 °C lagern

2.8.2 Losungen fiir die Vorbehandlung

4% PFA in PBS

PFA bei ca. 65°C in 0,2 mM NaOH losen
Y10 Volumen 10x PBS zugeben

pH 7,4 einstellen

Triethanolaminpuffer
0,1 M Triethanolamin
pH 8 mit HCl einstellen
frisch herstellen

frisch herstellen

2.8.3 Losungen fiir die In-situ-Hybridisierung

Die im Pipettierautomaten genutzten wassrigen Losungen wurden mithilfe der hier aufgefiihrten Stamm-
l6sungen angesetzt. Zur Herabsetzung der Oberfldchenspannung wurde allen wiéssrigen Losungen 0,05 %
Tween-20 zugesetzt. Einzige Ausnahme war der Hybridisierungspuffer, der als fertiges Produkt erworben
wurde. AufSerdem wurden die im Pipettierautomaten eingesetzten Losungen — mit wenigen Ausnahmen —
vor ihrer Bereitstellung durch Anlegen eines Vakuums entgast. Hierdurch sollte die Bildung von Gasbla-
sen unter dem Glasdeckel durch Austreten von in den Fliissigkeiten gelosten Gasen vermieden werden.
Losungen, die nicht entgast wurden, waren 0,6 % H,O, in Methanol, Hybridisierungspuffer, Tyramid-
Biotin in Amplification Diluent sowie die Systemfliissigkeit, die im letzten Waschschritt eingesetzt wurde.

PBS (phosphate-buffered saline), 10x
0,1M Na,HPO,

Proteinase-K-Puffer, 2x
0,1 M Tris-Base

17,64 mM KH,PO, 10 mM Na,H,EDTA - 2 H,0
26,83 mM KCl pH 8 (HCI)

1,369 M NacCl autoklavieren

pH 7,4

autoklavieren
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2 Material

SSC (saline sodium citrate), 20x 20 % PFA in PBS

0,3 M Natriumcitrat PFA bei ca. 65°C in 0,2 mM NaOH lésen
3 M Na(Cl V4o Volumen 10x PBS zugeben

pH7 pH 7,4 einstellen

autoklavieren bei —20 °C lagern

TN (Tris-NaCl-Puffer), 10x
1M Tris-Base

1.5 M NaCl 4% PFA in PBS
pH7,4 Y5 Volumen 20 % PFA in PBS
autoklavieren Y10 Volumen 10x PBS

mit Wasser auffillen

NTE (NaCl-Tris-EDTA-Puffer), 5x

2,5M NaCl

50 mM Tris-Base TNB (Tris-NaCl-Puffer mit Blockierreagens)

25 mM Na HL,EDTA - 2 H,0 0,5 % Blockierreagens (PerkinElmer) bei ca. 55°C
pH 8 in TN losen

autoklavieren bei —20 °C lagern

MWB (maleate wash buffer)

0,15 M NacCl

0,1 M Maleinsiure BR (Blockierreagens)

0,2M NaOH 1% Blockierreagens (Roche) bei ca. 55°C in MWB
pH 7,4 16sen

bei 4 °C lagern frisch herstellen

2.9 Versuchstiere

Als Versuchstiere kamen 123 minnliche Méuse des Inzuchtstamms C57BL/6 zum Einsatz. Die Tiere
wurden bei Société Janvier, Le Genest Saint Isle, Frankreich, Charles River Laboratories, Wilmington,
MA, USA oder Harlan Laboratories, Eystrup bezogen oder stammten aus eigener Zucht. Die Miuse
waren zum Zeitpunkt der Experimente 8-19 Wochen alt und zur Gew6hnung mindestens eine Woche in
der Tierhaltung untergebracht.
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3 Methoden

Dieser Abschnitt soll einen Uberblick iiber die verwendeten Methoden bieten. Zunichst werden die
Schritte bei der Generierung der RNA-Sonde geschildert. AnschliefSend folgt die Darstellung der Sti-
mulation der Versuchstiere, der Priparation der Gehirne und der Anfertigung der Kryoschnitte. Zuletzt
wird die Durchfithrung und Auswertung der In-situ-Hybridisierung erldutert.

3.1 Generierung der RNA-Sonde

Die RNA-Sonde, die in der In-situ-Hybridisierung eingesetzt wurde, entspricht 862 Nukleotiden des
ersten Exons des Arc-Gens (Nukleotide 869-1730, vgl. Ensembl-Datenbank?®). Die Primersequenzen,
die fiir die Generierung genutzt wurden, finden sich in Tabelle 2.6 auf Seite 20. Die Sonden wurden von
einem DNA-Stiick generiert, das mittels PCR amplifiziert wurde. Die oben genannte Sequenz wurde von
Promotoren fiir die T7- (antisense) und T3-RNA-Polymerase (sense) flankiert (s. Abb. 3.1).

T3 Nukleotide 869-1730 von Exon 1 des Arc-Gens T7
- X
|4
Abbildung 3.1: DNA-Fragment, das als Matrize fiir die In-vitro-Transkription diente. Die Nukleotide 869 bis 1730 des
ersten Exons des Arc-Gens sind flankiert von den Promotorsequenzen der T3- bzw. T7-RNA-Polymerase (T3 bzw. T7).

Um die Ergebnisse der einzelnen Schritte der Sondengenerierung zu kontrollieren, wurde die Agarose-
gelelektrophorese genutzt. Handelte es sich um DNA kamen 1 %ige Agarosegele mit 1x TAE-Puffer zum
Einsatz und die Auftrennung erfolgte bei 12 V-cm™ fiir 25-30 min. Bei RNA wurden denaturierende Gele
mit 1,5 % Agarose, 0,67 % Formaldehyd und 1x MOPS-Puffer eingesetzt und etwa 25 min bei 8,4 V-cm™
aufgetrennt. Die Zusammensetzung der Puffer findet sich in Abschnitt 2.8.1 auf Seite 21.

3.1.1 RNA-Extraktion

Fiir die spitere cDNA-Synthese wurde Gesamt-RNA aus Mausgehirn mittels Phenol-Chloroform-Guani-
diniumthiocyanat-Methode extrahiert.!*® Es kam ein fertiges Gemisch (TRIzol) des Herstellers Invitrogen
zum Einsatz.

Das Hirngewebe wurde mit 1 ml TRIzol je 100 mg Gewebe mittels TissueLyzer IT homogenisiert und
anschlieflend 10 min bei 12 000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform je Milliliter TRIzol, wurde das Gemisch
15 s lang kriftig geschiittelt und anschliefSend 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Trennung der
organischen von der wissrigen Phase wurde das Gemisch 15 min bei 12 000 g und 4 °C zentrifugiert. Die
obere, wissrige Phase wurde entnommen und zur Fillung der RNA mit 0,5 ml Isopropanol pro Milliliter
TRIzol versetzt. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur folgten 10 min Zentrifugation
bei 12 000 g und 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen und der RNA-Niederschlag mit 1 ml 75 %igem,
unvergilltem Ethanol pro Milliliter TRIzol gewaschen. Nach erneutem fiinfminiitigem Zentrifugieren

3p, Chomczynski und N. Sacchi, Anal Biochem 162 (1987), Nr. 1, S. 156-159.

*http://apr2013.archive.ensembl.org/Mus_musculus/Transcript/Exons?db=core;g=ENSMUSGO0000022602;r=15:
74669083-74672570; t=ENSMUSTO0000110009
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Abbildung 3.2: Zur Kontrolle der extrahierten RNA wurden je 2 pl auf ein denaturierendes 1,5 %iges Agarosegel
aufgetragen. Die intensiven Banden der ribosomalen 28S- und 185-RNA, die etwa auf Hhe von 4700 bzw 1900 b zu
sehen sind, zeigen kaum Zeichen von Degradierung. Auch sind schwache Banden der 5S- und 5,85-rRNA sichtbar, die

unterhalb von 200 b auftreten. Am rechten Rand sind die Fragmentldngen der Banden des Gréf3enstandards in Basen
(b) notiert.

bei 7500 g und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und der RNA-Niederschlag bei Raumtemperatur

trocknen gelassen. Der getrocknete Niederschlag wurde bei 55-60 °C in deionisiertem Wasser gelost.
Die Kontrolle der RNA-Extraktion erfolgte durch Auftragen auf ein denaturierendes 1,5 %iges Aga-

rosegel (s. Abb. 3.2). Die Konzentration der extrahierten RNA wurde UV-spektrometrisch bestimmt.

3.1.2 ¢cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels der genetisch modifizierten Reversen Transkriptase SuperScript II
des Herstellers Invitrogen. Als Ausgangssubstanz kam Gesamt-RNA aus Mausgehirn zum Einsatz.

Um Rest-DNA, die bei der RNA-Extraktion nicht entfernt wurde, zu beseitigen, wurde zunéchst ein
DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierzu wurden 150 ng-pl™" der extrahierten RNA, Y40 Volumen 10x DNase-
Puffer, I mM DTT, 1,33 U-ul~* RiboLock RNase-Inhibitor und 0,067 U-ul~' DNase I (Invitrogen) zu einem
Ansatz von 15-30 pl vermengt.

Der Ansatz wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieflend wurde die DNase durch Zugabe von
2mM EDTA und Erhitzen auf 68 °C fiir 15 min inaktiviert. Fiir die anschlieflende Reverse Transkription
wurden % des Reaktionsgemischs abgenommen, mit 12,5 ng-pl™' Random-Primer versetzt, 5 min bei
72 °C inkubiert und anschliefSend rasch auf Eis abgekiihlt. Der Rest des Reaktionsgemischs wurde mit
dem gleichen Volumen deionisiertem, UV-bestrahltem Wasser versetzt und bei —80 °C gelagert. Er diente
spiter als Kontrolle fiir den Erfolg des DNase-Verdaus (,—RT*).

Anschlieflend wurde der Reverse-Transkription-Ansatz (%5 des Ursprungsvolumens des DNase-Ver-
daus) mit %5 des Ursprungsvolumens 5x Reverse-Transkriptase-Puffer, ANTPs (je 0,5 pM), 3 mM MgCl,,
0,5 U-pl™' RiboLock RNase-Inhibitor und 10 U-pl™* SuperScript II vermengt. Das Endvolumen betrug
45 des Ursprungsvolumens.

Die Reverse Transkription erfolgte bei 42 °C fiir 1 h. Zehn Minuten vor Ende wurden erneut 10 U-pl™"
SuperScript IT zugegeben. Schliefllich wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 72 °C fiir 15 min abgestoppt.
Fiir die nachfolgenden PCRs wurden je 1 ul des Reverse-Transkription-Ansatzes (,,+RT*) und der —RT-
Kontrolle eingesetzt.

3.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Generierung von Ausgangsmaterial fiir die In-vitro-Transkription wurde eine Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) durchgefiihrt. Als Matrize wurde cDNA aus Mausgehirn eingesetzt. Zunéchst wurde in
25-pl-Ansitzen die optimale Temperatur wihrend des Annealing-Schritts ermittelt. Hierzu wurde ein
PCR-Programm verwendet, bei dem wihrend des Annealing-schritts verschiedene Temperaturen in den
einzelnen Reaktionsgefifien vorliegen. Im Falle der Arc-spezifischen Primer wurden sechs Temperaturen
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3.1 Generierung der RNA-Sonde

Annealingtemperatur (°C)

GS 56 58 60 62 64 66 — GS

— 10000 bp

.\\\3000bp

Abbildung 3.3: Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur wurde eine PCR mit Temperaturgradient wahrend
des Annealing-Schritts durchgefiihrt. Die Annealing-Temperaturen sind auf volle Grad gerundet angegeben. Die
Ergebnisse wurden zusammen mit DNA-Grof3enstandard (GS) auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Am rechten
Rand sind die Fragmentlangen ausgewahlter Banden des Gro3enstandards in Basenpaaren (bp) notiert. ,—" Kontrolle
ohne Zugabe von cDNA

zwischen 56 und 66 °C gewihlt, die errechnete Schmelztemperatur der Primer-Matrizen-Hybride lag
bei etwa 64 °C (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp). Als Annealing-Temperatur fiir die
folgenden PCRs wurde 58 °C festgelegt, da hier auf dem Agarosegel eine intensive Bande der erwarteten
Grofse ohne Nebenbanden auftrat (s. Abb. 3.3).

Anschlief}end erfolgte eine PCR in grofierem Maf3stab (acht Ansitze a 50 pl), um ausreichend Material
zu gewinnen.

Ein PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen.

25-pl-Ansatz  50-pl-Ansatz

11,5l 24 pl  entionisiertes und UV-bestrahltes Wasser
2ul 4pl  10x Polymerasepuffer
2ul 4pul  ANTP-Gemisch (je 2,5 mM)

0,5ul lul  Vorwirtsprimer (10 uM)

0,5ul 1pl  Rickwirtsprimer (10 pM)

2,5ul 5ul  10x PCRx Enhancer Solution
1l 1pl  cDNA als Matrize

20 pl 40 ul

Die Polymerase wurde separat mit Polymerasepuffer und Wasser angesetzt und anschlieflend auf Eis
gekiihlt. Die manuelle Zugabe des Polymerase-Puffer-Gemischs erfolgte erst wihrend des ersten Schritts
des PCR-Programms.

25-pl-Ansatz  50-pl-Ansatz

4l 8ul entionisiertes und UV-bestrahltes Wasser
0,5ul 1pl  10x Polymerasepuffer
0,5 ul lpl  Pfu-Polymerase (2-3 U-ul™")

5ul 10

Der Ablauf der PCR zur Amplifizierung der Matrize fiir die Arc-RNA-Sonde war wie folgt.
1. 95°C, 5min - verldngerter Denaturierungsschritt fiir die Zugabe der Polymerase

2. 95°C, 30 s - Denaturierung der doppelstringigen DNA-Matrize
3. 58°C, 30 s - Primerhybridisierung (Annealing)
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Abbildung 3.4: Zur Kontrolle und Konzentrationsabschdtzung wurden 1 und 2 pl des aufgereinigten PCR-Produkts
(PCR) mit 1,2, 5 und 10 ul DNA-Gré3enstandard (GS) auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Am rechten Rand sind die
Fragmentlangen ausgewdhlter Banden des Gro3enstandards in Basenpaaren (bp) notiert.

4. 75°C, 2 min - Elongation: Synthese der neuen DNA-Stringe
Schritte 2 bis 4 wurden 40-mal durchlaufen

5. 75°C, 10 min - finale Synthesephase

6. 4 °C - Kiihlung bis zur Entnahme

Nach Beendigung der PCR wurden die Reaktionsansitze mithilfe des High Pure PCR Product Purifi-
cation Kit (Roche) nach Herstellerangaben aufgereinigt und die in deionisiertem Wasser geloste DNA
anschlieffend zur Konzentrationsabschitzung mit unterschiedlichen Mengen DNA-Grofienstandard auf
ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen (s. Abb. 3.4).

3.1.4 In-vitro-Transkription

Die RNA-Sonden fiir die In-situ-Hybridisierung wurden mittels der RNA-Polymerase des T3- (Sense-
Sonde) bzw. T7-Bakteriophagen (Antisense-Sonde) gewonnen. Als Ausgangsmaterial kam ein aufgerei-
nigtes, per PCR vervielfiltigtes DNA-Fragment zum Einsatz, das die gewiinschte Sequenz der Sonde
enthielt, die von einem T3- und T7-Promotor flankiert wurde (s. Abb. 3.1).

Ein Ansatz fir die In-vitro-Transkription enthielt 4-6 ng-ul' DNA-Matrize als Ausgangsmaterial,
Vio Volumen 10x Transkriptionspuffer, %o Volumen 10x Digoxigenin-NTP-Mix, 0,9 U-pl™* RiboLock
RNase-Inhibitor und 0,9 U-ul™' RNA-Polymerase. Aufgrund der groffen Menge benétigter RNA-Sonde
wurden Ansitze von 500 ul verwendet, was zu einer Ausbeute von etwa 200-250 pg RN A-Sonde fiihrte.

Die In-vitro-Transkription erfolgte bei 37 °C fiir 3,5 h. Im Anschluss wurde ¥2s Volumen Turbo DNase
(2 U-ul™") zugeben und 30 min bei 37 °C inkubiert, um das DNA-Ausgangsmaterial abzubauen. Zur Fillung
der RNA-Sonde wurde % Volumen Ammoniumacetat (Endkonzentration: 2 M) und anschlief$end Ethanol
zu einer Endkonzentration von 70 % zugegeben. Die Fillung wurde entweder 12 h bei —20 °C oder 1 h
bei —80 °C durchgefiihrt. Anschlieffend wurde die RNA-Sonde durch 30-miniitiges Zentrifugieren bei
20000 g und 4 °C prizipitiert. Das Prizipitat wurde durch Zugabe des zweifachen des Ursprungsvolumens
80 %igen Ethanols und 20-miniitiges Zentrifugieren bei 20 000 g und 4 °C gewaschen. Nach Entfernen des
Uberstandes wurde das Prizipitat an der Luft trocknen gelassen und anschlieflend im Ursprungsvolumen
Wasser gelost. Die Fillung wurde wiederholt und das getrocknete Prizipitat zum Schluss erneut in
Wasser gelost. Zur Kontrolle der Qualitit der Sonden und zur Bestimmung der Konzentration wurde ein
Aliquot mittels Agarosegelelektrophorese und UV-spektrometrisch untersucht (s. Abb. 3.5 und 3.6). Fiir
die Abschitzung der Qualitit der Sonden wurden die Quotienten der optischen Dichte (OD) bei vier
Wellenlingen herangezogen. Die optische Dichte einer Nukleinsdurelosung ist abhéngig vom pH der
Lésung und damit vom Losungsmittel.!** Die hier aufgefithrten Werte beziehen sich auf reines Wasser
als Losungsmittel. Ein OD-Quotient bei den Wellenlingen 260 und 280 nm (OD 60/ OD,g4) von kleiner
als 1,85 weist bei in Wasser geloster RNA auf Verunreinigung durch Proteine hin. Ein OD,40/OD,3,-Wert

"W, W. Wilfinger, K. Mackey und P. Chomczynski, BioTechniques 22 (1997), Nr. 3, S. 474-476.
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3.2 Stimulation und Gewebeentnahme
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Abbildung 3.5: Um die Qualitdt der RNA-Sonde zu kontrollieren und die Konzentration abzuschatzen wurden je 1 und
2 pl der Sonde mit 1,2, 4 und 7,5 pl RNA-GréBenstandard (GS) auf ein denaturierendes 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen.
Am rechten Rand sind die Fragmentlangen der Banden des Gréenstandards in Basen (b) notiert.

optische Dichte

T T T T T T T T T T T T
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wellenldnge in nm

Abbildung 3.6: Zur Kontrolle der Reinheit und genaueren Konzentrationsbestimmung der RNA-Sonde wurde die
optische Dichte im UV-Spektrometer im Bereich von 220 bis 340 nm gemessen. Die optische Dichte bei 260 nm wurde
zur Konzentrationsbestimmung herangezogen. Drei Quotienten der optischen Dichte bei verschiedenen Wellenldngen
wurden als Indikator der Reinheit der RNA-Sonden herangezogen: OD,40/ODyg, (in diesem Fall 1,87), OD60/OD 30 (2,08)
sowie OD,g0/OD4y (1,23).

kleiner als 2 weist auf Kontamination durch Dithiothreitol, Phenol, Salze oder Kohlenhydrate hin. Der
Ein OD,4/ OD,,o-Wert schliefilich liefert einen weiteren Hinweis auf Verunreinigung mit Phenol, das ein
Absorptionsmaximum nahe 270 nm hat. Dieser Wert sollte bei etwa 1,2 liegen. Fiir die Verwendung in
der In-situ-Hybridisierung wurde eine Konzentration von 400-500 ng-pl™" eingestellt. Die RNA-Sonden
wurden bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

3.2 Stimulation und Gewebeentnahme

Die Stimulationsexperimente wurden in der Tierhaltungseinrichtung des Deutschen Instituts fiir Er-
nihrungsforschung (Max-Rubner-Labor) vorgenommen. Die Versuche wurden in Einklang mit dem
deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt und waren vom brandenburgischen Landesamt fiir Umwelt,
Gesundheit und Verbraucherschutz im Tierversuchsantrag mit dem Geschiftszeichen 23-2347-8-10-2008
genehmigt worden. Die Durchfithrung der Versuche erfolgte vormittags zwischen 9:00 und 13:00 Uhr.
Etwa eine Stunde vor Beginn der Experimente wurden Futter und Trinkflaschen aus den Kéfigen entfernt.

Zur Stimulation wurden die Tiere einzeln aus dem Kifig genommen und durch Greifen im Nacken
und an der Schwanzwurzel fixiert. Mittels einer Schlundsonde wurde iiber einen Zeitraum von 2 min
etwa 1-2 ml der Geschmacksstimuli gleichmafig in die Mundhohle appliziert. Durch Bewegung der
Sonde sollte eine Verteilung in der gesamten Mundhdhle erreicht werden. Da die Tiere nicht narkotisiert
waren, wurde dies durch Bewegung von Kiefer und Zunge unterstiitzt. Der iberwiegende Teil der
Stimulationslosungen rann wieder aus der Mundhohle heraus. Die meisten Tiere verhielten sich wihrend
der Stimulation ruhig. Erst nach etwa 1 bis 1,5 min kam es zu vermehrter Aktivitit.
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Abbildung 3.7: Stimulationsprotokoll

Nach der ersten Stimulation wurden die Méuse einzeln in einen neuen Kifig gesetzt, um zu verhindern,
dass andere Tiere mit Stimulationslosung in Kontakt kamen, die noch an Maul oder Fell haftete. Die
Vereinzelung erleichterte auflerdem die Beobachtung der Tiere nach der Stimulation.

Die Totung der Tiere erfolgte durch Dekapitation. AnschliefSfend wurde mdglichst rasch das Gehirn
freipripariert, in eine quadratische Kunststoffschale {iberfiihrt, mit Einbettmedium umbhiillt und in mit
Trockeneis gekiihltem 2-Methylbutan tiefgefroren. Dieser Prozess dauerte in der Regel weniger als zwei
Minuten. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Gewebe bei —80 °C gelagert.

3.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Mittels eines Kryomikrotoms wurden 14 um dicke, horizontale Gefrierschnitte der Mausgehirne angefer-
tigt. Die Gewebetemperatur wurde auf —11 bis —13 °C eingestellt, die Temperatur des Messers lag etwa
2 K darunter. Jeder Objekttriger fasste vier Gewebeschnitte. Die Gewebeschnitte wurden in Serien zu
je sechs Objekttriagern nach folgendem Muster aufgenommen: Schnitt 1 — Objekttriger1 ... Schnitt 6 —
Objekttriger 6, Schnitt 7 — Objekttriager 1 ... Schnitt 24 — Objekttriger 6. Die Objekttriger wurden von
der Beschriftungsfliche ausgehend bestiickt (vgl. Abb. 3.8).

= p o *
‘23 24
K’/’”@i\ //T)A
W || W
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Abbildung 3.8: Reihenfolge der Bestlickung der Objekttrager bei der Anfertigung der Gefrierschnitte. Dargestellt ist
eine Serie a sechs Objekttragern (OT 1-6), die 24 Schnitte umfasst. Die Beschriftungsfliche der Objekttrager zeigt nach
unten.

Zu Beginn des Schneideprozesses wurde das in Einbettmedium eingefrorene Mausgehirn moglichst
horizontal ausgerichtet. Zur Orientierung wurde ein Mausgehirnatlas herangezogen.!*> Die Gehirne
wurden von dorsal nach ventral geschnitten. Mit dem Aufziehen der Schnitte auf die Objekttriger wurde
begonnen, sobald ein Durchbruch vom Kleinhirnmark zum Pons sichtbar wurde (Tafel 152 in Franklin
und Paxinos [145]). Dies ist unmittelbar vor dem Auftauchen des Nucleus parabrachialis der Fall. Von
hier wurden durchgehend Schnitte gesammelt bis das ventrale Ende des Hypothalamus erreicht war. An
diesem Punkt waren nur wenige Teile, vorwiegend der Grof$hirnrinde iibrig. Typischerweise ergaben
sich so pro Mausgehirn zwolf Serien, entsprechend 72 Objekttriagern bzw. 288 Schnitten.

SK. B. J. Franklin und G. Paxinos. The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates. 3. Aufl. Amsterdam: Elsevier, 2007. ISBN:
978-0-12-369460-7
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3.4 In-situ-Hybridisierung

Die Schnitte wurden nach dem Aufziehen auf den Objekttriger an der Luft trocknen gelassen und an-
schlieflend im Kryomikrotom tiefgefroren. Nach Abschluss des Schneidevorgangs wurden die Objekttri-
gerkisten mit einem Silikagel-Trockenpackchen versehen, mit Elektroisolierband luftdicht verschlossen
und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

3.4 In-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung wurde mit Hilfe eines Pipettierautomaten durchgefiihrt. Die Objekttriger
wurden hierzu in sogenannte Durchflusskammern eingespannt (vgl. Abschnitt 3.4.2). Da der Acety-
lierungsschritt sich in diesen Kammern nicht durchfiihren lisst, wurde er zuvor gemeinsam mit der
Fixierung des Gewebes in einem separaten Arbeitsschritt vorgenommen.

Die hier dargestellten Verfahren spiegeln den Stand nach der Optimierung des Vorbehandlungs- und
In-situ-Hybridisierungsprotokolls wider. Die Einzelheiten zur Optimierung finden sich im Ergebnisteil in
Abschnitt 4.1 ab Seite 35.

3.4.1 Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Die Vorbehandlung der Gehirnschnitte (Fixierung und Acetylierung) wurde in einem Firbeautomaten
durchgefiihrt. Die getrockneten Schnitte wurden hierzu aus dem Gefrierschrank geholt und in ihren
luftdicht verschlossenen Behiltern bei 37 °C aufgetaut, um Kondensation von Wasser an den Objekttri-
gern zu verhindern. Anschlieflend wurden die Objekttriager in ein Metallgestell eingeordnet und in den
Firbeautomaten verbracht, der die Objektriger automatisch in die entsprechenden Losungen tauchte
(das Programm fiir den Firbeautomaten findet sich im Anhang in Abschnitt A.1). Zunichst erfolgte
die Fixierung des Gewebes durch zehnminiitige Inkubation in 4 % PFA in PBS (die Zusammensetzung
der Losungen finden sich in Abschnitt 2.8.2, S. 21). AnschliefSend wurden die Objekttriger zweimal je
2minin 0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen. Danach wurde das Farbeprogramm unterbrochen und der
Acetylierungsschritt manuell in einem Farbetrog durchgefiihrt. Hierzu wurden 1,875 ml Essigsdureanhy-
drid in 750 ml Triethanolaminpuffer gegeben, das Metallgestell mit den Objekttrigern rasch zehnmal in
den Puffer getaucht und anschlieflend im Puffer belassen. Ein Magnetriihrer sorgte wihrenddessen fiir
die Durchmischung von Puffer und Essigsdureanhydrid. Nach fiinf Minuten wurde die Prozedur durch
erneute Zugabe von 1,875 ml Essigsdureanhydrid wiederholt. Nach weiteren fiinf Minuten wurden die
Objekttriger wieder in den Firbeautomaten verbracht und das Programm fortgesetzt. Nach je zweiminii-
tigen Waschschritten in PBS und 0,9 %iger NaCl-Losung folgte die Entwiésserung der Schnitte durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 95 %, 100 %, 100 %, je 2 min). Nachdem die
Objekttriger getrocknet waren, wurden sie wieder luftdicht bei —80 °C gelagert.

3.4.2 Durchfiihrung der In-situ-Hybridisierung

Die eigentliche In-situ-Hybridisierung erfolgte mit Hilfe eines Pipettierautomaten. Die Tecan-Freedom-
EVO-Plattform beruht auf einem fliissigkeitsgefiillten Pipettiersystem, das exaktes Pipettieren ermoglicht.
Als Systemfliissigkeit kam deionisiertes Wasser zum Einsatz. Nach jedem Pipettiervorgang wurde das
Schlauchsystem mit der Systemfliissigkeit gespiilt, um Kreuzkontaminationen zu verhindern. Die Pipet-
tiervorginge erfolgten automatisch. Zu bestimmten Zeitpunkten mussten die vorbereiteten Losungen auf
der Arbeitsfliche des Automaten in Reagenziengefifien bereitgestellt werden. Neben Kunststoffgefifien
verschiedener Volumina standen vier beheizbare Glasgefif3e zur Verfiigung, in denen die Lésungen fiir die
Stringenzwaschschritte vorgelegt wurden. Die Anordnung der Reagenziengefifie findet sich im Anhang
in Abschnitt A.2.

Die Objekttrager wurden in sogenannte Durchflusskammern eingespannt. Die Komponenten einer
Durchflusskammer sind in Abbildung 3.9 dargestellt. Hierzu wurden die luftdicht bei 37 °C aufgetauten
Objekttriager (b) mit den Gewebeschnitten nach oben zeigend auf ein Metallgestell (a) gelegt, mit einem
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Abbildung 3.9: Die Komponenten einer Durchflusskammer. a: Metallgestell, b: Objekttrager, c: Abstandhalter (noch
mit weier Schutzfolie), d: Glasblock mit keilférmiger Aushéhlung am oberen Ende, e: Halteklammern.

Abbildung 3.10: Eine zusammengesetzte Durchflusskammer bestehend aus Metallgestell (a), Objekttrager (b), Ab-
standshalter (c), Glasblock (d) und zwei Halteklammern (e). Die Kammer befindet sich noch auf der metallenen
Montageunterlage (f).

Glasblock (d) abgedeckt und mit Halteklammern fixiert (e). Zwischen Objekttriger und Glasblock
sorgten zwei schmale Abstandhalter (c) an den langen Kanten fiir die Schaffung eines Hohlraums mit
einem Volumen von etwa 90 pl. Dieser Hohlraum stellte sicher, dass die Gewebeschnitte, bedingt durch
die Kapillarkraft, stets benetzt waren und stellte somit den eigentlichen Reaktionsraum wihrend der
Prozessierung dar. An den kurzen Kanten war der Hohlraum offen, um Zu- und Abfluss der Lésungen
zu ermdglichen. An einer der kurzen Seiten des Glasblocks befand sich eine keilférmige Aushohlung.
Sie zeigte nach Einsetzen der Durchflusskammer in den Automaten nach oben und bildete mit dem
Objekttriger jenen Hohlraum, in den die Fiissigkeiten hineinpipettiert wurden. Aus diesem Reservoir,
das etwa 570 pl fasste, flossen die Losungen durch den Hohlraum an den Gewebeschnitten vorbei und
am unteren Ende wieder aus den Durchflusskammern hinaus. Die fertig zusammengesetzte Kammer ist
in Abbildung 3.10 dargestellt.

Die eingespannten Objekttriger wurden mit dem Reservoir nach oben zeigend, aufrecht leicht ange-
winkelt in das temperierte Te-Flow-Gestell eingehéngt. Nach der Bereitstellung der ersten Losungen
wurde das Programm gestartet. Der detaillierte Ablauf der automatisierten In-situ-Hybridisierung findet
sich im Anhang in Abschnitt A.3.

Im ersten Schritt erfolgte die Inhibierung endogener Peroxidaseaktivitit durch 0,6 % Wasserstoff-
peroxid in Methanol. Das Methanol erleichterte zudem die erste Benetzung der Gewebeschnitte, da es
eine deutlich geringere Oberflichenspannung aufweist als Wasser. Anschlieflend erfolgte die Inkubation
mit 0,2 M Salzsdure zur Permeabilisierung der Zellen. Nach der Aquilibrierung mit Proteinase-K-Puffer
wurden 0,0159 U-ml™" Proteinase K zum proteolytischen Aufschluss des Gewebes zugegeben. Durch
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die anschliefSende Inkubation mit 4 % PFA in PBS wurde der Proteinase-K-Verdau abgebrochen und
das Gewebe fixiert. Im Anschluss erfolgte die Aquilibrierung mit Hybridisierungspuffer, wihrend de-
rer die Temperatur der Objekttriger innerhalb von etwa 15 min auf 64 °C angehoben wurde. War die
Hybridisierungstemperatur erreicht, wurde die in Hybridisierungspuffer geloste RNA-Sonde zu einer
Endkonzentration von 600 ng-ml ™' zugegeben. Nach der Hilfte der sechsstiindigen Inkubationszeit wurde
nochmals Hybridisierungspuffer mit RNA-Sonde zugegeben.

Wihrend der Prahybridisierung wurde das Gewebe zwischen den einzelnen Schritten jeweils mit
PBS gewaschen. Alle wissrigen Losungen mit Ausnahme des Hybridisierungspuffers enthielten 0,05 %
Tween-20 zur Herabsetzung der Oberflichenspannung. Der Hybridisierungspuffer und der Hybridisie-
rungspuffer mit RNA-Sonde wurden vor der Bereitstellung auf dem Automaten 10 min bei 65 °C inkubiert
und anschlieflend moglichst rasch auf Eis abgekiihlt.

Im Anschluss an die Hybridisierung erfolgten die Stringenzwaschschritte zur Entfernung von iiber-
schiissiger oder unspezifisch gebundener RNA-Sonde. Die Temperatur der Objekttriger wurde hierzu
auf 62 °C abgesenkt und die Waschlosungen auf 62 °C vorgeheizt. Der erste Waschschritt erfolgte mit
5% SSC, danach wurde mit 2x SSC in 50 % Formamid, 1x SSC in 50 % Formamid und schlief$lich mit
0,1x SSC gewaschen. Wihrend des letzten Waschschritts wurde die Temperatur der Objekttrager auf
24 °C abgesenkt.

Danach wurde 20 mM Iodacetamid in NTE zur Alkylierung von Sulfhydrylgruppen zugegeben. Zur
Maskierung von Epitopen im Gewebe wurden die Schnitte nacheinander mit 4 % Lammserum in TN,
TNB und 0,5 % Blockierreagens in MWB behandelt.

Im Anschluss erfolgte die Zugabe des in TNB verdiinnten, gegen Digoxigenin gerichteten Antikorpers,
an den eine Peroxidase gekoppelt war. Die Peroxidase bewirkte im nun folgenden Amplifikationsschritt
die Umsetzung des in Amplification Diluent gelosten Tyramid-Biotin und dessen Bindung an das Gewebe.
Schliefdlich wurden die Fluoreszenzfarbstoffe auf die Objekttriger gegeben. Zunéchst Avidin-Cy3-Kon-
jugat, das an den Biotin-Rest des Tyramid-Biotins band, und anschlieflend DAPI, das zur Kernfirbung
genutzt wurde. Im letzten Schritt wurden die Objekttriger mit deionisiertem Wasser gespiilt.

Zwischen den Schritten, die auf die Stringenzwaschschritte folgten, wurde das Gewebe jeweils mit
TN gewaschen. Kam bei einem Schritt ein anderer Puffer, NTE oder MWB, zum Einsatz, folgte auf
den TN-Waschschritt eine Aquilibrierung mit dem jeweiligen Puffer und das Gewebe wurde vor dem
nachfolgenden TN-Waschschritt zusdtzlich mit dem entsprechenden Puffer gewaschen.

Nach Beendigung des Programms wurden die Durchflusskammern zerlegt und die gefirbten Schnitte
mit Fluoreszenzeindeckmedium eingedeckt. Bis zur weiteren Verwendung wurden sie bei 4 °C dunkel
und trocken gelagert.

3.5 Auswertung

Im Zuge der Etablierung der Methode und der Anpassung fiir die Arc-catFISH-Analyse wurden die Ergeb-
nisse der Prozessierung mithilfe des konfokalen Laserscanningmikroskops TCS SP2 (Leica) ausgewertet.
Nach Abschluss der Optimierungen des In-situ-Hybridisierungs-Protokolls erfolgte die Auswertung der
Experimente durch Digitalisierung der gefirbten Hirnschnitte. Die Identifikation der Hirnregionen und
die Quantifizierung der Arc-Expression erfolgten mittels eines Bildverarbeitungsprogrammes.

3.5.1 Auswertung mithilfe des Konfokalmikroskops

Zur Auswertung der Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung mithilfe des Konfokalmikroskops wurden
Aufnahmen im Neocortex und Hippocampus angefertigt, von denen eine starke basale Arc-Expression
bekannt ist. Da das Konfokalmikroskop keine geeignete Lichtquelle fiir die Anregung von DAPI und
keinen geeigneten Filtersatz fiir die Detektion von Cy3 besafS, wurde wihrend der Optimierung des
Protokolls auf Fluorescein zur Markierung der Arc-RNA und TO-PRO-3 als Kernfirbung zuriickgegriffen.
Die Aufnahmen wurden mittels eines 40-fach vergréfiernden apochromaten Olimmersionsobjektivs
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angefertigt. Fiir die Anregung wurden die 488-nm-Linie eines Argon-Lasers und die 633-nm-Linie
eines Helium-Neon-Lasers genutzt. Die Detektionsbereiche fiir die Emission wurden auf 500-550 nm
bzw. 649-671 nm eingestellt. Die Spannung an den Photoelektronenvervielfachern wurde auf einen
Wert zwischen 450 und 500 V festgelegt. Dies erlaubte eine ausreichende Verstirkung der emittierten
Photonen, ohne dass es zu starkem Rauschen kam. Des Weiteren wurden zur Rauschunterdriickung
jeweils drei bis vier Bilder pro Ausschnitt angefertigt und gemittelt. Die zum Vergleich bestimmten Bilder
wurden stets mit den gleichen Parametern aufgenommen.

3.5.2 Digitalisierung der Gewebeschnitte

Die Digitalisierung erfolgte moglichst schnell nach der In-situ-Hybridisierung, jedoch frithestens nach
12 h, wenn das Eindeckmedium etwas eingetrocknet war und die Deckgldschen ausreichend Haftung
auf dem Objekttriger hatten. Durchgefithrt wurde die Digitalisierung mittels eines automatisierten
Fluoreszenzmikroskops (Mirax Midi, Zeiss). Als Lichtquelle kam eine Quecksilber-Kurzbogenlampe
zum Einsatz. Fiir die Erfassung der Fluoreszenzfarbstoffe wurden die Zeiss-Filtersitze 43 (Anregungsfilter:
zentrale Wellenlénge 545 nm, nutzbare Bandbreite 25 nm; Strahlteiler: 570 nm; Emissionsfilter: zentrale
Wellenlénge 605 nm nutzbare Bandbreite 70 nm) und 49 (Anregungsfilter: 365 nm, Strahlteiler: 395 nm,
Emissionsfilter: 445 nm/50 nm) eingesetzt.

An jeder Stelle im Gewebe wurden sieben Bilder aufgenommen, die jeweils 1 um senkrecht zur Schnitt-
fliche voneinander entfernt lagen. Die Bildinformation dieser sieben Ebenen wurden durch die Aufnah-
mesoftware dhnlich einer Dekonvolution verrechnet und zu einer Ebene kombiniert. Die Algorithmen,
die diesem Prozess zugrundeliegen, sind in der Mikroskopsoftware integriert und werden vom Hersteller
nicht genau beschrieben. Die Einzelbilder wurden schlief3lich zu einem grofien zweidimensionalen Bild
zusammengefiigt und auf Festplatte gespeichert. Fiir die Analyse wurden die relevanten Bereiche als TIF-
Datei exportiert.

3.5.3 Auszdhlung der Arc exprimierenden Zellen

Zur Quantifizierung der Arc-Expression wurden die TIF-Dateien in Adobe Photoshop geladen. Hier
wurden zunichst die Umrisse des vierten Ventrikels bzw. des Zentralkanals und des NTS nachgezeichnet.
Der Umriss des NTS hob sich als dunklere Region im Cy3-Kanal sowie durch eine hohere Dichte von
Zellkernen vom umliegenden Gewebe ab. Zusitzlich dienten das innere Facialisknie und das Liquorsystem
als anatomische Landmarken bei der Identifikation des NTS. Im Anschluss wurden eventuelle Defekte im
Gewebeschnitt, wie Risse, Falten oder durch Luftblasen entstandene Locher, notiert. Schliefdlich wurde
die Bilddatei in Originalvergrofierung abgerastert und Arc exprimierende Zellen von Hand mit farbigen
Kreisen markiert. Die Farbe der Kreise gibt Aufschluss tiber die intrazelluldre Verteilung der RNA.
Nach der Markierung der Arc exprimierenden Zellen wurde das Bild so gedreht, dass die Mittellinie
horizontal lag und diese markiert. Anschlief}end erfolgte die Unterteilung des NTS und die Bestimmung
der Dichte der Arc exprimierenden Zellen in den NTS-Unterregionen. Der NTS wurde zum einen
nach der fiir Ratte und Hamster beschriebenen, traditionellen Methode in einen rostralen und einen
caudalen Teil getrennt. Hierzu wurden beidseits ausgehend von dem Punkt, an dem die mediale Grenze
des NTS auf den vierten Ventrikel bzw. den Zentralkanal trifft, waagerechte Linien bis zur lateralen
Grenze des NTS gezogen. Diese einfache, grobe Unterteilung wird mangels erkennbarer histologischer
Unterschiede zwischen dem rostralen und caudalen NTS verwendet, spiegelt die funktionelle Teilung des
NTS aber nur bedingt wider. Da der so definierte rostrale Teil den Grofiteil der oralen Afferenzen erhilt,
gustatorische aber auch andere sensorische, wird er als gustatorischer NTS bezeichnet>* Zusitzlich wurde
eine neuartige Methode der NTS-Unterteilung verwendet, die auf geometrischen Merkmalen beruht,
und sowohl die Projektionsgebiete der gustatorischen Fasern als auch die funktionelle Unterscheidung

$*R. M. Bradley u. a. The Role of the Nucleus of the Solitary Tract in Gustatory Processing. Frontiers in Neuroscience. Boca Raton
(FL), 2007. 1SBN: 978-0-8493-4200-4
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Abbildung 3.11: Unterteilung des NTS. Links ist die traditionelle Unterteilung des NTS in einen rostralen (rNTS) und
einen caudalen (cNTS) Teil dargestellt. Ausgehend von dem Punkt, an dem die mediale Grenze des NTS auf den vierten
Ventrikel (4V) trifft, wird die Grenze orthogonal zur Mittellinie (gestrichelt) definiert. Auf der rechten Seite ist die
Unterteilung des NTS in sechs Felder anhand geometrischer Merkmale dargestellt.

zwischen medialem und lateralem N'TS beriicksichtigen soll. Hierzu wurde der NTS zunichst entlang der
Langsachse vom rostralen Pol bis zur Mittellinie in zwei Hilften geteilt. AnschliefSend wurde er senkrecht
zu dieser Lingsachse gedrittelt, sodass sechs Unterteilungen entstanden, die von rostro-medial nach
caudo-lateral als S1 bis S6 bezeichnet wurden (s. Abb 3.11).

Schliefllich wurden die Arc exprimierenden Zellen gezihlt und den Unterteilungen (gesamt, ros-
tral/caudal, S1-6) zugeordnet. Um die Ergebnisse zwischen den Tieren vergleichen zu kénnen, wurde die
Dichte der Arc exprimierenden Zellen fiir die einzelnen Unterteilungen ermittelt, indem die Anzahl der
Arc exprimierenden Zellen auf die Fliche normalisiert wurde. Der Arbeitsablauf wihrend der Auswertung
ist in Abbildung 3.12 auf Seite 34 illustriert.

In die Auswertung wurden nur jene Horizontalschnitte einbezogen, die den dorsalen NTS enthielten.
Dieser erhilt den Grofiteil der Hirnnerv-Afferenzen>* Die Grenze zwischen dorsalem und ventralem
NTS wurde anhand der Form des NTS und des Winkels zwischen medialer Grenze und Ventrikelsystem
festgemacht. Am Ubergang verindert sich die Form des NTS von einem V zu einem U, dadurch dass sich
der Winkel am Ventrikelsystem vergrofiert und die Krimmung der medialen Grenze zunimmt. Ferner
war der Umriss des ventralen NTS nicht mehr klar erkennbar, wie von Bradley et al. berichtet>* Samtliche
Markierungen wurden im Bildbearbeitungsprogramm auf separaten Ebenen durchgefiihrt, sodass das
urspriingliche Bildmaterial erhalten blieb. In Einzelfillen war die intrazellulire Verteilung der Arc-RNA
nicht eindeutig am digitalisierten Schnitt zu bestimmen. Hier wurde der entsprechende Gewebeschnitt
selbst am Fluoreszenzmikroskop untersucht.

3.5.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Programme Microsoft Excel und SigmaPlot. Mittels
t-Test und einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) wurde auf statistisch signifikante Unterschiede getes-
tet. Das Signifikanzniveau a wurde auf 0,05 festgelegt. In einigen Fillen folgte der Varianzanalyse ein
paarweiser Vergleich der Mittelwerte nach Holm-Sid4k.
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Abbildung 3.12: Quantifizierung der Arc-Expression. A: Rohbildmaterial. Der Ausschnitt zeigt eine Gruppe von Zellen
mit Arc-RNA in unterschiedlichen Kompartimenten. rot: Kernfarbung, griin: Arc-RNA. B: Die Umrisse des NTS und
des Ventrikelsystems wurden nachgezeichnet (weifl/schwarz). Eventuelle Defekte des Gewebeschnitts (Falten, Risse,
Locher etc.) sind grau markiert. Die Arc exprimierenden Zellen wurden mit farbigen Kreisen gekennzeichnet, die
Aufschluss Uber die intrazelluldre Verteilung der Arc-RNA geben (rot: nukledr, griin: zytoplasmatisch, blau: nuklear
und zytoplasmatisch). C: Unterteilung des NTS zur Quantifizierung der Arc exprimierenden Zellen in rostralem und
caudalem NTS. D: Desgleichen in den geometrisch definierten Unterteilungen S1 bis S6 (vgl. Abb. 3.11). Ma3stab 500 um,
Ausschnitt in A achtfach vergroB3ert. Das Tier wurde in diesem Fall zu den Zeitpunkten —30 min und —5 min jeweils mit
Cycloheximid stimuliert.
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4 Ergebnisse

In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse dieser Arbeit dargelegt werden. Zunichst wird die Etablierung
des In-situ-Hybridisierungs-Protokolls geschildert und anschlieflend die Auswertung der Arc-Expression
im Nucleus tractus solitarii (NTS) nach ein- und zweimaliger Stimulation mit Geschmacksstoffen. In
diesem Zusammenhang wird zudem eine neuartige Methode der Unterteilung des NTS vorgestellt und
anhand der Ergebnisse evaluiert.

4.1 Etablierung des In-situ-Hybridisierungs-Protokolls

Die In-situ-Hybridisierungs-Experimente wurden mithilfe des Pipettierautomaten Tecan Freedom EVO
durchgefiihrt. Die automatisierte In-situ-Hybridisierung auf Objekttrigerbasis und mit temperierten,
sogenannten 7Te-Flow-Racks wurde von der Forschergruppe um Prof. Eichele vom Max-Planck-Institut
fiir biophysikalische Chemie in Gottingen entwickelt!*6 und ist auch auf der Internetseite des Projektes
gut dokumentiert.* Aus mehreren Griinden war diese Methode allerdings nicht ohne weiteres fiir die
Fragestellung dieser Arbeit nutzbar. So ist das Protokoll auf 25 um dicke Gewebeschnitte von Mausem-
bryonen optimiert. AufSerdem erfolgt die Visualisierung der RNA chromogen durch Umsetzung von
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) in Anwesenheit von Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
durch eine Alkalische Phosphatase (AP). Fiir eine ausreichende subzelluldre Auflésung und die Mog-
lichkeit mehrerer Fairbungen auf demselben Gewebeschnitt ist jedoch eine Detektion der RNA durch
Fluoreszenzfarbstoffe notig. Auch sollte in unserem Fall immer dieselbe RNA-Sonde eingesetzt werden,
wihrend im EurExpress-Projekt die Expression vieler Tausender Gene untersucht wird. Das Protokoll
musste also zunichst fiir unsere Zwecke angepasst und optimiert werden.

Zur Optimierung der Konditionen fiir die Vorbehandlung und die In-situ-Hybridisierung wurde die
Arc-Expression im Neocortex und im Hippocampus untersucht. Von diesen Gebieten ist bekannt, dass
sie eine starke basale Expression zeigen. Die Aufnahmen wurden mithilfe des konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops TCS SP2 von Leica Microsystems erstellt. Im Gegensatz zu den spiteren Experimenten
kamen als Fluoreszenzfarbstoffe TO-PRO-3 fiir die Kernfirbung und ein Fluorescein-Avidin-Konjugat
zur Visualisierung der Ar¢c-RNA zum Einsatz, da am Konfokalmikroskop DAPI nicht und Cy3 nur schwer
detektierbar war.

4.1.1 Anpassung des Protokolls fiir Fluoreszenzdetektion

Da das Ursprungsprotokoll fiir die chromogene Visualisierung der RNA-Expression durch Umsetzung
von NBT und BCIP zu einem Indigofarbstoff ausgelegt war, musste das Protokoll zunichst fiir die
Visualisierung mittels Fluoreszenzfarbstoffen abgedndert werden. Das Originalprotokoll sah nach dem
TSA-Schritt die Zugabe einer avidingekoppelten Alkalischen Phosphatase vor, die anschliefSend die
Umsetzung des Farbsubstrats katalysierte. Nach der Bildung des Farbstoffs folgten ein Fixierschritt mit
Paraformaldehydlosung und ein letzter Waschschritt mit destilliertem Wasser. Im abgeidnderten Protokoll
wurden stattdessen nacheinander die Fluoreszenzfarbstoffe Avidin-Fluorescein bzw. Avidin-Cy3 und
TO-PRO-3 bzw. DAPI zur Firbung der Zellkerne zugegeben, jeweils gefolgt von Waschschritten mit TN-
Puffer. Der Fixierschritt entfiel, der letzte Waschschritt blieb jedoch unverindert.

16U, Herzig u. a., Novartis Found Symp 239 (2001), S. 129-146.

ahttp://Www.eurexpress.org/ee/technology/SOPs.html
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ohne RNA-Sonde .

ohne RNA-Sonde

ohne RNA-Sonde ohne RNA-Sonde

Abbildung 4.1: Ausgangspunkt der Optimierung der Fixierzeit und des Proteinase-K-Verdaus. Das Ausgangsprotokoll
sah 25 min Fixierung und einen Verdau mit 0,35 U-ml™" Proteinase K vor. A: Der Verdau mit Proteinase K fiihrte zu
einer starken Zersetzung des Gewebes. B: Ohne Proteinase-K-Verdau ist das Gewebe intakt. C: Jedoch ist der Arc-
RNA-Nachweis durch Zugabe von RNA-antisense-Sonde (,Arc as”) nur sehr schwach. griin: Arc-RNA, rot: Kernfarbung,
Aufnahmen des Hippocampus, Mal3stab 100 um, Ausschnitte dreifach vergroBert

4.1.2 Optimierung der Fixierschritte und der Proteinase-K-Konzentration

Die ersten Ergebnisse der Prozessierung mit dem abgednderten Protokoll zeigten, dass das Gewebe sehr
stark in Mitleidenschaft gezogen wurde, was sich in einer starken Verformung der Zellkerne und Verlust
der vom Gewebe stammenden Hintergrundfluoreszenz im Fluoresceinkanal duflerte (vgl. Abb. 4.1A).
Als wahrscheinliche Ursache wurde der Proteinase-K-Verdau ausgemacht, da die eingesetzte Proteinase-
Konzentration deutlich hoher als bei vergleichbaren Experimenten unserer Abteilung war. Durch Weg-
lassen des Proteinase-K-Verdaus blieb das Gewebe intakt (Abb. 4.1B), jedoch gelang es kaum, Arc-RNA
nachzuweisen (Abb. 4.1 C). Im Vergleich zu den Ergebnissen der bisherigen In-situ-Hybridisierungen
war das Arc-Signal sehr schwach.

Die erste am Protokoll vorzunehmende Anpassung war also die Ermittlung der optimalen Proteinase-K-
Konzentration. Einen gegenteiligen Effekt zum Proteinase-K-Verdau hat bei der In-situ-Hybridisierung
die Fixierung. Wihrend die Proteinase im Gewebe befindliche Proteine abbaut und so die Zuging-
lichkeit fiir Reagenzien und die RNA-Sonde erhoht, fithrt die Behandlung mit Paraformaldehyd zur
Quervernetzung von Proteinen und stabilisiert damit die Gewebestruktur. Eine zu starke Fixierung kann
allerdings die Verteilung der RNA-Sonde im Gewebe behindern. Aus diesem Grund wurden zusétzlich
zum Proteinase-K-Schritt auch die Parameter der beiden Fixierungsschritte angepasst.

In einem ersten Experiment wurde die Proteinase-K-Konzentration des Ausgangsprotokolls auf ein
Zehntel, ein Hundertstel sowie ein Tausendstel reduziert. Zusitzlich wurde der Einfluss einer Fixierungs-
dauer von 25 und 10 min untersucht (vgl. Abb. 4.2). Gegeniiber dem Ausgangsprotokoll wurden bessere
Ergebnisse mit den reduzierten Proteinase-Konzentrationen erzielt, das Ziel einer intensiven Firbung
bei intakter Gewebestruktur wurde jedoch noch nicht erreicht. Bei einer Fixierzeit von 25 min war die
intensivste Firbung bei %10 der Proteinase-K-Ausgangskonzentration zu sehen (Abb. 4.2 B), bei 10 min
Fixierung war die Firbung ebenfalls bei der Konzentration von %o am stirksten (Abb. 4.2 F), jedoch war
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Abbildung 4.2: Erste Runde der Optimierung von Fixierzeit und Proteinase-K-Verdau. Untersuchung des Einflusses
von Fixierzeit und Proteinase-K-Konzentration auf die Starke der Arc-Signale. A-C: 25 min Fixierung A: Vioo B: V10 C: %
der Proteinase-K-Ausgangskonzentration D-F: 10 min Fixierung D: Y1000 E: 100 F: V10 der Proteinase-K-Ausgangskonzen-
tration. grlin: Arc-RNA, rot: Kernfarbung, Aufnahmen des Cornu ammonis des Hippocampus, Maf3stab 100 um
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Arc-RNA
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Abbildung 4.3: Zweite Runde der Optimierung von Fixierzeit und Proteinase-K-Verdau. Untersuchung des Einflusses
von Fixierzeit, Nachfixierzeit und Proteinase-K-Konzentration auf die Starke der Arc-Signale bei einer Fixierzeit von
25 min. A-C: 2x 10 min Nachfixierung A: 22 B: 0 C: 5 der Proteinase-K-Ausgangskonzentration D-F: 2x 5 min Nachfi-
xierung D: Y47 E: V22 F: Vio der Proteinase-K-Ausgangskonzentration. griin: Arc-RNA, rot: Kernfarbung, Aufnahmen des
Cornu ammonis des Hippocampus, Maf3stab 100 um
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Arc-RNA

Arc-RNA

Arc-RNA

Abbildung 4.4: Zweite Runde der Optimierung von Fixierzeit und Proteinase-K-Verdau. Untersuchung des Einflusses
von Fixierzeit, Nachfixierzeit und Proteinase-K-Konzentration auf die Starke der Arc-Signale bei einer Fixierzeit von
10 min. A-C: 2x 10 min Nachfixierung A: %7 B: V22 C: 1o der Proteinase-K-Ausgangskonzentration D-F: 2x 5 min Nachfi-
xierung D: Y47 E: V22 F: Vio der Proteinase-K-Ausgangskonzentration. griin: Arc-RNA, rot: Kernfarbung, Aufnahmen des
Cornu ammonis des Hippocampus, Ma3stab 100 um
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Arc-RNA

Abbildung 4.5: Optimierung der Tyramid-Biotin-Konzentration. Konzentration der RNA-Sonde 400 ng-ul™". A: 1:100
verdiinnt in Amplification Diluent B: Desgleichen 1:75 C: Desgleichen 1:50. griin: Arc-RNA, rot: Kernfarbung, Aufnahmen
des Neocortex, MaB3stab 100 um

das Gewebe hier bereits stark angegriffen.

Im zweiten Schritt wurden feinere Zwischenstufen der Konzentration der Proteinase eingesetzt, die
sich um einen Faktor von etwa 2,2 anstatt 10 unterschieden (entsprechend der Drittelung einer dekadisch
logarithmischen Skala). Es wurden wiederum zwei Fixierzeiten (25 und 10 min) untersucht und zusitzlich
wurde die Zeit fir den Nachfixierschritt variiert, der dem Proteinase-K-Verdau folgt. Diese betrug
entweder zweimal 10 oder zweimal 5 min.

Bei einer Fixierzeit von 25 min erbrachten die Kombinationen aus %o Proteinase-K-Konzentration
und zweimal 10 bzw. zweimal 5 min Nachfixierung die besten Ergebnisse (Abb. 4.3 B bzw. F). Bei einer
Proteinase-K-Konzentration von Y5 wies das Gewebe bereits sichtbare Schiden auf (Abb. 4.3 C).

Nach zehnminiitiger Fixierung wurden sehr gute Ergebnisse bei der Kombination von 10 min Nachfixie-
ren und Proteinase-K-Konzentrationen von %22 und %o des Ausgangsprotokolls erzielt (Abb. 4.4 B und C).
Bei fiinfminiitiger Nachfixierung waren intensive Arc-Signale bei Proteinase-K-Konzentrationen von Y%7,
52 und Y10 des Ausgangsprotokolls zu sehen (Abb. 4.4 D-F). Insgesamt zeigten die Ergebnisse bei einer
Fixierzeit von 10 min eine weniger starke Abhéingigkeit von der Proteinase-K-Konzentration und von
der Dauer der Nachfixierung. Diese Robustheit erschien vorteilhaft fiir nachfolgende Experimente, die
dadurch weniger anfillig fiir Einfliisse von Pipettierfehlern oder schwankender Enzymaktivitit wiirden.
Aus diesem Grund wurde die Kombination von 10 min Fixierung, Y22 der Proteinase-K-Konzentration des
Ausgangsprotokolls und zweimal 5 min Nachfixierung als Parameter fiir die nachfolgenden Experimente
festgelegt.

4.1.3 Optimierung des TSA-Schritts

Die tyramide signal amplification (TSA) ist eine enzymatische Methode zur Signalverstirkung in histologi-
schen Firbeverfahren. Eine an den Primirantikorper gekoppelte Peroxidase vermittelt die enzymatische
Umsetzung von Tyramid zu einem hochreaktiven Radikal, das chemische Reaktionen mit elektronen-
dichten Molekiilen des Gewebes, wie etwa Tyrosin- oder Tryptophanseitenketten eingeht. Dadurch
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Arc-RNA

AIC-RNA

Abbildung 4.6: Auswirkung von DTT-Zugabe zum Hybridisierungspuffer. A-C: Mit Zugabe von DTT. D-F: Ohne
Zugabe von DTT. A, D: Neocortex B, C: Gyrus dentatus des Hippocampus E, F: Cornu ammonis des Hippocampus. griin:
Arc-RNA, rot: Kernfarbung, Maf3stab 100 pm

kommt es in der Nihe der Peroxidase zu einer vielfachen Bindung von Tyramid an das Gewebe.'*” Durch
Kopplung verschiedener Molekiile an das Tyramid, wird die anschlieflende Detektion ermoglicht. In
diesem Fall wurde ein Tyramid-Biotin-Konjugat eingesetzt, das anschliefSend mit einem an ein Avidin
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff reagierte. Zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Experimente waren
Reagenzien fiir die Durchfiihrung der TSA ausschlief3lich bei PerkinElmer erhéltlich und stellten einen
groflen Kostenpunkt dar. Aus diesem Grund wurde eine Reduktion der eingesetzten Tyramid-Biotin-
Menge ausgetestet.

Zusitzlich zur vom Hersteller vorgegebenen Verdiinnung des Tyramid-Biotins im Verhiltnis 1:50 in
Amplification Diluent wurden Verdiinnungen von 1:75 und 1:100 ausgetestet. Da die beiden stirkeren
Verdiinnungen zu starken Reduktionen der Fluoreszenz fithrten, wurde weiterhin die vom Hersteller
empfohlene Menge eingesetzt (s. Abb. 4.5).

4.1.4 Dithiothreitolzugabe zum Hybridisierungspuffer

Des Weiteren wurde die Auswirkung der Zugabe von Dithiothreitol (DTT) zum Hybridisierungspuffer
gepriift. Der Zusatz von DTT zum Hybridisierungspuffer diirfte seinen Ursprung in der Zeit haben, als
vornehmlich mit Schwefel-35 radioaktiv markierte RNA-Sonden eingesetzt wurden. Hier diente DTT
im Hybridisierpuffer als Reduktionsmittel. Da keine schwefelhaltigen Sonden eingesetzt wurden und
der vorgemischt erworbene Hybridisierungspuffer bereits DTT enthielt, sollten die Auswirkungen von
zusétzlichem DTT zum Hybridisierungspuffer untersucht werden.

In keinem der untersuchten Hirngebiete wurde ein Einfluss der DTT-Zugabe auf die Intensitéit der Arc-
Signale beobachtet (vgl. Abb. 4.6). Bei den folgenden Experimenten wurde daher auf die DTT-Zugabe
verzichtet.

7M. N. Bobrow u. a., J Immunol Methods 125 (1989), Nr. 1-2, S. 279-285.
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Arc-RNA

800 ng-pl™’

Abbildung 4.7: Optimierung der Konzentration der RNA-Sonde. Zusatz verschiedener Mengen Antisense-RNA-Sonde
zum Hybridisierungspuffer. Az 200 ng-pl™" B: 400 ng-ul™" C: 800 ng-pl™" D: 1600 ng-pl~". griin: Arc-RNA, rot: Kernfarbung,
Aufnahmen des Hippocampus, Mastab 100 um, Ausschnitte dreifach vergréBert
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4.1.5 Optimierung der Konzentration der RNA-Sonde

Anschliefiend sollte die optimale Konzentration der RNA-Sonde ermittelt werden. Die zuvor in hindisch
durchgefiithrten In-situ-Hybridisierungen zur Detektion von Arc-RNA eingesetzte Konzentration lag
bei 800 ng-pl~* Hybridisierpuffer. Beim Allen-Brain-Atlas-* und EurExpress-Projekt®, die ebenfalls auf
automatisierte In-situ-Hybridisierung mittels der Tecan-Plattform setzen, kommen Konzentrationen
von 300 bzw. 2000 ng-ul™! zum Einsatz. Obwohl sich Plattform und Protokoll stark dhneln, sind die
Konzentrationen doch sehr verschieden. Deshalb sollte die optimale Konzentration fiir diese Anwendung
empirisch ermittelt werden.

Es wurden vier verschiedene Konzentrationen getestet: 200, 400, 800 und 1600 ng pro Mikroliter Hy-
bridisierungspuffer. Erwartungsgemif stieg die Intensitit der Firbung von der niedrigsten zur hochsten
Konzentration an (s. Abb. 4.7). Der stirkste Unterschied war zwischen 200 und 400 ng-pl~* zu beobachten.
Bei weiterer Steigerung der Konzentration erhohte sich die Intensitét nur noch gering, es kam jedoch zu
einem tiberdurchschnittlichen Anstieg der Hintergrundfluoreszenz. Aus diesem Grund wurde fiir die
folgenden Experimente eine Konzentration der RNA-Sonde von 600 ng-pl™* gewihlt.

4.1.6 Zusammenfassung der Protokolloptimierung

Als Resultat der Protokolloptimierung wurden die Fixierungs- und Nachfixierungsschritte gekiirzt und
die Proteinase-K-Konzentration stark gesenkt. Die Konzentration der RNA-Sonde wurde in einer Gro-
3enordnung gewihlt, die auch bei vergleichbaren Experimenten zum Einsatz kommt. Die Verdiinnung
des Tyramid-Biotins im TSA-Schritt wurde nicht verindert. Auf eine Zugabe von DTT zum Hybridisie-
rungspuffer wurde verzichtet. Schlief}lich wurde das Protokoll von chromogener Visualisierung mittels
NBT und BCIP auf Firbung mit Fluoreszenzfarbstoffen umgestellt. Eine Ubersicht der vorgenommenen
Anderungen am Hybridisierungsprotokoll findet sich in Tabelle 4.1.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Optimierung des Detektionsprotokolls, sortiert nach der Position im fertigen
Protokoll

Schritt Ausgangsprotokoll optimiertes Protokoll
Fixierung 25 min 10 min
Proteinase-K-Konzentration 0,35U-ml™* 0,0159U-ml™*
Nachfixierung 2x 10 min 2x 5min
Konzentration der RNA-Sonde ABA:* 300 ng-pl™! 600 ng-pl ™"

Eur:® 2000 ng-pl™!
DA:€ 800 ng-pl™!

DTT-Zusatz zum Hybridisierpuffer =~ 10 mM keine DTT-Zugabe
Tyramid-Biotin-Verdiinnung 1:50 (Herstellerempfehlung)  1:50
Detektion chromogen mit NBT/BCIP  Fluoreszenzfarbstoffe Cy3, DAPI

In Abbildung 4.8 ist beispielhaft das Resultat einer In-situ-Hybridisierung nach Optimierung des
Protokolls dargestellt. Die Ausschnitte aus der Grof$hirnrinde zeigen eine intensive griine Fiarbung bei
Einsatz der Arc-antisense-Sonde (4.8 A), die in Form und Auftreten bereits publizierten Ergebnissen
entsprechen.>13° Bei Einsatz der Arc-sense-Sonde (4.8 B) und bei Prozessierung ohne Zugabe von RNA-
Sonde (4.8 C) war nur sehr schwache Fluoreszenz im griinen Teil des Spektrums zu beobachten, was fiir

147, F. Guzowski u. a., Nat Neurosci 2 (1999), Nr. 12, S. 1120-1124.
1358, Desgranges u. a., PLoS One 5 (2010), Nr. 4, e10097.

*Allen Brain Atlas — http://mouse.brain-map.org

bEurEXpI‘eSS — http://www.eurexpress.org
‘Diplomarbeit Jonas Tole
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ohne RNA-Sonde

ohne RNA-Sdnde

Abbildung 4.8: Ergebnis der Protokolloptimierung. A: Hybridisierung mit Arc-antisense-Sonde. B: Kontrolle mit Arc-
sense-Sonde. C: Kontrolle ohne Zugabe von RNA-Sonde. griin: Fluorescein, rot: TO-PRO-3, Aufnahmen des Neocortex,
MaBstab 100 um, Ausschnitte dreifach vergrofert

ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis spricht. Lediglich bei der Negativkontrolle mit Sense-Sonde traten
vereinzelt wenig intensiv fluoreszierende, punktformige Firbungen auf. Zusitzlich zur Verbesserung der
Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung ergaben sich durch die Anderungen ein kleiner Zeitgewinn durch
die Verkiirzungen und etwas Einsparung an Material.

4.2 Arc-Expression nach einmaliger Stimulation

Um die Arc-catFISH-Methode zu etablieren, wurden Mause zunachst nur einmal entweder zum Zeit-
punkt —5 min oder —30 min stimuliert. Als Stimuli kamen die folgenden Losungen zum Einsatz. Fiir
umami 0,1 M Natriumglutamat (NaGlu) und 1 M Natriumglutamat mit Zusatz von 0,5 mM Inositolmo-
nophosphat (IMP) und 30 pM Amilorid (NaGlu +I +A). Als siifier Stimulus wurde 0,5 M Saccharose
gewihlt (Sacc). Fiir die Salzstimuli wurden die Konzentrationen 0,1 M (NaCl niedrig) und 0,8 M Natri-
umchlorid (NaCl hoch) verwendet. Fiir sauer wurde 30 mM Citronensiure appliziert (Citr). Bitter war
mit drei Stimuli vertreten: 0,5 mM Cycloheximid (Cyx), 10 mM Chininhydrochlorid (nachfolgend nur
Chinin, Qui) und 1 mM Cucurbitacin I (nachfolgend nur Cucurbitacin, Cuc). Schliefllich wurde noch
0,1M Ammoniumchlorid als, vor allem in elektrophysiologischen Experimenten, hiufig eingesetzter
Standardstimulus ins Repertoire aufgenommen. Alle Stimuli waren in entionisiertem Wasser mit Zusatz
von 25 mM Kaliumchlorid und 0,25 mM NaHCO; gelost. Diese als fiir Menschen geschmacksneutral
beschriebene Losung wurde in dieser Arbeit auch als Kontrollstimulus (Kontr.) eingesetzt (vgl. auch
Tab. 2.7, S. 20).!%

Reprisentative Resultate der In-situ-Hybridisierung zur Detektion der Arc-RNA sind in Abbildung 4.9
auf der nichsten Doppelseite dargestellt. Unter den verwendeten Stimuli war lediglich bei den drei
Bittersubstanzen Cycloheximid, Chinin und Cucurbitacin eine vermehrte Arc-Expression im NTS zu

1. E. de Araujo u. a., J Neurophysiol 90 (2003), Nr. 3, S. 1865-1876.
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beobachten. Dabei waren die Arc exprimierenden Zellen insbesondere im rostro-medialen Teil des NTS
lokalisiert (vgl. vergrofSerte Ausschnitte in Abb. 4.9 A). Zudem trat in diesen Zellen die Arc-RNA fast
ausschliefllich punktformig im Zellkern auf, wenn die Tiere 5 min nach der Stimulation getotet wurden.
Wurden die Tiere hingegen erst 30 min nach der Stimulation getotet, war die Arc-RNA iiberwiegend
nur im Zytoplasma zu beobachten. Dies deutet darauf hin, dass die Arc-Expression auf die Stimulation
zuriickzufiihren ist. Bei den iibrigen Stimuli zeigte sich kein Unterschied zum Kontrollstimulus, weder
bei der Anzahl noch bei der Verteilung der Arc exprimierenden Zellen im NTS. Nur vereinzelt kam es zur
Arc-Expression. Nach der Stimulation zum Zeitpunkt —30 min zeigten sich vergleichbare Ergebnisse wie
nach der Stimulation zum Zeitpunkt —5 min, die in Abb. 4.9 gezeigt ist. Daher wird an dieser Stelle auf
Beispiele verzichtet.

Die Quantifizierung der Arc-Expression bestitigte, dass nur die Stimulation mit Bitterstoffen zu einer
verstiarkten Arc-Expression fiithrte. Bei keinem der anderen Geschmacksstoffe war eine gegeniiber dem
Kontrollstimulus erhohte Expression zu beobachten. In Abbildung 4.10 A auf Seite 48 ist die Dichte der
Arc exprimierenden Zellen unter Beriicksichtigung der intrazelluldren Lokalisation der Arc-RNA gezeigt.
Wihrend die Zahl der Arc exprimierenden Zellen pro mm? NTS beim Kontrollstimulus und den iibrigen
Geschmacksstimuli unter 10 liegt, ist sie bei den drei Bitterstimuli deutlich erh6ht Auch befand sich
bei den Bitterstimuli der Grof3teil der Arc-RNA in dem Kompartiment, das dem zeitlichen Muster der
intrazelluldren Verteilung der Arc-RNA entspricht, also im Nukleus, wenn die Stimulation 5 min vor der
Totung erfolgte, und im Zytoplasma, wenn 30 min dazwischen lagen. Bei den ibrigen Stimuli war diese
charakteristische intrazelluldre Verteilung in Abhingigkeit vom Stimulationszeitpunkt, wenn iiberhaupt,
nur schwach ausgeprigt (Abb. 4.10 A).

Um die Daten fiir die nachfolgenden Betrachtungen tibersichtlicher zu gestalten, werden im folgenden
nur die fiir den jeweiligen Stimulationszeitpunkt relevanten Arc exprimierenden Zellen betrachtet. Fiir
den Zeitpunkt —5 min also nur Zellen, die Arc-RNA im Zellkern aufwiesen - auch solche, die Arc-RNA in
Zellkern und Zytoplasma zeigten (N und N+Z). Fiir den Zeitpunkt —30 min entsprechend die Zellen, die
Arc-RNA im Zytoplasma zeigten (Z und N+Z). Dies erlaubt den Vergleich der Expression zwischen den
Stimulationszeitpunkten und wird im folgenden als ,relevante Expression“ bezeichnet (s. Abb. 4.10 B).
Bei Betrachtung der relevanten Expression wird erneut die Sonderstellung der Bitterstimuli deutlich.
Ein ¢-Test ergab, dass bei keinem der Stimuli ein signifikanter Unterschied zwischen den relevanten
Signalen bestand, die nach Stimulation zum Zeitpunkt —5 min oder —30 min beobachtet wurden. Daher
wurden die relevanten Signale fiir beide Stimulationszeitpunkte zusammengefasst, um die Stimuli unter-
einander vergleichen zu konnen (s. Abb. 4.10 C). Die statistische Auswertung mittels Varianzanalyse und
paarweisem Vergleich der Mittelwerte nach Holm-Sidék ergab, dass lediglich die Bitterstimuli zu einer
stirkeren Arc-Expression als der Kontrollstimulus fithrten. Auch war die Arc-Expression gegeniiber allen
anderen Stimuli erh6ht. Unter den Bitterstimuli jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede. Keiner
der tibrigen Stimuli fiihrte zu einer signifikant erhohten Arc-Expression gegeniiber dem Kontrollstimulus
oder einem der anderen Stimuli. Die Ergebnisse der Varianzanalyse sind in Abb. 4.10 D aufgefiihrt.

4.2.1 Verteilung der Arc exprimierenden Zellen im NTS

Da bereits bei Betrachtung der Rohdaten (vgl. Abb. 4.9) eine ungleiche Verteilung der Arc exprimierenden
Zellen im NTS nach Stimulation mit den Bittersubstanzen aufgefallen war, sollte diese nun untersucht
werden. Bei den iibrigen Stimuli wurde auf die Verteilungsanalyse verzichtet, weil in keinem Fall eine
offensichtliche Ungleichverteilung der Arc exprimierenden Zellen zu beobachten und die Expression
insgesamt sehr schwach war. Einzige Ausnahme war der Kontrollstimulus, dessen Daten zum Vergleich
herangezogen wurden.

Zur Verdeutlichung der Ungleichverteilung der Arc-Signale ist in Abbildung 4.11 auf Seite 49 eine
Uberlagerung aller untersuchten Horizontalschnitte eines Tieres dargestellt, das zum Zeitpunkt —5 min
mit Cycloheximid stimuliert wurde. Die Arc exprimierenden Zellen befinden sich zum grofSten Teil
entlang der medialen Rinder des NTS. Ein vergleichbares Muster wurde von Susan Travers und Kollegen
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Abbildung 4.9: Arc-Expressionim NTS nach einmaliger Stimulation. Beispielhaft ist die Arc-Expression nach Stimulation
zum Zeitpunkt —5 min gezeigt. Die Abkiirzungen der Stimuli sind in Abschnitt 4.2 erldutert. A: Reprasentative Ergebnisse
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen. Die gepunktete Linie markiert den Umriss des NTS, die Mittellinie befindet
sich jeweils am linken Bildrand. In rot ist die Kernfarbung durch DAPI und in griin die Arc-RNA markiert. Die Ausschnitte
liegen im gustatorischen NTS. B: Ergebnisse der Auszdhlung der in A dargestellten Schnitte. Farbige Punkte markieren
Zellen, die Arc exprimieren, rot: nukledre, griin: zytoplasmatische, blau: nukledre und zytoplasmatische Lokalisation

der Arc-RNA. Die Mittellinie befindet sich jeweils am linken Bildrand. schwarz: Umriss von NTS und Ventrikelsystem,
grau: Defekte im Gewebe
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Abbildung 4.10: Arc-Expression im NTS nach einmaliger Stimulation. A: Intrazelluldre Verteilung der Arc-RNA, schwarz:
nuklear (N), weil3: zytoplasmatisch (Z), grau: nuklear und zytoplasmatisch (N+Z). n =2-3 B: Expression, die dem Stimu-
lationszeitpunkt entspricht: fiir =5 min nur Neurone, die Arc-RNA im Nukleus zeigten, und fiir —30 min nur Neurone,
die Arc-RNA im Zytoplasma aufwiesen (,relevante Expression”). n =2-3 C: Zusammengefasste Werte der relevanten
Expression beider Stimulationszeitpunkte. n =4-6. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte der Arc exprimierenden Zellen
pro mm? NTS und Standardfehler. D: Statistische Analyse der in C dargestellten Daten. Die durch verschiedene Stimuli
induzierte ,relevante” Arc-Expression wurde mittels Varianzanalyse und nachfolgendem paarweisen Vergleich nach
Holm-Sidéak auf Unterschiede tiberpriift.
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Abbildung 4.11: Verteilung der Arc exprimierenden Zellen im NTS nach einmaliger Stimulation mit Cycloheximid zum
Zeitpunkt —5 min. Uberlagerung der Horizontalschnitte, fiir die die Arc-Expression bestimmt wurde. Der Abstand der
einzelnen Ebenen betrug 14 um. Farbige Punkte markieren Zellen, die Arc exprimieren, rot: nukleére, griin: zytoplasma-
tische, blau: nukledre und zytoplasmatische Lokalisation der Arc-RNA. schwarz: Umriss von NTS und Ventrikelsystem,
grau: Defekte im Gewebe

nach Stimulation von Ratten mit Chinin beobachtet’” Allerdings wurde in jener Studie Fos-Expression als
neuronaler Aktivititsmarker eingesetzt. Eine weitere Haufung tritt im caudalen NTS auf, wobei auftillig
ist, dass die Bereiche um die Mittellinie ausgespart bleiben.

Zur Quantifizierung der Verteilung innerhalb des NTS wurden zwei Arten der Unterteilung heran-
gezogen. Zum einen wurde die klassische Unterscheidung in einen rostralen und einen caudalen Teil
vorgenommen. Dies geschah anhand des Punktes, an dem die mediale Kante des NTS auf den vierten
Ventrikel trifft. Zum anderen wurde der NTS nach den oben beschriebenen geometrischen Gesichtspunk-
ten in sechs Felder unterteilt, um auch der medio-lateralen Verteilung Rechnung zu tragen. Die Methoden
der Unterteilung sind detailliert in Abschnitt 3.5.3 auf Seite 32 beschrieben und dort in Abbildung 3.11
illustriert.

Die Auszihlung der Arc exprimierenden Zellen in den einzelnen NTS-Unterteilungen bestitigte die
ungleiche Verteilung bei allen drei Bitterstimuli (s. Abb. 4.12 A). Von den sechs Feldern, wiesen die rostro-
medial gelegenen Felder S1 und S2 die hochste Dichte an Arc exprimierenden Zellen auf, wobei die
Unterschiede im Falle von Chinin weniger deutlich waren. Bei der weitaus geringeren Expression nach
Applikation des Kontrollstimulus zeigten sich nur geringe Dichteunterschiede. Eine leichte Hiufung war
hier in den rostro-lateralen Feldern S4 und S5 zu beobachten. Eine Varianzanalyse ergab, dass die Dichte
der Arc exprimierenden Zellen nach Applikation von Cycloheximid und Chinin in den Felder S1, S2 und
S3 signifikant erhoht war. Nach Cucurbitacin-Stimulation war dies nur im Feld S1 der Fall. Aufierdem
zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Dichte im Feld S1 zwischen Chinin und Cucurbitacin. In
allen anderen Fillen lag kein statistisch signifikanter Unterschied vor.

Um einen Vergleich zwischen der klassischen Unterscheidung des gustatorischen und nichtgustatori-
schen NTS mit der hier vorgestellten neuartigen Unterteilung ziehen zu kénnen, wurden die Felder S1
und S2, die gemeinsam den Grof3teil der Arc exprimierenden Zellen aufwiesen, zusammengefasst und
den iibrigen Feldern S3 bis S6 gegeniibergestellt (s. Abb. 4.12 B). Es sei angemerkt, dass in dieser Arbeit
die gingige Bezeichnung des rostralen NTS als gustatorischer NTS und des caudalen NTS als nichtgusta-
torischer NTS verwendet wird. Der Einfachheit halber werden diese Bezeichnungen auf die neuartige

%7S. P. Travers, Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 282 (2002), Nr. 6, R1798-1810.
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Abbildung 4.12: Verteilung der Arc exprimierenden Zellen in den Unterteilungen des NTS nach einmaliger Stimulation.
Zu den Unterteilungen siehe Abb. 3.11, S. 33 A: Die Verteilung auf die Felder S1 bis S6 ist fiir die einmalige Stimulation
mit Kontrollstimulus (Kontr.), Cycloheximid (Cyx), Chinin (Qui) und Cucurbitacin (Cuc) dargestellt. B: Vergleich der
klassischen Einteilung des NTS in einen rostralen und caudalen Teil mit der neuartigen Aufteilung in sechs Felder.
Innerhalb der Einteilungen wurde mittels Varianzanalyse und Posthoc-Test nach Holm-Sidak auf Unterschiede getestet
(# signifikant unterschiedliche Mittelwerte). Innerhalb der Stimuli wurde der t-Test angewendet (* p < 0,05, *** p < 0,001).
Unter gesamt ist die Dichte der Arc-Expression im gesamten NTS aufgetragen. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte der
Arc exprimierenden Zellen pro mm? NTS und Standardfehler. n=4-6

Unterteilung ausgedehnt. Wenn im Zusammenhang mit dieser vom gustatorischen NTS die Rede ist,
sind die Felder S1 und S2 gemeint, beim nichtgustatorischen NTS enstprechend die Felder S3 bis S6. Das
bedeutet nicht, dass in den als gustatorischer NTS bezeichneten Gebieten ausschliefSlich gustatorische
Verarbeitung stattfindet. Umgekehrt ist eine gustatorische Verarbeitung in den als nichtgustatorischer
NTS bezeichneten Gebieten nicht ausgeschlossen. Es gelten die in Abschnitt 1.1.3 auf Seite 5 angefiihrten
Limitierungen bei der funktionellen Unterteilung des NTS.

Bei der klassischen Unterteilung finden sich relativ geringe Unterschiede in der Signaldichte. Fiir Cyclo-
heximid und Cucurbitacin ist diese etwa zweimal hoher im rostralen als im caudalen NTS. Bei Chinin war
kaum ein Unterschied festzustellen. Chinin war auch der einzige Stimulus, bei dem die Signaldichte im
caudalen N'TS signifikant hoher war als beim Kontrollstimulus. Bei der neuartigen Unterteilung sind die
Unterschiede deutlich ausgeprigter. Die Signaldichte in S1 und S2 ist fiir Cycloheximid und Cucurbitacin
etwa vierfach und fiir Chinin etwa zweifach hoher. Damit offenbart sich mit der neuen Unterteilungsme-
thode ein Unterschied, der mit der klassischen Methode verborgen bleibt. Um die Ergebnisse statistisch
abzusichern wire allerdings die Untersuchung von weiteren Tieren notig, da bei Stimulation mit Chinin
eine vergleichsweise hohe Varianz auftrat. Die Signaldichte nach Kontrollstimulation zeigte in beiden
Fillen keine Unterschiede.

Schliefllich wurde die Anzahl aktivierter Zellen pro Gesamt-NTS extrapoliert. Hierzu wurde zunichst
die durchschnittliche Fliche des Gesamt-NTS und der jeweiligen Unterteilungen bestimmt und mit der
jeweiligen Dichte Arc exprimierender Zellen multipliziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.
Wie bei den Ergebnissen der Signaldichte liegen die absoluten Zahlen bei Bitterstimulation deutlich
hoher als bei den iibrigen Stimuli. Nach Bitterstimulation zeigen etwa vier- bis fiinfmal mehr Zellen
Arc-Expression, als wenn ein anderer Geschmacksstoff appliziert wurde. Im Gegensatz zum Kontroll-
stimulus war nach Bitterstimulation ein iberdurchschnittlicher Anteil der Arc exprimierenden Zellen
in den gustatorischen Subregionen konzentriert. Dies war bei Cycloheximid und Cucurbitacin stirker
ausgepragt als bei Chinin, wo insgesamt etwas weniger als die Halfte der Arc exprimierenden Zellen in
den gustatorischen Anteilen auftrat.

Obwohl sich die Dichte Arc exprimierender Zellen im NTS nach Bitterstimulation nicht zwischen den
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Tabelle 4.2: Die Anzahl der Arc exprimierenden Zellen pro Tier und der Standardfehler wurden anhand der Signaldichte
und der durchschnittlichen NTS-Flache extrapoliert. Unter gesamt sind die Daten der beiden Stimulationspunkte

zusammengefasst. n =4-6

4.2 Arc-Expression nach einmaliger Stimulation

) ) Anzahl Arc*-Zellen pro Tier
Stimulus Zeitpunkt
Tiere gesamt rostral S1+82
Kontr. -5 min 3 204 + 86 81+ 26 62+ 21
—30 min 3 137+ 75 36t 16 30+ 15
gesamt 6 171+ 53 58+ 17 46t 13
NH,CI —5min 2 202+ 6
—30 min 2 106 £ 12
gesamt 4 159+ 31
NaGlu —5min 2 209+ 12
—30 min 2 81+ 10
gesamt 4 145+ 38
NaGlu +I +A —5min 2 122+ 14
—30 min 2 105+ 3
gesamt 4 114+ 7
Sacc —5min 2 182+ 25
—30min 2 106+ 7
gesamt 4 144 £ 25
NaCl niedrig —5min 2 181+ 52
—30 min 2 87+ 28
gesamt 4 134+ 36
NaCl hoch —5min 3 221+ 53
—30min 2 255+ 112
gesamt 5 235+ 47
Citr —5min 2 217+ 23
—30 min 2 200+ 27
gesamt 4 208+ 15
Cyx -5 min 3 704t 77 472+ 10 455% 39
—30 min 2 741+ 10 578+ 17 515+ 99
gesamt 5 719+ 43 511+ 14 477t 39
Qui -5 min 2 784+t186 422+ 48 402+ 83
—30 min 3 914+381 367% 81 410+130
gesamt 5 8621219 386+ 48 405 76
Cuc —5min 2 590+ 44 340% 15 361t 34
—-30 min 2 770+£275 509+ 88 528%178
gesamt 4 680125 416t 65 437t 89
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Abbildung 4.13: Prozentuale Verteilung der Signale auf die NTS-Unterteilungen. Eine Heatmap stellt die prozentuale
Verteilung der gesamten Arc exprimierenden Zellen (grau) auf die NTS-Unterteilungen dar. Bei allen drei Bitterstoffen
tritt eine Haufung in den rostro-medialen Feldern S1und S2 auf. Dies ist bei Cycloheximid (Cyx) besonders stark ausge-
pragt. Bei Cucurbitacin (Cuc) sind die Zellen vorwiegend in S1 lokalisiert, wahrend bei Chinin (Qui) die Konzentrierung
auf den rostro-medialen Teil weniger stark ausfallt. Das trifft auch auf die Unterteilung in rostral und caudal zu, die bei
Cyx und Cuc deutlich ausgepragt, bei Qui hingegen nicht vorhanden ist. Hier zeigen sich erneut die Vorteile der neuen
Unterteilungsmethode, die Muster offenbart, etwa im Fall von Qui, die mit der klassischen verborgen bleiben. n =4-6

Bitterstimuli unterscheidet, zeigte die Verteilung der Arc exprimierenden Zellen bereits Unterschiede
zwischen den Bitterstoffen. Um diese Unterschiede deutlicher darzustellen, wurde die prozentuale
Verteilung der Arc exprimierenden Zellen auf die NTS-Subregionen in Form einer Heatmap aufgetragen
(s. Abb. 4.13). Die Grauwerte repriasentieren den prozentualen Anteil der Arc-Signale in der jeweiligen
Subregion. Die Skala reicht von weif bei 0 % bis schwarz bei 100 %. Wihrend bei Cycloheximid und
Cucurbitacin die Hiufung in den rostro-medialen Subfeldern S1und S2 besonders ausgeprigt ist, tritt
bei Chinin auch ein relativ grofier Prozentsatz der Signale in den Feldern S5 und S6 auf. Auch bei der
Einteilung in einen rostralen und caudalen NTS sind Unterschiede in der Verteilung sichtbar. Die nach
Cycloheximid-Stimulation auftretenden Signale sind besonders stark im rostralen NTS konzentriert. Bei
Cucurbitacin ist diese Verteilung bereits schwicher und bei Chinin nicht mehr vorhanden. Dies weist
bereits darauf hin, dass je nach Bitterstimulus unterschiedliche Zellen aktiviert werden.

4.3 Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Saccharose und
Citronensaure

Um auszuschliefien, dass die ausbleibende Arc-Expression nach Stimulation mit nicht bitteren Ge-
schmacksstoffen durch zu schwache Stimuli bedingt war, wurden zusitzlich Méuse mit hochkonzentrier-
ten Losungen stimuliert. Fiir diesen Teilversuch wurden Saccharose und Citronenséure ausgewihlt, um
jeweils einen attraktiven und einen aversiven Stimulus abzudecken. Die Saccharoseldsungen wurden
mit Konzentrationen von 1 M und 1,5 M angesetzt und Citronensdure in einer Konzentration von 0,1 M.
Zudem wurden die Stimuli zweimal im Abstand von 25 min appliziert, wie in Abschnitt 3.2 auf Seite 27
beschrieben. Zum Vergleich wurden zudem Cycloheximid und der Kontrollstimulus herangezogen, die
ebenfalls zweimal appliziert wurden.

Wie in Abbildung 4.14 an reprisentativen Beispielen gezeigt, kam es nur nach zweimaliger Applikation
von Cycloheximid zu einer verstirkten Arc-Expression im NTS. Nach zweimaliger Stimulation mit den
hochkonzentrierten Saccharose- oder Citronensdurelosungen war weder eine auftillige Eth6hung noch
eine Hiufung der Arc-Expression zu beobachten, wie dies bei zweimaliger Applikation von Cycloheximid
der Fall war. Auch die Quantifizierung der Arc-Signale im N'TS bestitigte, dass keiner der Stimuli aufSer
Cycloheximid zu einer signifikant erhohten Arc-Expression im NTS fiihrte (s. Abb. 4.15 A). Die Untersu-
chung der intrazelluldren Verteilung der Arc-RNA zeigte zudem, dass, wie beim Kontrollstimulus, nur ein
sehr geringer Anteil der Zellen Arc-RNA in beiden Kompartimenten, Nukleus und Zytoplasma, aufwies
und daher durch beide Stimuli aktiviert wurde (s. Abb. 4.15 B). Dies spricht ebenfalls dagegen, dass es
sich bei den Arc exprimierenden Zellen um solche handelt, die spezifisch auf die Geschmacksstimuli
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4.3 Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Saccharose und Citronensdure

2x Kontr. 2x 1 M Sacc 2x 1,5 M Sacc

2x 0,1 M Citr
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lateral

Abbildung 4.14: Arc-Expression im NTS nach zweimaliger Stimulation mit Saccharose und Citronensaure. Repra-
sentative Ergebnisse nach zweimaliger Stimulation 5 min und 30 min vor der Gehirnentnahme mit Kontrollstimulus
(Kontr.), 1M bzw. 1,5 M Saccharose (Sacc), 0,1 M Citronensaure (Citr) und Cycloheximid (Cyx) zum Vergleich. Farbige
Punkte markieren Zellen, die Arc exprimieren, rot: nukledre, griin: zytoplasmatische, blau: nukledre und zytoplasmati-
sche Lokalisation der Arc-RNA. Die Mittellinie befindet sich jeweils am linken Bildrand. schwarz: Umriss von NTS und
Ventrikelsystem, grau: Defekte im Gewebe
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Abbildung 4.15: Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Saccharose und Citronensaure. Zum Vergleich ist
auch die Expression nach Applikation von Kontrollstimulus und Cycloheximid dargestellt. A: Gesamtdichte aller Arc
exprimierenden Zellen. Auf Unterschiede zwischen Geschmacksstimuli und Kontrollstimulus wurde mittels t-Test
getestet (*** p < 0,001) B: Dichte der Arc exprimierenden Zellen, aufgeschliisselt nach intrazellularer Verteilung der Arc-
RNA, schwarz: nukledr (N), weil3: zytoplasmatisch (Z), grau: nukledr und zytoplasmatisch (N+Z). Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte der Arc exprimierenden Zellen pro mm? NTS und Standardfehler. n=2-6
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Abbildung 4.16: Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Bitterstoffen. Die Dichte der Arc exprimierenden
Zellen im gesamten NTS ist fiir alle Stimulationsprotokolle — zweimalige Applikation desselben sowie Kombinatio-
nen verschiedener Bitterstimuli — und Kontrollstimulation (Kontr.) dargestellt. Sowohl die zweimalige Applikation
desselben Bitterstimulus (Balken 2-4) als auch die Applikation von zwei verschiedenen Bitterstimuli zu den Stimulati-
onszeitpunkten (Balken 5-10) fiihrte zu einer signifikant erhdhten Arc-Expression im Vergleich zum Kontrollstimulus
(Balken 1). Unter den Stimuli gab es keine signifikanten Unterschiede. Auf Unterschiede zwischen Kontrollstimulus und
Bitterstimuli wurde mittels t-Test getestet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001), Unterschiede zwischen den Bitterstimuli
wurden mittels Varianzanalyse {iberpriift. Dargestellt sind die Mittelwerte der Arc exprimierenden Zellen pro mm?* NTS
und Standardfehler. n=4-9

Saccharose bzw. Citronensaure ansprechen. Im Falle von Cycloheximid dagegen war der Anteil der
zweimal aktivierten Zellen deutlich erhoht.

4.4 Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Bitterstoffen

Nachdem die bisherigen Experimente ergeben hatten, dass nur die Stimulation mit Bitterstoffen zu einer
signifikant erhohten Arc-Expression im NTS fiihrt, sollte nun die Arc-catFISH-Methode angewandt
werden, um die Verarbeitung der Bittergeschmacksinformation im NTS zu untersuchen. Hierzu wurden
Miuse zu beiden Zeitpunkten mit Bitterstoffen stimuliert. Dabei wurde den Miusen entweder zu beiden
Zeitpunkten derselbe Stimulus présentiert (2x Cyx etc.) oder sie wurden an beiden Zeitpunkten mit
einem anderen Bitterstoff stimuliert. Hierbei wurden alle méglichen Kombinationen der drei Bitter-
stoffe eingesetzt: Cyx/Qui, Cyx/Cuc und Qui/Cuc. Fiir jede Kombination wurden beide moglichen
Reihenfolgen genutzt (Cyx, Qui und Qui, Cyx etc.).

Die zweimalige Applikation von Bitterstoffen fiithrte in jedem Fall zu einer signifikant erhohten Arc-Ex-
pression im gesamten N'TS im Vergleich zur zweimaligen Applikation des Kontrollstimulus (s. Abb. 4.16).
Eine Varianzanalyse ergab, dass zwischen den Bitterstimuli keine signifikanten Unterschiede auftraten.
Dennoch war eine Tendenz erkennbar, dass unter allen Bitterstimuli Cycloheximid die stirkste Expression
hervorrief.

Schliisselt man die Dichte der Arc exprimierenden Zellen anhand der intrazelluliren Verteilung der
Arc-RNA auf, so zeigt sich ein uneinheitliches Bild (s. Abb. 4.17). Sowohl in den Fillen, in denen zweimal
derselbe Stimulus gegeben wurde, als auch nach Applikation zweier verschiedener Bitterstoffe, lag nur
bei einem Teil der Arc exprimierenden Zellen Arc-RNA in beiden Kompartimenten vor. Demnach wurde
nur ein Teil der Zellen durch beide Stimuli aktiviert, selbst wenn es sich dabei zweimal um dieselbe
Substanz handelte. Es ist jedoch der Trend zu beobachten, dass die Dichte zweimal aktivierter Zellen
von 2x Cyx hin zu den Kombinationen abnimmt. Auch bei den iibrigen Zellen, die nur durch einen der
Stimuli zur Expression von Arc angeregt wurden, variiert die Dichte zwischen den Stimuli. Bei manchen
Stimuluskombinationen iberwiegen Zellen, die Arc-RNA im Nukleus aufweisen, bei anderen solche
mit Arc-RNA nur im Zytoplasma. Besonders auffillig ist das Muster nach zweimaliger Stimulation mit

54



4.4 Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Bitterstoffen

mN
oz
20 JEN+Z

10 A

Arc exprimierende Zellen pro mm? NTS

2x 2x 2x 2x  Cyx, Qui, Cyx, Cuc, Qui, Cuc,
Kontr. Cyx Qui Cuc Qui Cyx Cuc Cyx Cuc Qui

Abbildung 4.17: Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Bitterstoffen. Die Arc exprimierenden Zellen sind
nach der intrazelluldren Verteilung der Arc-RNA aufgeschliisselt: schwarz: nuklear (N), wei3: zytoplasmatisch (), grau:
nukledr und zytoplasmatisch (N+Z2). Bei allen Stimuli wurde nur ein Teil der Zellen durch beide Stimuli aktiviert, was
sich durch das Auftreten von Arc-RNA in Nukleus und Zytoplasma dufert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Arc
exprimierenden Zellen pro mm? NTS und Standardfehler. n =4-6

Chinin. Im Gegensatz zu den beiden anderen Fillen, bei denen zweimal derselbe Stimulus appliziert
wurde, traten hier besonders viele Zellen auf, die Arc-RNA im Zytoplasma aufwiesen und demnach nur
durch den ersten Stimulus aktiviert wurden. Eine genaue Betrachtung der Zellen, die nur durch einen
der Stimuli aktiviert wurden, findet sich in Abschnitt 4.4.2.

4.4.1 Verteilung der Arc exprimierenden Zellen im NTS

Wie nach einmaliger Stimulation ist auch die durch zweimalige Stimulation hervorgerufene Arc-Expres-
sion nicht gleichméfliig im NTS verteilt, sondern zeigt deutliche Hiaufungen (vgl. Abb. 4.14). Aus diesem
Grund sollte auch hier die Verteilung der Arc-RNA auf die NTS-Unterteilungen untersucht werden.
Da fiir die folgenden Auswertungen nur solche Zellen ausschlaggebend sind, die durch beide Stimuli
aktiviert wurden, wird die Verteilung nur fiir jene Zellen gezeigt. Die Verteilung bei Betrachtung aller
Arc exprimierenden Zellen war jedoch vergleichbar.

Wie bei den einmal bitterstimulierten Tieren ist die hochste Dichte der durch beide Stimuli aktivierten
Zellen in den rostro-medialen Feldern S1und S2 zu beobachten (s. Abb. 4.18). Wurde zweimal derselbe
Stimulus appliziert, ist die Dichte der Arc exprimierenden Zellen in allen Fillen signifikant hoher als
beim Kontrollstimulus. Im Falle von zweimaliger Stimulation mit Cycloheximid trat auch in Feld S3
eine signifikante Steigerung der Arc-Expression auf, nicht aber bei den beiden anderen Bitterstimuli. Im
Feld S2 war die Dichte Arc exprimierender Zellen nach zweimaliger Cycloheximid-Stimulation zudem
signifikant héher als bei 2xQui oder 2xCuc. Im Ubrigen gab es keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Bitterstimuli (Abb. 4.18 A). Die Verteilung der Arc-Signale fiir die Bitterkombinationen ist in
Abbildung 4.18 B aufgefiihrt. Da sich keine grofen Unterschiede zwischen den beiden Stimulationsrei-
henfolgen der Stimuluskombinationen zeigten, wurden die Daten eines Stimuluspaars zusammengefasst.
Die zusammengefassten Daten sind mit einem Schrégstrich gekennzeichnet (Cyx, Qui und Qui, Cyx
wurden zu Cyx/Qui vereint etc.) und finden sich in Abbildung 4.18 C. Auch bei den Stimuluskombi-
nationen ist die grofSte Dichte der zweimal aktivierten Zellen in den rostro-medialen Feldern SI und
S2 zu beobachten. Allerdings ist die Dichte fiir die Qui/Cuc-Kombinationen in S2 nicht signifikant
hoher als beim Kontrollstimulus. Bei der Cyx/Qui-Kombination ist hingegen auch die Dichte in Feld
S3 signifikant erhoht. Unter den Kombinationen trat in keinem Feld ein signifikanter Unterschied auf.
Vergleicht man Abbildung 4.18 A und C fillt auf, dass die Dichte der zweimal aktivierten Zellen bei den
Stimuluskombinationen insgesamt etwas geringer war als die Dichte zweimal aktivierter Zellen, wenn
zweimal derselbe Stimulus prisentiert wurde.
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Abbildung 4.18: Verteilung der zweimal aktivierten Zellen auf die Subregionen des NTS. A: Nach zweimaliger Applikati-
on desselben Bitterstimulus ist der Giberwiegende Teil der durch beide Stimuli aktivierten Zellen in den rostro-medialen
Subfeldern S1und S2 konzentriert. Im Feld S2 treten zudem Unterschiede der Signaldichte zwischen Cycloheximid (Cyx)
und Chinin (Qui) sowie zwischen Cyx und Cucurbitacin (Cuc) auf. n = 6-9 B: Die Verteilung auf die Subregionen nach
Applikation zweier verschiedener Bitterstimuli ist nicht abhdngig von der Reihenfolge der Stimuli. n =4-5 C: Die Daten
beider Reihenfolgen einer Bitterkombination wurden zusammengefasst (Cyx,Qui und Qui,Cyx werden zu Cyx/Qui
etc.). Auch bei den Bitterkombinationen befindet sich der GroBteil der durch beide Stimuli aktivierten Zellen in den
Subregionen S1und S2. n = 8-9. Mittels Varianzanalyse wurde auf Unterschiede zwischen den Stimuli innerhalb der
Subregion getestet (# signifikant unterschiedliche Mittelwerte). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte der zweimal
aktivierten Zellen pro mm? NTS und Standardfehler.
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Abbildung 4.19: Vergleich der klassischen und neuen Unterteilung des NTS nach zweimaliger Stimulation mit Bitter-
stoffen. A: Nach zweimaliger Applikation desselben Bitterstoffes ist ein klarer Unterschied der Signaldichte zwischen
den gustatorischen und nichtgustatorischen NTS-Teilen zu beobachten. Die Aufteilung nach der neuen Methode fiihrt
zu deutlicheren Unterschieden als die klassische Aufteilung. Die Dichte zweimalig aktivierter Zellen unterscheidet
sich nicht nach Kontrollapplikation. n = 6-9 B: Auch im Falle der Bitterstimuluskombinationen treten Unterschiede
zwischen gustatorischem und nichtgustatorischem NTS deutlicher mit der neuen Methode zutage. n = 6-9. Mittels
Varianzanalyse wurde auf Unterschiede zwischen den Stimuli innerhalb der Subregion getestet. a, b, # signifikant
unterschiedlich gegentiiber Kontrollstimulus. Innerhalb der Stimuli, wurde der t-Test angewendet (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p <0,001). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte der zweimal aktivierten Zellen pro mm? NTS und Standardfehler.

Auch fiir den Fall zweimaliger Bitterstimulation sollte der Vergleich zwischen der klassischen und der
neuartigen NTS-Unterteilung gezogen werden. In Abbildung 4.19 sind beide Unterteilungsarten einander
gegeniibergestellt. Wie bereits nach einmaliger Stimulation mit Bitterstoffen wird mit beiden Untertei-
lungsmethoden ein klares Ungleichgewicht zwischen dem gustatorischen und dem nichtgustatorischen
NTS deutlich. Wie zuvor wird auch hier die Konzentration Arc exprimierender Zellen in den rostro-
medialen Anteilen mit der neuartigen Methode deutlicher, was sich auch in geringeren p-Werten der
Ergebnisse der ¢-Tests dufSert, die durch Sternchen reprisentiert werden. Allerdings ist der Unterschied
hier nicht so ausgeprégt wie zuvor bei den einmal stimulierten Tieren (vgl. Abb. 4.12 B). Bei den Tieren,
die zweimal denselben Stimulus erhielten, ist die Dichte der Arc-Signale unabhéngig von der Unterteilung
in fast allen Fillen signifikant erhoht (a, b bzw. #). Lediglich nach zweimaliger Cuc-Stimulation ist sie
in den nichtgustatorischen Teilen nicht signifikant hoher. Zudem ist sowohl im gesamten NTS als auch
in beiden gustatorischen Teilen die Dichte zweimal aktivierter Zellen nach zweimaliger Cycloheximid-
Stimulation signifikant gegeniiber den anderen Bitterstimuli erhoht (Abb. 4.19 A, a vs. b). Dieser Effekt
diirfte zu einem grofSen Teil auf der erhohten Signaldichte in Feld S2 beruhen (vgl. Abb 4.18 A). Bei den
Bitterkombinationen hingegen ist die Dichte zweimal aktivierter Zellen nur in den gustatorischen Teilen
signifikant erhoht. Unter den Kombinationen gibt es keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4.19 B). In
beiden Fillen zeigte die neuartige Methode eine deutlichere Auftrennung der Signale.

Eine etwas anschaulichere Darstellung der Verteilung auf die NTS-Unterteilungen findet sich in Abbil-
dung 4.20. Hier ist die prozentuale Verteilung der Arc exprimierenden Zellen auf die jeweiligen Untertei-
lungen als Heatmap dargestellt. Je intensiver die Firbung, desto grofier ist der Anteil Arc exprimierender
Zellen in der betreffenden Unterteilung. Zum Vergleich sind jeweils die gesamte Arc-Expression, also
unabhingig von der intrazelluldren Verteilung (total, Graustufen), und die durch beide Stimuli aktivierten
Zellen dargestellt (N+Z, blau). Der Ubersichtlichkeit halber sind nur die Fille zweimaliger Stimulation
mit demselben Stimulus aufgefiihrt. Auffillig ist bei allen drei Bittersubstanzen eine Hiufung der Signale
in den rostro-medialen Feldern S1 und S2, die bei den zweimal aktivierten Zellen noch deutlicher zutage
tritt. Bei der rostral/caudal-Unterteilung ist bei Betrachtung aller Arc-Signale kaum ein Unterschied aus-
zumachen, erst bei den zweimal aktivierten Zellen tritt bei Cycloheximid und Cucurbitacin eine Hiufung
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Abbildung 4.20: Prozentuale Verteilung der Signale auf die NTS-Unterteilungen. Eine Heatmap stellt die prozentuale
Verteilung der gesamten Arc exprimierenden Zellen (grau) sowie der zweimal aktivierten Zellen (blau) auf die NTS-
Unterteilungen dar. Bei allen drei Bitterstoffen tritt eine Haufung in den rostro-medialen Feldern S1und S2 auf. Bei
Cycloheximid (Cyx) sind die Zellen vorwiegend in S2 lokalisiert, wahrend bei Chinin (Qui) und Cucurbitacin (Cuc)
beide Areale etwa gleichviele Signale enthalten. Bei Qui ist auBerdem auffallig, dass die Konzentrierung auf den
rostro-medialen Teil weniger stark ausféllt. Das trifft auch auf die Unterteilung in rostral und caudal zu, die bei Cyx und
Cuc deutlicher ausfallt. Hier zeigen sich erneut die Vorteile der neuen Unterteilungsmethode, die Muster offenbart,
etwa im Fall von Qui, die mit der klassischen Unterteilung verborgen bleiben. n =6-9

im rostralen NTS auf. Die Abbildung verdeutlicht aber auch die Unterschiede zwischen den Stimuli. Bei
Cycloheximid und Cucurbitacin ist die Konzentration auf die Felder S1 und S2 starker ausgeprigt als bei
Chinin. AufSerdem ist bei Cycloheximid im Gegensatz zu den anderen Stimuli eine deutliche Akkumulati-
on in S2 zu sehen. Auch bei der Verteilung auf rostralen und caudalen NTS zeigen sich Unterschiede. Im
Gegensatz zu Cycloheximid und Cucurbitacin ist bei Chinin jedoch kaum eine Abweichung zu bobachten.
Da auch in diesem Fall die neuartige Methode ein genaueres Bild der Verteilung der Arc-Signale zeigte,
wurde sie fiir die folgende Untersuchung herangezogen.

Um die Verarbeitung von verschiedenen Bittersubstanzen im NTS zu untersuchen, wurde die Dichte
der zweimal aktivierten Zellen in den rostro-medialen Feldern S1 und S2 zwischen den Bitterstimuli
und den Kombinationen verglichen (s. Abb. 4.21). Die Signaldichte nach zweimaliger Stimulation mit
demselben Bitterstoff ist jeweils den Kombinationen dieses Bitterstoffs mit einem der anderen gegen-
ibergestellt (Abb. 4.21 A). Mit Ausnahme von 2x Qui vs. Cyx/Qui ist die Signaldichte in jedem Fall
geringer, wenn eine Bitterstoffkombination gewéhlt wurde, als wenn zu beiden Zeitpunkten derselbe
Bitterstoff appliziert wurde. Es wurden also mehr Zellen durch beide Stimuli aktiviert, wenn es sich um
denselben Stoff handelte. Dies weist darauf hin, dass die gustatorische Bitterinformation im NTS durch
iiberlappende, aber nicht identische Zellpopulationen verarbeitet wird. Anhand dieser Daten wurde
ein proportionales Mengendiagramm erstellt, das diese Populationen darstellt (Abb. 4.21 C). Die auf
Cycloheximid reagierenden Zellen stellen die grofite Population dar (rot). Die chininsensitiven Zellen
stellen die kleinste Zahl und iiberlappen vollstindig mit der Cycloheximid-Population (gelb). Die Popula-
tion der Zellen, die auf Cucurbitacin reagieren, schliefllich sind etwas zahlreicher (blau) und zeigen eine
grofle Schnittmenge mit der Cycloheximid-Population (magenta). Jene Zellen, die auf alle Bitterstimuli
reagieren, sind als weifSe Schnittmenge dargestellt.

4.4.2 Vergleich der Starke des ersten und zweiten Stimulus

Bereits bei der Betrachtung der intrazelluliren Verteilung der Arc-RNA nach zweimaliger Bitterstimulati-
on fiel auf, dass bei einem grofien Teil der Arc exprimierenden Zellen die RNA nur in einem Kompartiment
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Abbildung 4.21: Populationen bitterverarbeitender Zellen im gustatorischen NTS. A: Vergleich der Zelldichte zweimal
aktivierter Zellen im gustatorischen NTS nach zweimaliger Stimulation mit demselben bzw. der Kombination dieser Bit-
terstoffe. Mit der Ausnahme von Chinin und der Cyx/Qui-Kombination, werden in allen Fallen mehr Zellen durch beide
Stimuli aktiviert, wenn es sich zu beiden Zeitpunkten um denselben Bitterstoff handelte. Dies weist auf eine Verschal-
tung in getrennten, aber tGiberlappenden Zellpopulationen hin. B: Darstellung der resultierenden bitterverarbeitenden
Zellpopulationen im gustatorischen NTS als proportionales Mengendiagramm. Die Kreise stellen die auf die jeweiligen
Bitterstimuli ansprechenden Zellen dar, die Schnittmengen Zellen, die auf mehr als einen Bitterstimulus reagieren.
C: Die Vereinigung aller drei Mengendiagramme veranschaulicht die Zellpopulationen, die auf Cycloheximid, Chinin
oder Cucurbitacin oder mehrere Bitterstimuli ansprechen. Auf Unterschiede wurde mittels t-Test gepriift (** p < 0,01).
Dargestellt sind jeweils Mittelwerte der zweimal aktivierten Zellen pro mm? NTS und Standardfehler. n=6-9

nachweisbar war. Folglich waren diese Zellen nur durch einen der Stimuli zur Arc-Expression angeregt
worden. Weiterhin handelte es sich je nach Stimulus mal um den ersten und in anderen Fillen um den
zweiten Stimulus, der zu mehr Arc-Expression fiithrte (vgl. Abb. 4.17). Geht man davon aus, dass nur
jene Zellen Arc exprimieren, die durch den jeweiligen Stimulus aktiviert wurden, ist die Dichte der Arc
exprimierenden Zellen ein Maf! fiir die Potenz des Stimulus. Treten mehr Zellen mit Arc-RNA im Zyto-
plasma auf, so war der erste Stimulus potenter, zeigen dagegen mehr Zellen Arc-RNA im Nukleus, war
der zweite Stimulus stirker. Um die Stirken zwischen den Stimuluspaaren besser vergleichen zu konnen,
wurde das Verhiltnis von den Zellen, die durch den ersten Stimulus aktiviert wurden (Z und N+Z), und
den Zellen, die durch den zweiten Stimulus aktiviert wurden (N und N+Z), gebildet. Der dekadische
Logarithmus dieses Verhiltnisses wurde in Abbildung 4.22 aufgetragen. Positive Werte bedeuten, dass
der erste Stimulus stirker war, bei negativen Werten fiihrte der zweite Stimulus zu mehr Arc-Expression.
Bei einem Betrag von 0,18 war der entsprechende Stimulus 1,5-fach stérker, bei 0,30 2-fach und bei 0,48
3-fach.

Betrachtet man den gesamten NTS, so war die Stimulusstérke bei zweimaliger Applikation des gleichen
Stimulus etwa gleich grof8. Nur bei Chinin war der erste Stimulus etwa 1,5-fach potenter als der zweite.
Betrachtet man die Kombinationen von Cycloheximid und Chinin sowie Cycloheximid und Cucurbitacin,
so fiihrte jeweils der Cycloheximid-Stimulus zu einer stirkeren Arc-Expression. Dies stimmt mit den
bisherigen Beobachtungen iiberein, dass Cycloheximid in den meisten Fillen eine hohere Arc-Expression
hervorrief als die iibrigen Bitterstimuli. Bei den Qui/Cuc-Kombinationen ist das Ergebnis weniger
deutlich. Hier scheint Cucurbitacin der etwas potentere Stimulus zu sein, jedoch ist der Standardfehler
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Abbildung 4.22: Vergleich der Starke des ersten und zweiten Stimulus. Der dekadische Logarithmus des Verhéltnisses
der durch den ersten bzw. den zweiten Stimulus hervorgerufenen Signale zeigt, welcher der beiden Stimuli zu einer
hoheren Arc-Expression fiihrte. Positive Werte bedeuten, dass der erste Stimulus starker war, negative entsprechend
das Gegenteil. Bei Betrachtung des gesamten NTS (oben) fiihrte tendenziell der erste Stimulus zu einer starkeren
Arc-Expression als der zweite. Bei den Bitterstimuluskombinationen spiegelt sich die Potenz des Bitterstimulus wider.
Wie zuvor gezeigt flihrte Cycloheximid (Cyx) zur starksten Arc-Expression unter den drei Bitterstimuli. Entsprechend ist
auch bei den Kombinationen jener Stimulus starker, bei dem Cyx appliziert wurde. Vergleicht man die NTS-Untertei-
lungen (Mitte und unten) fallt auf, dass in beiden Féllen im gustatorischen NTS (rostral bzw. S1+52) tendenziell der
erste Stimulus starker war als der zweite. Im nichtgustatorischen NTS (caudal bzw. S3-S6) war tendenziell der zweite
starker. Dies unterstreicht die funktionelle Teilung des NTS, die wiederum bei der neuen Methode deutlicher zutage
tritt. n=6-9

60



4.4 Arc-Expression nach zweimaliger Stimulation mit Bitterstoffen

A B C
* K%

2 70 4 2 70 4 * 2 80 -
~N ~N ~N 70 -
E 60 l E 60 g

1 60
g 50 1 g 504 oL g
c c c 50 -
= 40 A = 40 A 3
N N N 40 1
S 30 S 30 - 3
5 g 5 301
g 20 g 20 g
£ £ g 20 1
5 Ul i nadd
$ o —l 3o . R . . . .

Cyx Qui Cuc Cyx+ Cyx+ Qui+ 1St. 2St. S1 S2 S3 S4 S5 S6

Qui Cuc Cuc

Abbildung 4.23: Vergleich der Arc-Expression nach Applikation von einem bzw. dem Gemisch aus zwei Bitterstoffen.
A: Nach Applikation von einem Bitterstimulus (Cyx, Qui, Cuc) kam es zu einer geringeren Arc-Expression im gustatori-
schen NTS als wenn ein Gemisch aus zwei dieser Bitterstoffe appliziert wurde. n =4-5 B: Im Durchschnitt war die Arc-
Expression nach Applikation der Gemische um 25 % erhdht. n =12-14 C: Der gré3te Anstieg Arc exprimierender Zellen
ist im rostro-medialen Feld S1zu beobachten, was flr eine Aktivierung zusatzlicher gustatorischer Neurone spricht.
Auf Unterschiede wurde mittels t-Test getestet (* p < 0,05, *** p < 0,001). n =12-14. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte
der Arc exprimierenden Zellen pro mm? NTS und Standardfehler.

bei der Reihenfolge ,,Qui,Cuc” recht hoch.

Interessant ist die Betrachtung der gustatorischen gegeniiber den nichtgustatorischen Unterteilungen
des NTS. Bei beiden Methoden war in den gustatorischen Anteilen (rostral und S1+S2) der erste Stimulus
gegeniiber dem Gesamt-NTS tendenziell stirker, was sich in einer Verschiebung des Verhiltnisses zu
hoheren Werten duflerte. Das Gegenteil war in den nichtgustatorischen Anteilen (caudal und S3-S6)
der Fall. Hier waren die Verhiltnisse tendenziell kleiner. Dies weist darauf hin, dass Zellen in den gusta-
torischen Anteilen auf den zweiten Stimulus weniger stark reagierten als auf den ersten, wihrend in
den nichtgustatorischen das Gegenteil der Fall war. Auch in diesem Fall tritt der Unterschied mit der
neuartigen Unterteilung etwas deutlicher zutage.

Ein Kontrollexperiment wurde durchgefiihrt, um den Einfluss einer Bitterstoffmischung auf die Arc-
Expression zu untersuchen. Wenn distinkte Subpopulationen im N'TS existieren, die nicht auf alle Bit-
tersubstanzen reagieren, dann sollte die Stimulation mit einem Gemisch aus mehreren Bitterstoffen
mehr Zellen aktivieren als nur ein Bitterstoff. Um dies zu iiberpriifen, wurden Tiere zum Zeitpunkt
-5 min mit einer Mischung von zwei der verwendeten Bittersubstanzen stimuliert. Alle moglichen Mi-
schungen kamen zum Einsatz: Cycloheximid mit Chinin, Cycloheximid mit Cucurbitacin sowie Chinin
mit Cucurbitacin. Die resultierende ,relevante“ Arc-Expression (vgl. Abschnitt 4.2, S 44) in den rostro-
medialen Feldern S1 und S2 wurde mit der durch Einzelbitterstimulation hervorgerufenen relevanten
Arc-Expression verglichen (s. Abb. 4.23). In allen Fillen fiihrte die Applikation einer Bittermischung zu
einer stirkeren Arc-Expression als die Applikation eines einzelnen Bitterstimulus (Abb. 4.23 A). Nach
Zusammenfassung der Tiere, die einen Bitterstimulus bzw. ein Gemisch bekamen, wird dieser Unter-
schied noch deutlicher. Im Durchschnitt wurden 25 % mehr Zellen durch Applikation der Gemische
aktiviert (Abb. 4.23 B). Die Verteilung der aktivierten Zellen auf die NTS-Unterregionen offenbarte, dass
die Zunahme an Arc-Signalen vorwiegend im Feld S1, also im gustatorischen NTS auftrat (Abb. 4.23 C).
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5 Diskussion

In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert und in den Kontext des
aktuellen Forschungsstands gestellt werden. Zunédchst werden Fragen diskutiert, die die Methodik be-
treffen, anschlieflend werden die Ergebnisse bereits publizierten Daten gegeniibergestellt. Schliefllich
wird die Bedeutung der Ergebnisse fiir die Frage der Bitterdiskriminierung erortert.

5.1 Stimulation und Geschmacksstimuli

5.1.1 Wahl der Geschmacksstimuli

Bei der Wahl der Geschmacksstimuli waren bereits veroffentlichte Studien ausschlaggebend, die die
Weiterleitung von Geschmacksinformation untersuchen. Die meisten Publikationen verwenden die beim
Menschen bekannten Geschmackskategorien und wihlen die Stimuli entsprechend aus. Auch in dieser
Arbeit wurde auf diese Weise vorgegangen, wobei die in der Einleitung dargestellten Vorbehalte stets
beachtet werden sollten (s. Abschnitt 1.1, S. 1). Jede der fiinf allgemein akzeptierten Grundgeschmacks-
richtungen sollte mit mindestens einem Stimulus vertreten sein. In einigen Fillen wurden mehrere Stimuli
pro Geschmacksqualitit eingesetzt. Die einzelnen Geschmacksstimuli werden im folgenden dargestellt.
Eine Ubersicht mit zugehorigen Referenzen findet sich in Tabelle 2.7 auf Seite 20.

Fiir umami kam neben 0,1 M Natriumglutamat die Kombination von 1 M Natriumglutamat mit 0,5 mM
Inosinmonophosphat (IMP) und 30 uM Amilorid zum Einsatz. Der zweite Stimulus sollte eine Art Maxi-
malstimulus darstellen. IMP verstirkt die Geschmacksintensitit von Natriumglutamat bei Nagern und
Menschen.!>!* Amilorid diente zur Blockierung des epithelialen Natriumkanals, der in Nagern eine
spezifische Natriumwahrnehmung vermittelt3° So sollte der Einfluss des Na*-Gegenions ausgeschlos-
sen werden. Eine andere Moglichkeit, den Natriumeinfluss auszuschliefSen, wire die Stimulation mit
Kaliumglutamat, das ebenfalls eine synergistische Verstirkung mit IMP aufweist.1*0

Fiir die Qualitit siify wurde mit 0,5 M Saccharose stimuliert. Zusitzlich wurden bei zweimaliger Sti-
mulation die sehr hohen Konzentrationen von 1M und 1,5 M eingesetzt (sieche Abschnitt 4.3, S. 52).
Zuckerlosungen dieser Konzentrationen sind hyperton und entziehen damit umliegendem Gewebe
Flissigkeit. Wihrend der Experimente kam es in wenigen Fillen dazu, dass Stimulationslésungen in die
Atemwege der Versuchstiere gelangte. In diesen Fillen mussten die Tiere aus dem Versuch ausgeschlossen
werden. Als Alternative zu hochkonzentrierten Zuckerlosungen wiren Siif$stoffe denkbar, von denen
einige beim Menschen bereits in sehr geringen Konzentrationen intensiv siifs schmecken. Jedoch scheint
sich diese Wahrnehmung bei Nagern anders zu verhalten. In Verhaltensexperimenten fithren kiinstliche
Siifistoffe nur zu Priferenzen, die mit denen von verdiinnten Zuckerlosungen vergleichbar sind2° Zudem
sind viele Siifistoffe mit einem Beigeschmack behaftet, der sich ebenfalls auf die Ergebnisse auswirken
konnte."®

Als Salzstimuli wurden eine hypotone (0,1 M) und eine hypertone (0,8 M) Natriumchloridldsung
eingesetzt. Niedrigkonzentrierte NaCl-Losungen sind fiir Nager attraktiv, lI6sen jedoch zunehmend

X. Liu.a., Proc Natl Acad Sci U S A 99 (2002), Nr. 7, S. 4692-4696.

148, Yamaguchi und K. Ninomiya, J Nutr 130 (2000), Nr. 4S Suppl, 9215-926S.

%M. E. Frank, R. F. Lundy Jr. und R. J. Contreras, Prog Neurobiol 86 (2008), Nr. 3, S. 245-263.
G, Q. Zhao u. a., Cell 115 (2003), Nr. 3, S. 255-266.

27, D. Fernstrom u. a., ] Nutr 142 (2012), Nr. 6, 1134S-11418.

SN. Roudnitzky u. a., Hum Mol Genet 20 (2011), Nr. 17, S. 3437-3449,
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Aversion aus, wenn die Konzentration in hypertone Bereiche steigt”> Wie bei den hochkonzentrierten
Saccharoselosungen kam es in wenigen Fillen dazu, dass Versuchstiere ausgeschlossen werden mussten,
weil Stimulationslosung in die Atemwege gelangte.

Citronensiure wurde als Reprisentant fiir die Qualitit sauer zunichst mit einer Konzentration von
30 mM und bei den zweimal stimulierten Tieren mit einer Konzentration von 100 mM eingesetzt (s. Ab-
schnitt. 4.3, S. 52).

Als Bitterstimuli wurden mit Cycloheximid und Chininhydrochlorid zwei etablierte Bitterstimuli
gewihlt. Es handelt sich dabei zudem um je einen Vertreter der ,ionischen (Chinin) und ,nichtionischen®
(Cycloheximid) Bitterstoffe (s. Abschnitt 1.2.1, S. 9). Der dritte Bitterstimulus, Cucurbitacin I, gehort
zur Familie der Cucurbitacine, die durch einen fiir den Menschen extrem intensiven Bittergeschmack
charakterisiert'*® und fiir Miuse stark aversiv sind (Sabine Frenzel, unverdffentlichte Daten). Uberdies
handelt es sich um einen Bitterstoff, der in unserem Labor bereits breite Verwendung findet.

Zusitzlich zu den Stimuli fiir die fiinf Grundgeschmacksrichtungen wurde 0,1 M Ammoniumchlorid
eingesetzt. Dabei handelt es sich um einen Standardstimulus in elektrophysiologischen Experimenten,
der hiufig zur Normalisierung der Nervenaktivitit herangezogen wird.10+140-150

Die Konzentrationen der eingesetzten Geschmacksstimuli wurden so gewihlt, dass eine starke Akti-
vierung der Nerven zu erwarten wire. In den meisten Fillen lag die gewihlte Konzentration im oberen
Bereich der in Elektrophysiologie- und FLI-Studien iiblicherweise eingesetzten Konzentrationen. So wur-
den beispielsweise fiir Cycloheximid Konzentrationen bis 1 mM (hier 0,5 mM) und fiir Chinin bis 30 mM
(hier 10 mM) eingesetzt””>194140:141 1 Falle von Cucurbitacin waren Ergebnisse von Priferenztests und
Ableitungen der Geschmacksnerven aus unserem Labor ausschlaggebend (Sabine Frenzel und Masataka
Narukawa, unverdffentlichte Daten). Als Losungsmittel fiir die Geschmacksstimuli wurde eine wissrige
Losung von 25 mM Kaliumchlorid und 2,5 mM Natriumhydrogencarbonat eingesetzt, die als fiir Men-
schen geschmackfrei beschrieben wurde!* Dieselbe Lésung wurde auch als Kontrollstimulus verwendet.
Vom Einsatz von destilliertem Wasser als Losungsmittel und Kontrollstimulus wurde abgesehen, da
eine Wasserstimulation in FLI-Studien bereits zu erhhter Fos-Expression fiihrte’”-3%15! Leitungswasser
schied ebenfalls aus, da die Zusammensetzung je nach Standort stark variiert und Versuche sich so schwer
replizieren lassen.

5.1.2 Stimulation

Die Versuche wurden an wachen Méusen durchgefiihrt. Fiir die Stimulation wurden die Tiere nicht
narkotisiert, sondern lediglich manuell fixiert, wihrend die Stimulationslésungen iiber einen Zeitraum
von 2 min in die Mundhohle appliziert wurden. Die Stimulation von wachen Miusen erlaubt die Beob-
achtung des Verhaltens wihrend und nach der Stimulation und schlief3t Einfliisse des Narkosemittels und
schwankender Narkosetiefe aus (vgl. Abschnitt 1.2, S. 7).

Wihrend der Stimulation zeigten die Miuse rege Bewegungen der Kiefer- und Zungenmuskulatur
und leckten an der Sonde, tiber die die Losungen appliziert wurden. Wihrend im anisthetisierten Tier
die addquate Stimulation im hinteren Bereich der Zunge, die den GrofSteil der Geschmacksknospen
und insbesondere der Bitterrezeptor exprimierenden Geschmackssinneszellen enthilt, sehr aufwendig

73L. C. Geran und S. P. Travers, ] Neurophysiol 101 (2009), Nr. 3, S. 1598-1612.

R, L. Metcalf, R. A. Metcalf und A. M. Rhodes, Proc Natl Acad Sci U S A 77 (1980), Nr. 7, S. 3769-3772.
104y, Danilova und G. Hellekant, BMC Neurosci 4 (2003), S. 5.

OM. E. Frank und D. A. Blizard, Physiol Behav 67 (1999), Nr. 2, S. 287-297.

7M. E. Frank, R. J. Contreras und T. P. Hettinger, J Neurophysiol 50 (1983), Nr. 4, S. 941-960.

141y, Oka u. a., Nature 494 (2013), Nr. 7438, S. 472-475.

%I E. de Araujo u. a., J Neurophysiol 90 (2003), Nr. 3, S. 1865-1876.

%7S. P. Travers, Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 282 (2002), Nr. 6, R1798-1810.

897, B. Travers u. a., Chem Senses 32 (2007), Nr. 2, S. 129-137.

1317, M. Stratford und T. E. Finger, J Neurosci 31 (2011), Nr. 25, S. 9101-9110.

64



5.1 Stimulation und Geschmacksstimuli

ist 22142 gewihrleisten diese Bewegungen eine vergleichbare Benetzung wie im sich frei verhaltenden Tier.

Nach der Stimulation war spezifisch bei den mit Bittersubstanzen stimulierten Tieren ein als chin rubs
bezeichnetes Verhalten zu beobachten. Dabei senken die Tiere ihren Kopf und schieben die Einstreu mit
ihrer Schnauze iiber den Boden. Dieses Verhalten ist typisch nach Bitterstimulation, tritt aber nicht bei
Stimulation mit anderen Geschmacksqualititen auf®152 Das ebenfalls fiir Bitterstimulation beschriebene
gaping, bei dem die Tiere das Maul weit aufreifien, wurde nur in einigen Fillen beobachtet. Dieses
Verhalten tritt frither als die chin rubs und in unserem Fall bereits wihrend des Stimulationsvorgangs auf
und war daher schwer von den iibrigen Bewegungen des Tieres zu unterscheiden.

Die Stimulationsdauer in anderen Experimenten hingt stark von der eingesetzten Methode ab. Bei elek-
trophysiologischen Ableitungen wird in der Regel nur {iber einen Zeitraum von einigen Sekunden stimu-
liert, wobei der Zeitraum bei Ableitung ganzer Nerven tendenziell etwas linger zu sein scheint |0+153-156
Bei der Untersuchung von Fos-Expression hingegen wird iiber einen deutlich lingeren Zeitraum sti-
muliert. Hiufig wird dabei der Stimulus nicht kontinuierlich sondern in mehreren Wiederholungen
appliziert.®” Die Arbeitsgruppe um Susan Travers nutzt hierfiir eine Technik, bei der die Applikation
von Geschmacksstimuli iiber in die Mundhéhle chirurgisch implantierte Kaniilen erfolgt.>-68:87,89,106
Diese Methode, die im Labor von Ralph Norgren entwickelt wurde, erlaubt es, wachen Tieren iiber einen
langen Zeitraum Geschmacksstimuli zu prisentieren, ohne diese dabei handhaben zu miissen.!*® Ein
anderer Ansatz ist, das natiirliche Trinkverhalten der Tiere zur Stimulusgabe auszunutzen. Um die Tiere
ausreichend zu motivieren, wird ihnen hierzu vor dem Experiment iiber einige Stunden der Zugang
zu Trinkwasser verwehrt. Anschliefiend wird ihnen die Testlosung vorgesetzt, die sie 30 min lang nach
Belieben aufnehmen kénnen!>! Allerdings wurden hierfiir bislang nur attraktive Stimuli verwendet. Eine
zuverldssige und konstante Stimulation mit stark aversiven Losungen, etwa von Bitterstoffen, durch
freiwillige Aufnahme diirfte auf diese Weise nicht moglich sein.

Bei Arc-catFISH-Experimenten ist der experimentelle Ablauf der beschrinkende Faktor der Stimu-
lusldnge. Es muss gewiéhrleistet sein, dass die Stimulation der Geschmackssinneszellen abgeschlossen
ist, bevor ein Transport der induzierten Arc-RNA ins Zytoplasma stattfindet und dann keine eindeutige
Aussage iiber den auslosenden Stimulus mehr méglich wire. Hierbei ist auch zu bedenken, dass nach der
Stimulation unter Umstédnden noch Stimulationslosung in der Mundhoéhle verbleibt, die ebenfalls zur
Aktivierung von Rezeptoren in den Geschmacksknospen fithren kann. Dies ist umso wichtiger, da kein
Auswaschen des Stimulus erfolgte. Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurde eine Stimulationsdauer
von 2 min gewihlt. Aus mehreren Griinden stellte sich dies als geeigneter Zeitraum heraus. Typischer-
weise verhielten sich die Mause wihrend der ersten 60 bis 90 Sekunden relativ ruhig und fingen erst
danach an, sich stérker zu bewegen. Dies kann als Zeichen gewertet werden, dass mit zunehmender
Stimulationsdauer der Stress fiir das Tier steigt. Zudem ist es einem geilibten Experimentator leicht
moglich, das Tier {iber einen Zeitraum von 2 min mit einer Hand sicher zu fixieren und gleichzeitig mit
der anderen Hand den Stimulus zu applizieren. Nur wenn sich die Maus stark bewegte, war es in einigen
Fillen notig, den Griff zu korrigieren. Da die Totung fiinf Minuten nach Beginn des letzten Stimulus
erfolgte, blieben mindestens drei Minuten, um das Verhalten des Tieres zu beobachten.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung eines coronalen Schnitts durch den rostralen NTS der Ratte. Die vier be-
schriebenen Subregionen mit den prominentesten Afferenzen (blaue Pfeile) und Efferenzen (griine Pfeile) sowie der
Tractus solitarius (TS) sind dargestellt. M: mediale Subregion. RC: rostro-centrale Subregion. Sie erhalt den Grofteil der
orosensorischen Afferenzen, insbesondere Geschmacksinformation, und von hier geht der Grof3teil der Efferenzen in
die aufsteigende Geschmacksbahn. RL: rostro-mediale Subregion. Hier enden vornehmlich orotaktile Fasern und nur
wenig Efferenzen in den Nucleus parabrachialis sind beschrieben. V: ventrale Subregion. Hier entspringt ein Grofteil
der Efferenzen in die oromotorischen Kerne der Formatio reticularis. Adaptiert von Bradley u. a. [54].

5.2 Evaluierung der Sechsfeldermethode zur NTS-Unterteilung

Zur Auswertung der Arc-Expression nach Stimulation mit Geschmacksstoffen wurde im Zuge dieser
Arbeit eine neuartige Unterteilung des NTS eingefiihrt (siehe Abschnitt 3.5.3, S. 32). In diesem Abschnitt
soll nun die neuartige Methode der klassischen Unterteilung in einen rostralen und einen caudalen Teil
gegeniibergestellt werden, die parallel zur Analyse herangezogen wurde.

Der Grund fiir eine Unterteilung des NTS liegt darin, dass dieser Hirnnervenkern funktionell heterogen
aufgebaut ist (s. Abschnitt 1.1.3, S. 5). Im rostralen NTS treffen gustatorische und andere sensorische
Afferenzen aus der Mundhohle und dem Nasenrachenraum ein und von hier entspringen die aufsteigende
Geschmacksbahn sowie Efferenzen in oromotorische Hirnstammkerne>* Der caudale NTS hingegen ist
in der Verarbeitung viszeraler Information involviert."’ Trotz dieser funktionellen Trennung ist keine
klare Grenze von rostralem und caudalem NTS mit histologischen Mitteln auszumachen. Aus diesem
Grund hat man die Trennlinie zwischen rostralem und caudalem NTS traditionell an der Stelle gezogen,
an der sich der NTS vom vierten Ventrikel 16st. Dies spiegelt die funktionelle Teilung jedoch nur bedingt
wider. Tatsichlich gehen die orosensorischen Projektionsfelder relativ weit iiber diese Linie hinaus’*
Dennoch wurde bislang keine andere Art der Unterteilung des NTS eingefiihrt.

Zusiatzlich zu unterschiedlichen Funktionen von rostralem und caudalem NTS, sind funktionelle Unter-
schiede auch entlang der medio-lateralen und dorso-ventralen Achsen zu beobachten (vgl. Abb. 5.1 und
Abschnitt 1.1.3, S. 5). So projiziert der ventrale Teil des rostralen NTS (V) vorwiegend innerhalb des Hirn-
stamms, wihrend der Grofiteil der Efferenzen des dorsalen NTS in die néchste Station der aufsteigenden
Geschmacksbahn ziehen, den Nucleus parabrachialis (PbN)>* Im dorsalen NTS wiederum werden zwei
Unterteilungen unterschieden. Wihrend die lateral gelegenen Neurone vornehmlich orotaktil innerviert
werden, gelangt der Grofiteil der gustatorischen Afferenzen zu weiter medial gelegenen Neuronen>*
Insbesondere die funktionellen Unterschiede zwischen lateral und medial gelegenen Neuronen werden
durch die grobe klassische Einteilung in rostral und caudal auler Acht gelassen.

Um die fiir den rostralen NTS beschriebenen Subregionen entsprechend Abbildung 5.1 darzustellen,
sind histologische Fiarbungen notwendig, die die Zytoarchitektur des Gewebes verdeutlichen, wie etwa

$*R. M. Bradley u. a. The Role of the Nucleus of the Solitary Tract in Gustatory Processing. Frontiers in Neuroscience. Boca Raton
(FL), 2007. 1SBN: 978-0-8493-4200-4
M. C. Andresen und D. L. Kunze, Annu Rev Physiol 56 (1994), S. 93-116.
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Maus

rostral

lateral

Abbildung 5.2: Vergleich der rostral/caudal-Unterteilung des NTS zwischen Ratte und Maus. Im Vergleich zur Ratte ist
die typische V-Form des Maus-NTS deutlich gestaucht. Dies wirkt sich auch auf die klassische Definition von rostralem
(rNTS) und caudalem (cNTS) aus. In grau ist die Langsachse des NTS angedeutet. Umriss des Ratten-NTS adaptiert von
Travers [57].

Nissl- oder Faserfirbungen 519 Zudem wurden diese Unterteilungen bislang nur fiir Coronalschnitte
beschrieben. Aus diesen Griinden wurde eine Unterteilung nach rein topologischen Gesichtspunkten in
sechs Subfelder durchgefiihrt. Die Methode und die resultierende Gliederung sind in Abschnitt 3.5.3 auf
Seite 32 beschrieben. So ist eine rasche Unterteilung moglich ohne die Notwendigkeit einer zusétzlichen
Firbung oder Gegenfirbung. Insbesondere der Zeitaspekt war anhand der Vielzahl der zu untersuchenden
Gewebeschnitte ausschlaggebend. Eine dhnliche Methode, die ebenfalls auf rein topologischer Untertei-
lung basiert, wurde bereits fiir coronale Schnitte durch den rostralen NTS beschrieben und mehrfach
angewendet 57:8%106,151,161

Beim Vergleich der neuartigen mit der klassischen Unterteilung zeigte sich in nahezu allen Fillen eine
deutlichere Trennung der Signaldichte zwischen ,gustatorischen® (rostral bzw. S1+S52) und ,nichtgusta-
torischen® (caudal bzw. S3-S6) Unterteilungen (vgl. Abb. 4.12 B, 4.13, 4.19 B, 4.20, 4.22 ab S. 50). Diese
Unterschiede treten insbesondere bei den mit Chinin stimulierten Tieren auf.

Ein Grund hierfiir diirfte in der feineren Unterteilung liegen, statt zwei werden nun sechs Felder unter-
schieden. Zudem scheinen diese sechs Felder genauer mit den tatsdchlichen anatomischen Begebenheiten
tibereinzustimmen. So entspricht die Teilung entlang der Mittellinie etwa der Grenze zwischen rostro-
centraler und rostro-lateraler Unterregion, die den rostralen NTS in Coronalschnitten etwa halbiert
(vgl. Abb. 5.1). Auch ragen die ,gustatorischen Felder S1 und S2 iiber die Trennlinie in den caudalen
Bereich hinein und erfassen so wahrscheinlich mehr der gustatorischen Afferenzen, insbesondere des IX.
Hirnnervs, als der rostrale Teil.

Ein weiteres Problem der rostral/caudal-Unterteilung ist, dass in der Maus die typische V-Form des
NTS im Vergleich zur Ratte und zum Hamster deutlich abgeflacht ist**>”:162 Fiir jene Spezies aber wurde
die klassische Unterteilung urspriinglich beschrieben, da ein Grofiteil der frithen Geschmacksforschung
an Ratte und Hamster durchgefithrt wurde. Die unterschiedliche Form wirkt sich auf die Definition
von rostralem und caudalem NTS aus (vgl. Abb. 5.2). Wihrend die Trennlinie (gestrichelt) in der Ratte
nahezu rechtwinklig zur Langsachse (graue Linie) verlduft, ist sie in der Maus stark angewinkelt. In der
Folge enthilt der als rostral definierte Anteil in der Maus weniger laterale Anteile und der Flichenanteil

%*F.N. Zaidi u. a., ] Comp Neurol 511 (2008), Nr. 6, S. 753-772.

190M. C. Whitehead, J Comp Neurol 276 (1988), Nr. 4, S. 547-572.

%7S. P. Travers, Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 282 (2002), Nr. 6, R1798-1810.
87, B. Travers u. a., Chem Senses 32 (2007), Nr. 2, S. 129-137.

196C. Y. Chan, J. E. Yoo und S. P. Travers, Chem Senses 29 (2004), Nr. 7, S. 573-581.
1517, M. Stratford und T. E. Finger, J Neurosci 31 (2011), Nr. 25, S. 9101-9110.

161C. T. King u. a., ] Neurosci 19 (1999), Nr. 8, S. 3107-3121.

“R. B. Hamilton und R. Norgren, ] Comp Neurol 222 (1984), Nr. 4, S. 560-577.

!2R. D. Sweazey und D. V. Smith, Brain Res 408 (1987), Nr. 1-2, S. 173-184.
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Abbildung 5.3: Alternative Darstellung der Daten aus Abbildung 4.18. Verteilung der durch beide Stimuli aktivierten
Zellen auf die sechs Subfelder des NTS. Die Félle zweimaliger Applikation desselben Bitterstoffs sind den jeweiligen
Kombinationen zweier Bitterstoffe gegeniibergestellt. A: 2x Cyx und 2x Qui vs. Cyx/Qui B: 2x Cyx und 2x Cuc vs.
Cyx/Cuc C: 2x Qui und 2x Cuc vs. Qui/Cuc. n = 6-9. Cyx: Cycloheximid, Qui: Chinin, Cuc: Cucurbitacin. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte der durch beide Stimuli aktivierten Zellen pro mm?” NTS und Standardfehler.

am Gesamt-NTS ist geringer. Dadurch werden vermutlich zusitzliche Signale gustatorischen Ursprungs
dem caudalen NTS zugerechnet.

Die Sechsfeldermethode erlaubt bei der Auswertung der zweimal stimulierten Tiere zudem eine recht
genaue Lokalisierung der aktivierten Zellen. Dies wird deutlich, wenn man die Daten aus Abbildung 4.18,
S. 56, in anderer Weise auftréigt. Dabei wird die Dichte der durch beide Stimuli aktivierten Zellen nach
zweimaliger Applikation desselben Bitterstoffs und nach Applikation der Kombination dieser beiden
Bitterstoffen gegeniibergestellt (s. Abb. 5.3). Hier wird deutlich, dass die Erh6hung der auf beide Stimuli
reagierenden Zellen nach zweimaliger Applikation desselben Stimulus (schwarze und weifie Balken)
gegeniiber den Kombinationen (graue Balken) vor allem in den Feldern S1und S2, also dem gustatorischen
Anteil des NTS auftritt.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass sich die in dieser Arbeit eingefiihrte, neuartige Methode der
NTS-Unterteilung fiir Horizontalschnitte an mehreren Beispielen als der traditionellen Methode iiberle-
gen dargestellt hat. Wie die traditionelle Methode beruht die neuartige auf topologischen Merkmalen
und nicht auf den anatomischen und funktionalen Unterschieden der NTS-Subregionen und ist so rasch
und ohne zusitzliche Firbungen einsetzbar. Ob sich diese Art der Unterteilung auch bei anderen Spezies
bewihrt, deren NTS eine andere Form aufweist, muss durch zukiinftige Experimente geklédrt werden.
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5.3 Die Arc-catFISH-Methode zur Untersuchung der Geschmacksverarbeitung

Auf den folgenden Seiten soll die Eignung der Arc-catFISH-Methode zur Untersuchung der Geschmacks-
verarbeitung erortert werden. Hierzu werden Fragen diskutiert, die die Ergebnisse dieser Arbeit aufge-
worfen haben, und die Ergebnisse in den Kontext bereits veroffentlichter Studien und unveroffentlichter
Experimente unserer Abteilung gestellt.

5.3.1 Identitdt der Arc exprimierenden Zellen

Wie in Abschnitt 1.1.4 auf S. 6 dargestellt, sind die Zellen des NTS in Bezug auf ihre Funktion sehr
heterogen. Es stellt sich also die Frage, welche Funktion die Zellen besitzen, die nach Bitterstimulation
Arc exprimieren.

Die Arc exprimierenden Zellen wiesen stets einen relativ grofSen, runden und heterogen gefiarbten
Zellkern auf. Die ebenfalls zu beobachtenden kleineren, intensiv gefirbten Zellkerne, die vermutlich zu
Gliazellen gehoren,'!* zeigten in keinem Fall A7c-RNA. Um den Zelltyp genau zu bestimmen, kénnten
immunhistochemische Firbungen mit geeigneten Antikorpern eingesetzt werden, die auf Markerproteine
fiir verschiedene Zelltypen ansprechen. Auch die Form und Grofie des Zellkdrpers und der Dendriten
kann Hinweise auf die Funktion einer NTS-Zelle liefern>* Allerdings diirfte es sehr aufwendig sein, die
fiir die entsprechenden Firbungen nétigen Techniken mit einer Arc-catFISH-Analyse zu verbinden.

Es ist unwahrscheinlich, dass es sich um Neurone handelt, die auf Temperaturdnderungen in der
Mundhohle reagieren, da alle Geschmacksstimuli dieselbe Temperatur aufwiesen, aber nicht alle Stimuli
eine erhohte Arc-Expression hervorriefen. Auch Neurone, die auf taktile Stimulation reagieren, sind
unwahrscheinlich, da taktile Reize wihrend der Stimulation unabhingig vom Geschmacksstoff erfolgten.
Wenn es sich um Neurone handelte, die auf Schmerzreize reagieren, wire bei den hochkonzentrierten
Natriumchlorid- und Citronensiurelosungen eine starke Aktivierung zu erwarten gewesen. Dies war
jedoch nicht der Fall.

Die Lokalisierung des Grof3teils der Zellen in den rostro-medialen Teilen des dorsalen NTS spricht
dafiir, dass es sich um gustatorische Neurone handelt. Dieser Teil des NTS erhélt den Grofdteil der
gustatorischen Afferenzen (vgl. Abb. 5.1). Auch die durch Bitterstimulation angeregte Fos-Expression
tritt gehiuft in diesem Teil des NTS auf>”-8%-1% Um zu untermauern, dass es sich um Neurone handelt, die
auf Geschmacksreize reagieren, konnte man die Arc-Expression bei Tieren untersuchen, denen entweder
die Geschmacksnerven durchtrennt wurden oder denen durch genetische Manipulation bestimmte Teile
der Bittergeschmackskaskade fehlen.

5.3.2 Warum fiihren nur Bittersubstanzen zu erh6hter Arc-Expression?

Die einmalige Stimulation zur Etablierung der Methode ergab, dass nur die Stimulation mit Bitterstoffen
zu einer erhohten Arc-Expression fiihrt. Dies war bei allen drei eingesetzten Bitterstimuli der Fall. Bei
allen anderen Geschmacksstoffen war, unabhingig von der Geschmacksqualitit und davon, ob es sich
um einen attraktiven oder aversiven Stimulus handelte, kein Unterschied zum Kontrollstimulus fest-
stellbar (s. Abb. 4.10, S. 48). Eine mogliche Ursache dafiir konnte im Mechanismus der Arc-Induktion
begriindet sein. Im Hippocampus ist eine hochfrequente Stimulation nétig, um die Arc-Expression

M7, F. Guzowski, Hippocampus 12 (2002), Nr. 1, S. 86-104.

**R. M. Bradley u. a. The Role of the Nucleus of the Solitary Tract in Gustatory Processing. Frontiers in Neuroscience. Boca Raton
(FL), 2007. 1SBN: 978-0-8493-4200-4

%7S. P. Travers, Am ] Physiol Regul Integr Comp Physiol 282 (2002), Nr. 6, R1798-1810.

87, B. Travers u. a., Chem Senses 32 (2007), Nr. 2, S. 129-137.

16C. Y. Chan, J. E. Yoo und S. P. Travers, Chem Senses 29 (2004), Nr. 7, S. 573-581.
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anzustofien.!?1122126 Die Frequenzen, die zur kiinstlichen Arc-Induktion mittels elektrischer Stimulation
eingesetzt werden, liegen mit 200-400 Hz deutlich iiber den Frequenzen, die man in den afferenten
gustatorischen Fasern beobachtet. Diese liegen im unteren bis mittleren zweistelligen Bereich und iiber-
schreiten selten 50 Hz 24103154163

Bradley und Kollegen berichten, dass im NTS zwei Typen von Neuronen vorkommen. Zum einen
solche, die eine Alles-oder-Nichts-Antwort liefern. Sobald ein bestimmter Reizschwellwert erreicht ist,
zeigen diese Neurone einen exzitatorischen postsynaptischen Strom (EPSC) mit konstanter Amplitude.
Zum anderen solche, bei denen der EPSC in Abhéngigkeit der Stérke der afferenten Signale kontinuierlich
bis zu einem Plateau ansteigt (s. Abschnitt 1.1.4, S. 6). Erstere treten vorwiegend im Projektionsgebiet der
Chorda tympani auf, haben ein kleines rezeptives Feld und projizieren in die aufsteigende Geschmacks-
bahn. Letztere hingegen integrieren viele Afferenzen, besitzen ein grofies rezeptives Feld und sind so
in der Lage, einkommende Signale zu verstirken und zu modulieren. Sie projizieren vorwiegend in die
oromotorischen Kerne der Formatio reticularisS®”! Es ist denkbar, dass eine ausreichende Aktivierung
der Zelle, die fiir Arc-Expression notwendig ist, nur in den Neuronen mit gestaffelter Antwort vorkommt.
Durch das grofie rezeptive Feld konnten mehr ankommende Signale in einem Neuron zusammenlaufen
und gemeinsam die Arc-Expression auslosen. Das wiirde bedeuten, dass die Arc exprimierenden Zellen
vorwiegend in die Auslosung der Abwehrreflexe involviert sind. Da diese Abwehrreflexe insbesondere
bei bitteren Geschmacksstoffen auftreten,'%%!5? wiirde das auch erkliren, warum nur Bitterstimuli zur
Arc-Expression fithren. Wie in Abschnitt 5.3.6 dargestellt, spricht dies dafiir, dass es sich bei den Arc
exprimierenden Zellen um dieselben handelt, die auch bitterinduzierte Fos-Expression zeigen.

Ein weiterer moglicher Grund leitet sich aus dem Mechanismus der Arc-Induktion ab. Wie in Ab-
schnitt 1.3.1 auf Seite 12 beschrieben, sind mehrere Signaltransduktionswege an der Arc-Induktion betei-
ligt. Auch wenn diese im Detail noch nicht bekannt sind, wurde berichtet, dass der zeitliche Verlauf der
Induktion von den beteiligten Rezeptoren abhingt. Werden Glutamatrezeptoren vom NMDA-Typ und
spannungsabhingige Calciumkanile aktiviert, kommt es zu einer raschen Arc-Transkription. Werden
hingegen metabotrope Glutamatrezeptoren aktiviert, tritt Arc-Expression erst mit einer Verzogerung
von ein bis zwei Stunden auf!?° Es ist denkbar, dass nicht bittere Geschmacksstoffe zu einer Aktivierung
von Zellen im NTS fiihren, in denen eine verzogerte Arc-Expression auftritt. Da der lingste Zeitraum
zwischen Stimulation und Totung der Tiere 30 Minuten betrug, wire eine verzogerte Arc-Expression mit
dem hier verwendeten Protokoll verborgen geblieben. Zur Uberpriifung dieser Theorie wire ein einfaches
Experiment mit einem Intervall von ein bis zwei Stunden zwischen Stimulation und Tétung geeignet.
Es ist jedoch zweifelhaft, ob sich eine eventuelle verzogerte Arc-Expression fiir catFISH-Experimente
eignen wiirde, da alle bislang publizierten Studien auf der schnellen Arc-Expression basieren.

Auch die FLI-Methode scheint nicht fiir alle Geschmacksstimuli gleichermafien gut geeignet zu sein.
So fiithrte die Stimulation mit 0,3 M Saccharose oder 0,3 M Natriumchlorid nicht zu einer verinderten
Fos-Expression gegeniiber Stimulation mit Wasser>”%? Aulerdem tritt bei FLI-Experimenten hiufig eine
relativ starke Fos-Expression bereits ohne Stimulus oder nur bei Wasserstimulation auf. Die Stimulation
mit Geschmacksstoffen fiihrte in einigen Fillen nur zu wenig zusitzlicher Expression 878919 Auch ist die
Fos-Expression nicht spezifisch fiir gustatorische Stimuli. Bereits orotaktile Stimulation durch natiirliches
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12W. Link u. a., Proc Natl Acad Sci U S A 92 (1995), Nr. 12, S. 5734-5738.
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103M. Dahl, R. P. Erickson und S. A. Simon, Brain Res 756 (1997), Nr. 1-2, S. 22-34.
M. E. Frank, S. L. Bieber und D. V. Smith, J Gen Physiol 91 (1988), Nr. 6, S. 861-896.
1633, 1. Sollars und D. L. Hill, J Physiol 564 (2005), Nr. Pt 3, S. 877-893.

%M. Wang und R. M. Bradley, Brain Res 1328 (2010), S. 71-78.
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Verhalten, wie Putzen, kann zu Fos-Expression im NTS fiihren®’

Arc-Expression scheint also spezifisch nur nach Bitterstimulation aufzutreten. Uber die Griinde lisst
sich bislang nur spekulieren. Wie in Abschnitt 1.3.2 auf Seite 13 dargestellt, gibt es mittlerweile jedoch
eine Reihe von Varianten der catFISH-Methode und zumindest eine alternative Technik. Diese beruhen
teils auf der Expression anderer Immediate-early-Gene, wie Homerla, Egrl und Fos. Moglicherweise
eignen sich diese Methoden zur Untersuchung der Verarbeitung nicht bitterer Geschmacksstoffe. Da
das Hauptaugenmerk bei der Charakterisierung von Immediate-early-Genen bislang auf dem Vorderhirn
und speziell dem Hippocampus lag,''® wiire es lohnend, direkt in den Gebieten der Geschmacksverar-
beitung nach rasch induzierten Genen zu suchen, die sich als Aktivitdtsmarker eignen. Durch moderne
Technologien wie Laser-Mikrodissektion und DNA-Microarrays sind Kosten und Aufwand fiir solche
Experimente stark gesunken.

5.3.3 Aktivierung von Bitterzellen durch hochkonzentrierte Salzstimuli

Eine kiirzlich erschienene Publikation zeigt, dass hohe Konzentrationen von Natriumchlorid Bitterrezep-
torzellen aktivieren und dabei dieselben Signalkomponenten eine Rolle spielen wie beim Bittergeschmack.
Die Autoren vermuten, dass die Aversion gegeniiber hochkonzentrierten Salzlosungen durch den Bitter-
signalweg hervorgerufen wird.!*! Die verwendete NaCl-Konzentration lag mit 500 mM etwas unterhalb
jener, die in dieser Arbeit als aversiver Stimulus eingesetzt wurde. Hieraus ergibt sich die Frage, warum bei
den Arc-catFISH-Experimenten nach Applikation der hochkonzentrierten Salzlosung kein Unterschied
in der Arc-Expression im Vergleich zum Kontrollstimulus beobachtet wurde.

Elektrophysiologische Studien haben gezeigt, dass die Neuronentypen in Geschmacksfasern und
NTS, die am stirksten durch Bitterstoffe aktiviert werden, auch auf salzige und saure Stimuli ansprechen.
Allerdings ist die durch Bitterstimulation hervorgerufene Aktivitit deutlich stirkerS® Von einer Neuronen-
population im NTS, die gleichermafSen auf bitter und hochkonzentrierte Salz- und Sauerstimuli reagiert,
wurde bisher nicht berichtet. Bislang wurde nur eine Studie veroffentlicht, die Fos-Expression im NTS
nach Applikation hochkonzentrierter Salzlosungen untersucht. Die Stimulation mit 1000 mM NaCl, nicht
jedoch mit 600 mM NaCl oder darunter, fithrte zur signifikanten Erhéhung der Fos-Expression im NTS.
Vergleicht man jedoch die Verteilung Fos exprimierender Neurone nach Salz- und Chininstimulation,
zeigt sich, dass die Erhohung der Fos-Expression nur teilweise in denselben Unterteilungen des NTS
auftritt. Nach Chininstimulation ist sie fast ausschlie8lich im dorsomedialen Feld zu beobachten >7-8%106
wihrend sie nach Salzstimulation auf mehrere Felder verteilt ist. Eine Erhohung trat zudem nur in ein-
zelnen coronalen Ebenen auf!®’ Dies weist darauf hin, dass durch Stimulation mit Bitterstoffen und
hochkonzentrierten Salzstimuli nicht die gleiche Zellpopulation im NTS aktiviert wird. Da das Muster
der Fos exprimierenden Zellen bei beiden Stimuli Uberlappungen zeigte, ist es moglich, dass ein geringer
Anteil von NTS-Neuronen auf beide Stimuli reagiert.

Bedauerlicherweise beschréinkten sich beide Experimente mit hochkonzentrierten Salzlosungen auf
das Innervationsgebiet der Chorda tympani. Oka et al. arbeiteten an Rezeptorzellen der Pilzpapillen und
Kwak et al. stimulierten nur die vordere Zunge. Bei der Auspragung von Abwehrverhalten scheint jedoch
vor allem die hintere Zunge von Bedeutung zu sein. In den Blitterpapillen und der Wallpapille befinden
sich der Grof3teil der Bitterrezeptoren und der N. glossopharyngeus, der sie innerviert, ist entscheidend

fiir Abwehrreflexe”>161,164
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5.3.4 Warum reagiert nur ein Teil der Zellen auf beide Stimuli?

Eine der offensichtlichsten Fragen, die sich aus den Ergebnissen der Arc-catFISH-Experimente ergibt,
ist, warum nur etwa ein Drittel der Arc exprimierenden Zellen durch beide Stimuli zur Arc-Expression
angeregt wurde. Man konnte annehmen, dass stets dieselben Zellen reagieren, wenn derselbe Stimu-
lus prisentiert wird. Um diese Frage zu kliren, sollten zunichst andere Publikationen zum Vergleich
herangezogen werden, die die Arc-catFISH-Methode eingesetzt haben. Jedoch wurde nur in wenigen
Studien ein Stimulationsprotokoll eingesetzt, bei dem zu beiden Stimulationszeitpunkten auch derselbe
Stimulus verwendet wurde. In der ersten Studie, bei der die Arc-catFISH-Methode zur Anwendung kam,
wurden Neurone des Hippocampus untersucht. Als Stimuli dienten unbekannte Umgebungen, in die die
Versuchstiere zu den betreffenden Zeitpunkten gesetzt wurden. Handelte es sich zweimal um dieselbe
Umgebung, trat bei etwa 70-75 % der Neurone Arc-RNA in Nukleus und Zytoplasma auf!>* Bei drei
weiteren Studien kam eine catFISH-Variante zum Einsatz, die auf der Expression der beiden IEGs Arc
und Homerla beruht (s. Abschnitt 1.3.2, S. 13), die in denselben Neuronen exprimiert werden.'*® Die
Homerla-RNA tritt spiter im Nukleus auf als Arc-RNA und wird so als Indikator fiir den fritheren der
beiden Stimuli genutzt. Bei dieser Technik lag der Anteil doppeltmarkierter Zellen nach Applikation
desselben Stimulus zu beiden Zeitpunkten bei etwa 65 %,'%% 37-47 %> oder etwa 50 %.!*° Es scheint
also ein der Methode inhérentes Phinomen zu sein, dass nur ein Teil der Neurone auf zwei gleiche
Applikationen mit Immediate-early-Gen-Expression reagiert.

Dennoch liegen die in dieser Studie beobachteten Anteile tendenziell unterhalb den zuvor publizierten.
Eine mogliche Erklirung dafiir ist, dass es sich bei der beobachteten Arc-Expression nicht um einen
physiologischen Prozess handelt. Alle bisherigen Arc-catFISH-Experimente wurden in Strukturen des
Vorderhirns durchgefiihrt, vorwiegend im Hippocampus und der Amygdala,'?#!33-135 aber auch in Teilen
des Neocortex.!3%132 Diese Regionen zeigen bereits in unstimulierten Tieren eine basale Arc-Expression.
Im Hirnstamm dagegen ist die Expression von Arc insgesamt sehr gering. Demnach scheint das Arc-Prote-
in unter physiologischen Umstinden im Hirnstamm nicht von grofier Bedeutung zu sein, oder zumindest
eine andere Rolle zu spielen als in den vorgenannten Hirnbereichen, wo auch normales Verhalten zu einer
relativ grofien Zahl von Neuronen mit starker Arc-Expression fiihrt. Wie in Abschnitt 5.1.1 beschrieben,
wurden die Konzentrationen der applizierten Bitterstoffe in Bereichen maximaler Nervenaktivierung
gewihlt und waren damit um GrofSenordnungen {iber der Wahrnehmungsschwelle. Auch eine Stimulation
iber den Zeitraum von zwei Minuten diirfte bei derart hohen Konzentrationen aversiver Substanzen in
der Natur nicht vorkommen. Es ist also denkbar, dass es sich bei der hier beobachteten Arc-Expression
um einen Prozess handelt, der unter natiirlichen Umstianden nicht vorkommt, sondern nur durch die
vergleichsweise starke Stimulation mit Bitterstoffen hervorgerufen werden kann. Zusitzlich spielen mog-
licherweise Sensitivierungs- und Desensitivierungseffekte eine Rolle. Moglicherweise werden manche
Neurone zwar durch den ersten Stimulus zur Arc-Expression angeregt, reagieren in der Folge jedoch
weniger sensibel auf weitere Stimuli. Umgekehrt konnte in anderen Neuronen zwar der erste Stimulus
fir eine Arc-Expression nicht ausreichen, das Neuron aber in einen angeregten Zustand versetzen, bei
dem ein zweiter Stimulus gleicher Intensitit zur Arc-Expression fiihrt.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir den hohen Anteil an Zellen, die bei zweimaliger Applikation
desselben Stimulus nur auf einen der Stimuli reagierten, ist, dass es sich bei den beobachteten Arc
exprimierenden Zellen um verschiedene Neuronentypen mit unterschiedlicher Funktion handelt. Fiir
diese Theorie spricht, dass die Zellen, die nur auf den ersten Stimulus reagierten, tendenziell in einem
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anderen Teil des NTS vorkamen, als die Zellen, die nur auf den zweiten Stimulus reagierten (vgl. Abb. 4.22,
S. 60). Diese Auftrennung scheint dabei den Grenzen zwischen gustatorischem und nichtgustatorischem
NTS zu folgen, die sich wie in Abschnitt 1.1.3 auf Seite 5 dargestellt, in Konnektivitdt und Funktion
unterscheiden.

In den folgenden Abschnitten soll ndher auf die Funktion der Arc exprimierenden Zellen im gustatori-
schen und nichtgustatorischen NTS eingegangen werden.

5.3.5 Funktion der Arc exprimierenden Neurone im nichtgustatorischen NTS

Beim Vergleich der Stirke der beiden Stimuli (vgl. Abb. 4.22) fiel auf, dass im nichtgustatorischen NTS
tendenziell der zweite Stimulus zu mehr Arc-Expression fiihrte als der erste. Da der caudale NTS Affe-
renzen aus dem Gastrointestinaltrakt erhilt, liegt die Vermutung nahe, dass die vermehrte nukledre Arc-
Expression durch eine verzogerte Stimulation von Sensoren im Gastrointestinaltrakt herrithren konnte.
Bitterrezeptoren wurden in vielen Abschnitten des Verdauungstrakts gefunden, angefangen vom Magen
bis zum Colon.!® Die Verzogerung wire in diesem Fall dadurch zu erkliren, dass die Stimulationslésun-
gen zunichst zu den Sensoren, etwa im Diinndarm gelangen miissen. Auch wire es moglich, dass die
Bittersubstanzen in den Blutkreislauf gelangen. So kdnnten sie direkt auf Neurone im NTS wirken, da der
caudale NTS in direkter Nachbarschaft zur Area postrema liegt, die nicht durch die Blut-Hirn-Schranke
geschiitzt wird.

Wiire eine solche verzogerte Aktivierung fiir die beobachteten Unterschiede verantwortlich, so miisste
sie auch bei den einmalig zum Zeitpunkt —30 min stimulierten Tieren auftreten. Auch hier wiirde ausrei-
chend Zeit bis zur Totung vergehen, um eine zeitversetzte Antwort zu beobachten. Dies ist jedoch nicht
der Fall. Wie in Abbildung 4.10 A auf Seite 48 zu sehen, tritt bei keinem der drei Bitterstimuli eine Erho-
hung der nukledren Arc-Signale auf, wenn zum Zeitpunkt —30 min stimuliert wurde. Sie liegt im Gegenteil
auf einem vergleichbaren Niveau wie die zytoplasmatischen Arc-Signale beim Stimulationszeitpunkt
—5 min und ist somit als Hintergrund zu betrachten.

Eine andere Erklérung fiir die stirkere Aktivierung der Zellen im caudalen NTS durch den zweiten
Stimulus liegt im Blutdruck der Tiere. Miuse sind Fluchttiere. Das Entfernen aus dem Kifig, die Fixierung
und die forcierte Stimulation mit stark aversiven Substanzen stellen einen Stressor fiir das Tier dar. Es
ist also denkbar, dass der Stress durch den Stimulationsvorgang eine akute Erhohung des Blutdrucks
zur Folge hat. Der caudale NTS enthilt Neurone, die Information von Barorezeptoren erhalten, und
den Blutdruck iberwachen und regulieren. Es ist ebenfalls bekannt, dass Verinderungen im Blutdruck
die Expression von Fos im caudalen NTS auslésen konnen 168 Moglicherweise ist die beobachtete
Arc-Expression eine Folge des angestiegenen Blutdrucks. Bei zweimaliger Stimulation wiirde die zweite
Stimulation einen grofSeren Stressor darstellen, da die Maus bereits erfahren hat, was sie erwartet. Das
konnte zu einem stirkeren oder schnelleren Anstieg des Blutdrucks und stérkerer Aktivierung der
barosensitiven Zellen des caudalen NTS fiithren. Vergleicht man die prozentuale Verteilung der gesamten
Arc exprimierenden Zellen auf die sechs Unterregionen zwischen Tieren, die einmal oder zweimal mit
Bittersubstanzen stimuliert wurden, zeigt sich der Trend, dass der Anteil Arc exprimierender Zellen nach
zweimaliger Stimulation insbesondere in den caudal gelegenen Feldern S5 und S6 steigt, wihrend er in
den iibrigen Feldern gleich bleibt oder sinkt (s. Abb. 5.4). Dies wiirde die Vermutung stiitzen, dass es
sich um einen Effekt des wiederholten Stimulationsvorgangs handelt. Ob tatsichlich der Blutdruck die
Ursache ist, miisste durch zusitzliche Experimente untersucht werden.
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Abbildung 5.4: Verteilung der Arc exprimierenden Zellen auf die sechs Felder S1-S6 nach ein- oder zweimaliger
Stimulation mit demselben Bitterstoff. A: Verteilung nach einmaliger bzw. zweimaliger Stimulation mit Cycloheximid.
n =5-6 B: Desgleichen fiir Chinin. n =5-9 C: Desgleichen fiir Cucurbitacin. n =4-9. Auf Unterschiede wurde mittels
t-Test getestet (* p < 0,05). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte des Anteils Arc exprimierender Zellen im jeweiligen Feld
und Standardfehler.

5.3.6 Funktion der Arc exprimierenden Neurone im gustatorischen NTS

Wie in Abschnitt 5.3.1 auf Seite 69 dargestellt, handelt es sich bei den Arc exprimierenden Zellen wahr-
scheinlich um gustatorische Neurone. Wie aber werden diese Neurone innerviert und was sind ihre
Projektionsgebiete? Auch wenn der Grof3teil der Arc-Expression in den Feldern S1und S2 zu beobachten
ist, weist der am weitesten rostral gelegene Teil von Feld SI typischerweise nicht sehr viele Arc exprimie-
rende Neurone auf. Die meisten dieser Zellen in Feld SI waren etwas weiter caudal gelegen (vgl. Abb. 4.11,
S. 49 und 4.14, S. 53). Dies weist darauf hin, dass hauptsichlich Afferenzen des N. glossopharyngeus die
Arc exprimierenden Zellen erreichen.

Camille King und Kollegen haben gezeigt, dass in der Ratte die durch Chinin induzierte Fos-Expression
im rostro-medialen Teil des dorsalen NTS stark abnimmt, wenn der N. glossopharyngeus durchtrennt
wird. Damit einhergehend nimmt die Anzahl der sogenannten gapes stark ab, die zu den typischen Ab-
wehrreflexen gehoren.'®! Bei Reinnervierung der Papillen durch den N. glossopharyngeus werden sowohl
Fos-Expression als auch Abwehrverhalten wiederhergestellt.!®* Travers und Kollegen schlieffen aus den
Ergebnissen von King et al. und einer Reihe weiterer Ergebnisse, dass die Rolle des N. glossopharyn-
geus nicht in der Geschmacksdiskriminierung, sondern vor allem in der Ausprigung der Abwehrreflexe
besteht 161:164169.170 Dje Unterscheidung zwischen verschiedenen Geschmackslsungen war nur in den
Fillen gestort, in denen einer oder beide Facialisdste durchtrennt wurden, nicht jedoch bei Durchtren-
nung des N. glossopharyngeus!>'”! Entsprechend besteht die Funktion der nach Chinin-Stimulation
beobachteten Fos exprimierenden Zellen vor allem in der Ausprigung des Abwehrverhaltens und nicht in
der Geschmacksdiskriminierung. Die Lokalisierung und das Verteilungsmuster der Arc-Expression nach
Bitterstimulation ist dem der Fos-Expression sehr dhnlich.>”-8%1% Es ist daher wahrscheinlich, dass die
Arc exprimierenden Zellen im gustatorischen NTS ebenso wie die Fos exprimierenden Zellen eine Rolle
in der Ausbildung der Abwehrreflexe spielt. Dies liefSe sich durch Arc-catFISH-Analysen von Mausen,
denen der IX. Hirnnerv durchtrennt wurde, iiberpriifen.

5.3.7 Vergleich der Anzahl Arc und Fos exprimierender Zellen im NTS

Wie verhalten sich die Zahlen durch Bitterstimulation aktivierter Zellen, die mit der Arc-catFISH-Me-
thode beobachtet wurden, im Vergleich zu anderen experimentellen Ergebnissen? Der Vergleich zu
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Ergebnissen aus FLI-Experimenten ist nicht einfach zu ziehen, da der iberwiegende Teil an Ratten
durchgefiithrt wurde, die ein groferes Gehirn haben als Mause. Die wenigen Studien, die geschmacksin-
duzierte Fos-Expression in der Maus untersucht haben, haben meist coronale Schnitte verwendet und
die Fos-Expression auf eine andere Weise quantifiziert als in der vorliegenden Arbeit. Eine Studie zeigt
Zahlen Fos exprimierender Zellen nur fiir einen Gewebeschnitt im rostralen NTS, der auf der Hohe der
maximalen Fos-Expression in der Ratte liegt3’ Hier wurden nach Stimulation mit Chinin etwa 260 Fos
exprimierende Zellen gezahlt, davon etwa 130 im dorsalen NTS. Allerdings wurde Fos-Expression auch
nach Stimulation mit Wasser in etwa 200 Zellen nachgewiesen, davon etwa 100 im dorsalen NTS. Eine
vorsichtige Hochrechnung unter Beriicksichtigung der grofieren Schnittdicke (30-40 pm im Vergleich zu
14 pm in dieser Arbeit) kann mit einem Faktor von 10 erfolgen, um auf die Fos-Expression im gesamten
NTS zu schlieflen. Dann stiinden im dorsalen NTS nach Chinin-Stimulation etwa 1300 Fos exprimierende
Zellen etwa 860 Arc exprimierenden Zellen gegeniiber (vgl. Tab. 4.2, S. 51). Es ist aber zu bedenken,
dass die Fos-Expression nach Bitterstimulation nur um etwa 30 % gegeniiber Wasserstimulation erhoht
war. Die Arc-Expression nach Bitterstimulation hingegen war im Vergleich zum Kontrollstimulus um
etwa 500 % erhoht. Vermutlich ist also nur ein Bruchteil der in FLI-Experimenten beobachteten Fos-
Expression auf die Stimulation mit Geschmacksstoffen zuriickzufiihren und der Grofiteil auf basale
Fos-Expression oder durch andere Reize ausgeloste Aktivierung im NTS, beispielsweise durch taktile
Stimulation.

Bei den iibrigen Studien kamen keine Bittersubstanzen sondern nur Stimuli anderer Geschmacks-
qualititen zum Einsatz. Nach Stimulation mit 150 mM Natriumglutamat bzw. 150 mM Natriumchlorid
wurden etwa 680 bzw. 384 Fos exprimierende Neurone in neun Standardschnitten im dorsalen NTS
beobachtet. Extrapoliert man anhand der Schnittdicke und des Abstands der Schnitte die Zahlen fiir
den gesamten dorsalen NTS, ergeben sich etwa 2550 bzw. 1441 Fos exprimierende Zellen. Nach Was-
serstimulation waren es etwa 130 Zellen, hochgerechnet etwa 486.1°! Im Vergleich dazu wurden nach
Bitterstimulation etwa 680-860 Arc exprimierende Zellen im dorsalen NTS beobachtet (vg. Tab. 4.2,
S. 51). Da die Stimulation bei Stratford et al. durch freiwillige Aufnahme der Geschmackslésungen nach
23-stiindigem Wasserentzug erfolgte, ist davon auszugehen, dass es zu einer bedeutenden Aufnahme
der Stimulationslosung kam und ein Teil der beobachteten Fos-Expression, insbesondere in den weiter
caudal gelegenen Bereichen des NTS, auf Aktivierung von Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt oder
andere postprandiale Effekte zuriickzufiihren ist.!>!

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Anzahl Arc exprimierender Zellen im N'TS nach Bittersti-
mulation in derselben Gréfienordnung liegt wie die Anzahl Fos exprimierender Zellen nach Geschmacks-
stimulation. Dies weist darauf hin, dass Arc-Expression als Aktivititsmarker ebenso gut oder gar besser
geeignet ist als die vielfach eingesetzte Fos-Expression.

5.3.8 Vergleich der Anzahl Arc exprimierender Zellen im NTS und der Anzahl
bitterverarbeitender Zellen in der Peripherie

Die Frage, wie sich die Zahlen Arc exprimierender Zellen im NTS gegeniiber den Zahlen der bitterver-
arbeitenden Zellen im peripheren Geschmackssystem verhalten, stellte sich als kompliziert heraus, da
keine Zahlen iiber Bitterrezeptorzellen oder bittertransportierende Nervenfasern in der Maus publiziert
sind, die das gesamte periphere Geschmackssystem abdecken. Dies liegt vermutlich daran, dass der
Grofsteil der Geschmacksforschung an Ratten oder Hamstern durchgefiihrt wurde, viele Studien nur
den N. facialis und sein Versorgungsgebiet betrachten, und dass viele, vor allem elektrophysiologische,
Studien nur eine kleine Zahl von Zellen untersuchen 57584

Anhand verschiedener publizierter Ergebnisse soll im folgenden der Versuch einer Hochrechnung

erfolgen, um die Anzahl der bitterverarbeitenden Zellen im peripheren Geschmackssystem abzuschétzen.
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Die Anzahl der Geschmackssinneszellen, die einen bestimmten Bitterrezeptor exprimieren, den Tas2r131,
wurde von Voigt et al. mit etwa 1335 ermittelt. In diese Zdhlung flossen die Geschmackspapillen der Zunge
sowie die Geschmacksknospen in weichem Gaumen und Papilla incisiva ein. Voigt et al. gehen weiter da-
von aus, dass dieser Rezeptor in etwa der Hilfte aller Bitterrezeptorzellen exprimiert wird und schliefien
somit auf etwa 2600-2700 Bitterrezeptorzellen. Uberdies geben sie die Anzahl der Geschmacksknospen,
die diesen Rezeptor enthalten, mit etwa 517 an. Dies waren etwa 81 % aller Geschmacksknospen.l”? Unter
der Annahme, dass alle Geschmacksknospen, die Bitterrezeptoren enthalten, auch den Tas2r131 enthalten,
kann die Anzahl der Nervenfasern abgeschitzt werden, die die Bitterinformation ins Gehirn weiterleiten.
Zaidi und Kollegen berichten, dass in der Maus Pilzpapillen von durchschnittlich 4,1 Nervenfasern inner-
viert werden, die jeweils nur Information aus einer Geschmacksknospe weiterleiten.!”? Vorausgesetzt
die Zahl der Nervenfasern pro Geschmacksknospe ist bei den anderen Nerven gleich, wiirden die 517
Bitterrezeptor exprimierenden Geschmacksknospen von etwa 2120 Nervenfasern versorgt. Geran und
Travers berichten, dass bei Nagern etwa 30 % der Fasern im N. glossopharyngeus am stirksten auf Bit-
terstimuli reagieren.”> Unter der Annahme, dass dieses Verhiltnis bei den iibrigen Nerven etwa gleich
ist, liegen insgesamt also etwa 640 Fasern vor, die am stirksten auf Bitterstimuli reagieren. Nach dieser
groben Abschitzung ist die Zahl der Bitterrezeptorzellen etwa um den Faktor 4 grofier als die der bitter-
sensitiven gustatorischen Nervenfasern. Deren Zahl wiederum liegt in derselben Gréf8enordnung wie
die der etwa 680-860 Arc exprimierenden Zellen im dorsalen NTS nach Bitterstimulation. Dies spricht
tiir eine Konvergenz von Bittergeschmacksinformation von den Rezeptorzellen auf die gustatorischen
Nervenfasern.

Uber die Art der Verschaltung von afferenten Nerven auf die Neurone im NTS ist bislang nicht viel
bekannt5® Die Arbeitsgruppe um Robert Erickson zeigte, dass die Aktivierung in NTS-Neuronen etwa
vier bis fiinffach stirker ausfillt als die Aktivitit in den afferenten Chorda-tympani-Fasern.’*!7> Auch
Vogt und Mistretta berichteten, dass die Grofe des rezeptiven Feldes von Chorda-tympani-Fasern zu
NTS-Neuronen etwa um den Faktor 4 zunimmt, dies ebenfalls einhergehend mit einer hoheren Aktivitit
in den NTS-Neuronen.!”® Diese Ergebnisse weisen auf Konvergenz der Geschmacksinformation auf NTS-
Neurone hin. Gleichzeitig ist bekannt, dass einzelne Fasern der Geschmacksnerven sichim NTS aufspalten
und Synapsen mit mehreren NTS-Neuronen ausbilden.!””1® In einer Studie, die Pseudowutviren als
transneuronale Tracer einsetzte, wurden pro angefirbter Zelle im Ganglion geniculi durchschnittlich zwolf
angefirbte Zellen im rostro-centralen NTS beobachtet5* Bei der Verschaltung der afferenten Nerven mit
NTS-Neuronen treten also sowohl Konvergenz als auch Divergenz auf.

Manche der oben aufgefiihrten Zahlen beruhen auf einer Reihe von Annahmen und sind daher mit
Vorsicht zu betrachten. Da die genauen Zahlenverhiltnisse von Rezeptorzellen, gustatorischen Fasern und
gustatorischen NTS-Neuronen nicht bekannt sind, sind ein Vergleich zu der Anzahl Arc exprimierender
Zellen und mogliche Schliisse fiir die Verarbeitung von Geschmacksinformation schwer zu ziehen.

5.3.9 Die Arc-catFISH-Methode zur Untersuchung weiterer Stationen der
Geschmacksverarbeitung

In den vorhergehenden Abschnitten wurde gezeigt, dass die Arc-Expression ein geeigneter Aktivititsmar-
ker fiir die Untersuchung bitterresponsiver Neurone im NTS ist. Wie steht es mit den nichsten Stationen
der Geschmacksverarbeitung?

In Abschnitt 5.3.6 auf Seite 74 wurde dargelegt, dass die Arc exprimierenden Zellen vermutlich zu den
NTS-Neuronen gehoren, die oromotorische Zentren im Hirnstamm innervieren und somit eine Rolle

2 A, Voigt u. a., Chem Senses 37 (2012), Nr. 9, S. 897-911.

3%, N. Zaidi und M. C. Whitehead, J Neurosci 26 (2006), Nr. 32, S. 8243-8253.
7%G. S. Doetsch und R. P. Erickson, J Neurophysiol 33 (1970), Nr. 4, S. 490-507.
1737, R. Ganchrow und R. P. Erickson, J Neurophysiol 33 (1970), Nr. 6, S. 768-783.
76M. B. Vogt und C. M. Mistretta, ] Neurosci 10 (1990), Nr. 9, S. 3148-3157.

7M. C. Whitehead und M. E. Frank, ] Comp Neurol 220 (1983), Nr. 4, S. 378-395.
7M. C. Whitehead, J Comp Neurol 244 (1986), Nr. 1, S. 72-85.
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5.4 Implikationen der Ergebnisse fiir die Bitterverarbeitung

im Abwehrverhalten spielen. Eine interessante Fragestellung fiir zukiinftige Experimente wire daher,
geschmacksinduzierte Arc-Expression in der Formatio reticularis des Hirnstamms zu untersuchen, mit
hauptsichlichem Augenmerk auf jenen Strukturen, die durch Zellen des gustatorischen NTS innerviert
werden, und die Expression in Zusammenhang mit dem Verhalten der Tiere wihrend und nach der
Stimulation zu setzen.

Die Zellen, die in die aufsteigende Geschmacksbahn projizieren, scheinen nach Stimulation mit Ge-
schmacksstoffen nicht in grofierem MafSe Arc zu exprimieren. Daher stellt sich die Frage, ob die Arc-
catFISH-Methode in hoheren Hirnzentren der Geschmacksverarbeitung eingesetzt werden kann. Bradley
et al. argumentieren, dass die aufsteigend projizierenden Neurone im NTS in einer Alles-oder-Nichts-
Weise reagieren und ein geringes rezeptives Feld aufweisen, also vornehmlich eine Relaisfunktion haben
und nur wenig an der Integration von Information aus mehreren Geschmacksfasern beteiligt sind %671
Wenn dies der Fall ist, konnte die Untersuchung der nichsthoheren Station der Geschmacksverarbeitung,
die in der Maus der Ncl. parabrachialis (PbN) darstellt, ein lohnendes Ziel fiir kiinftige Arc-catFISH-
Studien sein. Arc exprimierende Zellen im PbN wurden im Zuge dieser Arbeit bereits beobachtet, jedoch
nicht systematisch untersucht. Im Nager stellt der PbN ebenfalls einen Scheidepunkt in der Geschmacks-
verarbeitung dar. PbN-Neurone projizieren einerseits tiber den Thalamus in die gustatorischen Cortices
und zum anderen entspringen hier Efferenzen in Strukturen des ventralen Vorderhirns, denen eine Rolle
bei der Steuerung der Nahrungsaufnahme zukommt, wie den lateralen Hypothalamus, die Amygdala
und den Nucleus interstitialis striae terminalis!”?~'8! Diese drei Regionen wurden bereits fiir catFISH-
Experimente herangezogen, jedoch nicht mit dem Ziel die Verarbeitung verschiedener Geschmacksquali-
titen zu untersuchen 3013413513718 Aych der gustatorische Cortex war bereits Gegenstand von catFISH-
Experimenten.!*® Dabei wurde die Arc/Homerla-catFISH-Variante eingesetzt (s. Abschnitt 1.3.2, S. 13).
Diese erleichtert eine Automatisierung der Auswertung und reduziert so den Aufwand der Auswertung,
der durch die Grofie des Areals, die relativ hohe basale Arc-Expression und den grofSen Anteils Arc
exprimierender Zellen, bei manueller Auswertung nicht praktikabel ist.

5.4 Implikationen der Ergebnisse fiir die Bitterverarbeitung

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass im gustatorischen NTS verschiedene, aber iiber-
lappende Populationen von Zellen existieren, die auf Bitterstimulation ansprechen. Unterschiedliche
Populationen sind die Grundlage fiir die Unterscheidung verschiedener Bitterstoffe. Da die beobach-
teten Zellen vermutlich eine Rolle bei der Ausprigung von angeborenem Abwehrverhalten spielen
(vgl. Abschnitt 5.3.6, S. 74), konnten sie eine Grundlage dafiir bieten, verschiedenen Bittersubstanzen mit
unterschiedlichem Verhalten zu begegnen. In Abschnitt 1.2.1 auf Seite 9 wurde dargestellt, dass nicht alle
Bitterstoffe fiir den Organismus gleichermafien schidlich sind, sondern sich auch vorteilhaft auswirken
konnen. Es ist ebenfalls bekannt, dass das angeborene Abwehrverhalten durch erlernte Geschmack-
spriferenzen moduliert werden kann.!®3 Die in dieser Arbeit identifizierten Populationen konnten eine
Rolle in der Unterscheidung von schédlichen und forderlichen Bitterstoffen und der Anpassung der
angeborenen Verhaltensantwort spielen. Ein geeignetes Experiment um diese Hypothese zu untersuchen,
wire, Vertreter dieser beiden Bitterstoffgruppen in einer Arc-catFISH-Studie gegeniiberzustellen und
zusitzlich zur Arc-Expression das Verhalten der Tiere zu beobachten. Bislang ist eine Unterscheidung von
Bitterstoffen anhand ihrer Schédlichkeit fiir den Organismus nicht bekannt. Weder haben giftige Bitter-

stoffe eine geringere Wahrnehmungsschwelle als weniger giftige,'°° noch korreliert das Antwortverhalten

179C. B. Halsell, ] Comp Neurol 317 (1992), Nr. 1, S. 57-78.

180, Yamamoto, R. Matsuo und Y. Kawamura, Neurosci Lett 16 (1980), Nr. 1, S. 5-9.
I8IR. Norgren, Neuroscience 3 (1978), Nr. 2, S. 207-218.

37D, Lin u. a., Nature 470 (2011), Nr. 7333, S. 221-226.

1824, Chung u. a., Learn Memory 18 (2011), Nr. 6, S. 371-374.

183M. M. Galindo u. a., Prog Mol Biol Transl Sci 108 (2012), S. 383-426.

197, I. Glendinning, Physiol Behav 56 (1994), Nr. 6, S. 1217-1227.
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S Diskussion

von bitterresponsiven Neuronen im N'TS klar mit der Toxizitit der Bitterstoffe.””

Wie in Abschnitt 1.2.1 auf Seite 9 dargestellt, enthalten Bitterrezeptorzellen mehrere Bitterrezeptoren.
Kollegen aus unserem Labor haben gentechnisch modifizierte Miuse generiert, bei denen spezifisch
jene Geschmacksrezeptorzellen absterben, die ein bestimmtes Bitterrezeptorgen, Tas2r131, exprimieren
(Anja Voigt et al., unveroffentlichte Daten). In diesen Miusen ist die Tas2r131-Expression im gustatori-
schen Zungenepithel nahezu vollstindig ausgeschaltet. Interessanterweise ist die Expression der {ibrigen
Bitterrezeptoren in unterschiedlichem Mafle beeinflusst. Wihrend einzelne Rezeptoren vollstindig feh-
len, sind die meisten weniger stark exprimiert als in den Vergleichstieren. Allerdings ist die Expression
mancher Rezeptoren scheinbar unverindert. Dies lisst auf eine heterogene Bitterrezeptorzellpopula-
tion auf der Zunge schliefSen (Sandra Hiibner ef al., unveroffentlichte Daten). Die Ausschaltung der
Tas2r131 exprimierenden Zellen hat weiterhin funktionelle Konsequenzen. Einige Bitterstoffe werden
in Kurzzeitpriferenztests unverindert vermieden, wihrend die Aversion gegeniiber anderen reduziert
oder nahezu ginzlich verschwunden ist (Sabine Frenzel et al., unveroffentlichte Daten). Zusitzlich zu
den in dieser Arbeit gezeigten Populationen im NTS scheint es also auch auf der Zunge verschiedene
Populationen von Bitterrezeptor exprimierenden Geschmackssinneszellen zu geben, die sich folglich
funktionell unterscheiden.

Im Hinblick auf die Frage nach der Kodierung der Geschmacksinformation weisen diese Ergebnisse auf
eine Labeled-Line-Verschaltung innerhalb des bitterverarbeitenden Geschmackssystems hin. Es bleibt
zu zeigen, dass die beobachteten Zellen im NTS notwendig und hinreichend fiir die Verarbeitung der
Information des jeweiligen Bitterstoffs sind. Dies konnte durch die gezielte Ausschaltung der aktivierten
Neurone nach Stimulation mit einem Bitterstoff und anschlieffende Verhaltensexperimente geschehen.
Die Schwierigkeit dabei besteht vor allem darin, gezielt nur die aktivierten Neurone und zudem nur die
im NTS aktivierten Neurone auszuschalten.

Alle drei in dieser Arbeit verwendeten Bitterstoffe werden teils durch denselben Bitterrezeptor detek-
tiert. Durch In-vitro-Calcium-imaging-Experimente wurde Chinin als Ligand der Maus-Bitterrezeptoren
Tas2rl05, -108, -115, -126, -137, -140 und -144 identifiziert. Cucurbitacin I aktiviert die Rezeptoren Tas2r105
und -114 und Cycloheximid schliefSlich wurde nur als Ligand des Tas2r105 beschrieben. Alle drei Bitter-
substanzen aktivieren also denselben Rezeptor, Tas2r105, wenn auch Cycloheximid zu einer deutlich
stirkeren Aktivierung fiihrt als die tibrigen Substanzen. Chinin und Cucurbitacin aktivieren zusétzlich
weitere Rezeptoren (Kristina LofSow, unverdffentlichte Daten). Dies ist insbesondere deshalb bemer-
kenswert, da Chinin, das im In-vitro-Experiment sieben Rezeptoren aktiviert, im NTS eine kleinere
Population von Neuronen ansprach als Cycloheximid, das nur den Tas2r105 aktiviert (s. Abb. 4.21, S. 59).
Zudem iiberlappte die Population der ,,Chinin-Neurone“ vollstindig mit der der ,,Cycloheximid-Neurone*.
Offensichtlich ist also die Betrachtung der Rezeptoren allein nicht ausreichend, um die Frage nach der
Diskriminierung von Bitterstoffen zu kléren.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass verschiedene Bittersubstanzen
auf Ebene des NTS verschiedene, aber {iberlappende Neuronenpopulationen aktivieren. Diese Neurone
sind vermutlich in die Steuerung der Abwehrreflexe involviert und kdnnten so die Grundlage fiir ein
divergentes Verhalten gegeniiber schidlichen und harmlosen oder niitzlichen Bitterstoffen darstellen.

Die Erforschung einer moglichen Verbindung zwischen den Populationen bitterverarbeitender Zellen
auf der Zunge und im N'TS ist eines der wichtigsten Ziele zukiinftiger Experimente. Fiir diesen Zweck las-
sen sich die gentechnisch modifizierten Miuse mit ausgeschalteter Tas2r131-Zellpopulation heranziehen.
Die Stimulation sollte mit Bitterstoffen erfolgen, deren Rezeptoren in diesem Mausmodell entweder
unverindert, reduziert oder nicht mehr exprimiert werden bzw. gegeniiber denen das Aversionsverhalten
nicht, teils oder ginzlich reduziert ist. Die Charakterisierung der Arc-Expression nach entsprechender
Stimulation konnte Aufschliisse iiber die Bitterverarbeitung von der Zunge bis in den NTS liefern.

9T, R. Scott und G. P. Mark, Brain Res 414 (1987), Nr. 1, S. 197-203.
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Zusammenfassung

Intensive Forschung hat in den vergangenen Jahrzehnten zu einer sehr detaillierten Charakterisierung
des Geschmackssystems der Sdugetiere gefithrt. Dennoch sind mit den bislang eingesetzten Methoden
wichtige Fragestellungen unbeantwortet geblieben. Eine dieser Fragen gilt der Unterscheidung von
Bitterstoffen. Die Zahl der Substanzen, die fiir den Menschen bitter schmecken und in Tieren angeborenes
Aversionsverhalten auslosen, geht in die Tausende. Diese Substanzen sind sowohl von der chemischen
Struktur als auch von ihrer Wirkung auf den Organismus sehr verschieden. Wihrend viele Bitterstoffe
potente Gifte darstellen, sind andere in den Mengen, die mit der Nahrung aufgenommen werden, harmlos
oder haben sogar positive Effekte auf den Korper. Zwischen diesen Gruppen unterscheiden zu konnen,
wire fiir ein Tier von Vorteil. Ein solcher Mechanismus ist jedoch bei Sdugetieren nicht bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Verarbeitung von Geschmacksinformation in der
ersten Station der Geschmacksbahn im Mausgehirn, dem Nucleus tractus solitarii (NTS), mit besonderem
Augenmerk auf der Frage nach der Diskriminierung verschiedener Bitterstoffe. Zu diesem Zweck wurde
eine neue Untersuchungsmethode fiir das Geschmackssystem etabliert, die die Nachteile bereits verfiig-
barer Methoden umgeht und ihre Vorteile kombiniert. Die Arc-catFISH-Methode (cellular compartment
analysis of temporal activity by fluorescent in situ hybridization), die die Charakterisierung der Antwort
grofier Neuronengruppen auf zwei Stimuli erlaubt, wurde zur Untersuchung geschmacksverarbeitender
Zellen im NTS angewandt.

Im Zuge dieses Projekts wurde erstmals eine stimulusinduzierte Arc-Expression im NTS gezeigt. Die
ersten Ergebnisse offenbarten, dass die Arc-Expression im NTS spezifisch nach Stimulation mit Bitter-
stoffen auftritt und sich die Arc exprimierenden Neurone vornehmlich im gustatorischen Teil des NTS
befinden. Dies weist darauf hin, dass Arc-Expression ein Marker fiir bitterverarbeitende gustatorische
Neurone im N'TS ist. Nach zweimaliger Stimulation mit Bittersubstanzen konnten {iberlappende, aber ver-
schiedene Populationen von Neuronen beobachtet werden, die unterschiedlich auf die drei verwendeten
Bittersubstanzen Cycloheximid, Chininhydrochlorid und Cucurbitacin I reagierten. Diese Neurone sind
vermutlich an der Steuerung von Abwehrreflexen beteiligt und kdnnten so die Grundlage fiir divergentes
Verhalten gegeniiber verschiedenen Bitterstoffen bilden.
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Abstract

Intense research in the past decades has led to a detailed understanding of the mammalian taste system.
Some important issues, however, have remained unanswered with the established methods that have
been applied so far. One of these questions is whether different bitter substances can be distinguished.
There are thousands of compounds which taste bitter to humans and elicit innate aversive behavior in
animals. Moreover, these bitter substances are very heterogeneous regarding their structure as well as
their effect on the organism. While many bitter tastants are potent poisons, others are harmless or even
have beneficial effects in the amounts that are typically ingested. The ability to discriminate between
those groups of bitter tastants could be an evolutionary advantage. Such a mechanism, however, is not
known for mammals.

The aim of this thesis was to study the processing of taste information in the first station of gustatory
processing in the mouse brain, the nucleus of the solitary tract (NTS). Of particular interest was the
question concerning discrimination of bitter tastants. To this end a new method was established for the
taste system combining the advantages of methods used before while circumventing their disadvantages.
The Arc catFISH method (cellular compartment analysis of temporal activity by fluorescent in situ
hybridization), which allows the characterization of responses of large neuron populations to two stimuli,
was used to analyze taste-processing cells in the NTS.

In the course of this project a stimulus-induced Arc expression in the NTS was shown for the first
time. The results demonstrated that Arc expression in the NTS appears specifically after stimulation
with bitter tastants and that the Arc expressing neurons are located primarily in the gustatory part of
the NTS. This indicates that Arc expression is a marker for bitter-processing gustatory neurons in the
NTS. Upon stimulating twice with bitter compounds, distinct, yet overlapping neuron populations were
identified, that reacted differently to the three bitter substances cycloheximide, quinine hydrochloride,
and cucurbitacin I. Presumably these neurons are involved in the regulation of aversive reflexes and could
form a basis for divergent behavior towards different bitter substances.
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A Anhang

A.1 Programm der Fixierung und Acetylierung mittels Farbeautomat

Tabelle A.1: Ablauf der Fixierung und Acetylierung

Reagens Zeit

4% PFAin PBS 10min

0,9 % NaCl 2 min
0,9 % NaCl 2 min
manuelle Acetylierung
PBS 2 min
0,9 % NaCl 2 min
30 % Ethanol 2 min
50 % Ethanol 2 min
70 % Ethanol 2 min
80 % Ethanol 2 min
95 % Ethanol 2 min

100 % Ethanol 2 min
100 % Ethanol 2 min

Die Zusammensetzung der Losungen finden sich in Abschnitt 2.8.2 auf Seite 21.

A.2 Anordnung auf der Arbeitsflache des Pipettierautomaten

Objekttragerhalter Objekttragerhalter Reagenzienbehilter
»Te-Flow” »Te-Flow” 4x 400 ml 4x 6% 6x 32x
temperierbar temperierbar beheizt 1000 ml 320ml 100ml 2ml
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Abbildung A.1: Anordnung auf der Arbeitsflache des Pipettierautomaten. vgl. Tab. A.2 Formamid 1: 2x SSC, 50 % Form-
amid; Formamid 2: 1x SSC, 50 % Formamid; BR: Blockierreagens in MWB; MeOH: 0,6 % H,0, in Methanol; Anti-Dig: Anti-
Dig-POD in TNB; PK: Proteinase K in PK-Puffer; Hyb: Hybridisierungspuffer; Cy3: Avidin-Cy3 in TN; TSA: Tyramid-Biotin
in Amplification Diluent.
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A Anhang

A.3 Programm der automatischen In-situ-Hybridisierung

Tabelle A.2: Ablauf der In-situ-Hybridisierung

Volumen inpul  Reagens Anzahl Zyklen  Zeit pro Zyklus Temperatur
300 0,6 % H,0, in Methanol 5 5 min 25°C
300 PBS 7 Smin 25°C
300 0,2M HCl 2 5min 25°C
300 PBS 4 5min 25°C
400 PK-Puffer 1 S min 25°C
300 Proteinase K in PK-Puffer 2 10 min 25°C
300 PBS 7 5 min 25°C
300 4% PFA in PBS 2 Smin 25°C
300 PBS 7 5min 25°C
300 Hybridisierungspuffer 2 15 min 25°C
Aufheizen auf 64°C
300 RNA-Sonde in Hybridisierungspuffer 2 180 min 64°C
300 5% SSC 5 S min 62°C
350 2x SSC, 50 % Formamid 5 Smin 62°C
350 1x SSC, 50 % Formamid 5 S min 62°C
300 0,1x SSC 4 S min 62°C
Abkiihlen auf24°C
300 NTE 4 5min 24°C
300 20 mM Iodacetamid in NTE 6 5min 24°C
300 NTE 4 Smin 24°C
300 TN 2 5min 24°C
300 4 % Lammserum in TN 6 5min 24°C
200 TN 4 Smin 24°C
300 TNB 2 10 min 24°C
200 TN 2 Smin 24°C
300 MWB 2 Smin 24°C
350 Blockierreagens in MWB 2 10 min 24°C
300 MWB 2 Smin 24°C
200 TN 4 5Smin 24°C
300 TNB 4 10 min 24°C
350 Anti-Dig-POD 1:500 in TNB 2 30 min 24°C
200 TN 6 Smin 24°C
250 Tyramid-Biotin in Amplification Diluent 1 30 min 24°C
200 TN 4 Smin 24°C
300 Avidin-Cy3 1:1000 in TN 2 30 min 24°C
200 TN 4 5min 24°C
300 0,3uM DAPIin TN 2 5min 24°C
200 TN 4 5min 24°C
400 deionisiertes Wasser 3 5min 24°C

Die Zusammensetzung der Losungen finden sich in Abschnitt 2.8.3 auf Seite 21.

96



A.4 Rohdaten

Tabelle A.3: Rohdaten der einmal stimulierten Tiere

A.4 Rohdaten

. . Anzahl  Schnitte Fliche Arc exprimierende Zellen
Stimulus Zeitpunkt
Tiere  analysiert inmm® gesamt N Z N+Z
Kontr. -5 min 3 29 37,6 204 167 32 5
—30 min 3 30 40,3 232 20 196 16
NH,CI —5min 2 6 9,3 78 66 11 1
—30min 2 8 91 39 5 33 1
NaGlu -5 min 2 7 9,5 79 65 14 0
—30 min 2 7 6,8 22 2 20 0
NaGlu +I +A —5min 2 8 10,1 49 49 0 0
—30 min 2 7 9,1 38 12 26 0
Sacc —S5min 2 5 7,2 52 41 10 1
—30min 2 9 10,2 43 11 31 1
NaCl niedrig -5 min 2 6 7,1 50 35 11 4
-30 min 2 9 11,6 39 22 16 1
NaCl hoch —5min 3 13 14,0 132 90 36 6
—30min 2 9 8,4 85 19 63 3
Citr —5min 2 8 11,7 103 84 14 5
—30 min 2 8 9,9 75 31 43 1
Cyx —5min 3 30 39,6 1063 980 70 13
—30 min 2 17 21,1 617 39 566 12
Qui —5min 2 15 21,5 751 637 90 24
—30min 3 32 39,0 1468 155 1201 112
Cuc -5 min 2 25 31,0 719 666 41 12
—30min 2 15 17,6 519 28 483 8
Cyx+Qui —5min 4 38 46,8 1549 4505 40 4
Cyx+Cuc -5 min 4 44 48,9 1872 1777 84 11
Qui+Cuc -5 min 4 43 46,1 1539 1464 72 3
gesamt 61 428 523,3 11522
Tabelle A.4: Rohdaten der zweimal stimulierten Tiere
. Anzahl  Schnitte  Fliche Arc exprimierende Zellen
Stimulus
Tiere  analysiert inmm? gesamt N Z N+Z
2x Kontr. 6 85 86,6 672 444 159 69
2x 1 M Sacc 2 7 11,1 119 77 29 13
2x 1,5M Sacc 2 5 9,6 98 65 23 10
2% 0,1 M Citr 2 5 9,4 144 90 43 11
2x Cyx 6 68 83,7 3924 1273 1455 1196
2x Qui 9 82 106,1 3995 927 2164 904
2x Cuc 9 87 118,1 3926 1351 1656 919
Cyx, Qui 4 35 44,5 1702 555 785 362
Qui, Cyx 5 55 64,3 2017 1045 584 388
Cyx, Cuc 4 39 50,1 2032 645 1058 329
Cuc, Cyx 4 35 47,3 1645 761 572 312
Qui, Cuc 4 38 52,3 1607 781 585 241
Cuc, Qui 5 52 70,2 2447 784 1305 358
gesamt 62 568 753,3 24328
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