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1 Einleitung

1.1 Konnektomik

Samtliche neuronale Verbindungen eines Nervensystems werden als Konnektom
zusammengefasst. Der Begriff ,,Konnektom* setzt sich aus dem englischen Wort ,,connection®,
also ,,Verbindung“ und dem griechischem Suffix —om zusammen. In der zelluldren und
molekularen Biologie bedeutet das Suffix —om bei der Verwendung von Substantiven: ,,alle
einzelnen Bestandteile eines betrachteten Kollektivs® (Oxford English Dictionary). Die
Erforschung der neuronalen Konnektome wird dem Fachgebiet der Konnektomik zugeordnet.
Historisch gesehen wurde mit dem Wort ,,Genom*, welches von dem deutschen Botaniker Hans
Winkler im Jahr 1920 geprdgt wurde, das Fundament fiir zahlreiche weitere ,,—om*
Arbeitsbereiche in der Naturwissenschaft gelegt. In den nachfolgenden Jahrzehnten sind viele
weitere ,,-om* Begriffe entstanden. Das Proteom bezeichnet die Gesamtheit der Proteine in
einer Zelle oder Region eines Organismus und wird u.a. im Nervensystem verschiedener
Spezies intensiv untersucht (Neuroproteomics) (Wille et al., 2015; Weiss et al., 2014; Lessner
et al.,, 2010). Das Metabolom ist folglich die Gesamtheit der Molekiile des Metabolismus
(Holtorf et al., 2002). Urspriinglich zuriickzufiihren ist der Begriff des Konnektoms auf die
Arbeitsgruppen um die Neurowissenschaftler Olaf Sporns von der Indiana Universitét, sowie
Patric Hagmann von der Universitit Lausanne, die den Begriff des Konnektoms unabhéngig
voneinander in ihren Publikationen einfiihrten (Sporns et al., 2005; Sporns, 2011a; Hagmann,
2005). Hervorzuheben ist, dass nicht nur einzelne Verbindungen an sich, sondern auch
Gliederungen (Hierarchien) sowie Sortierungen von Regionen (Knoten), Verbindungs-
Gewichte und Lateralitits-Eigenschaften wichtige Komponenten eines Konnektoms sein
konnen.

Das Ziel der Konnektomforschung ist die Erstellung kompletter neuronaler Netzwerke
unterschiedlicher Spezies. Von besonderem Interesse ist die Kartierung des menschlichen
Gehirnes mit den etwa 86 Milliarden (Azevedo et al., 2009) Neuronen und ihren Synapsen. Die
Problematik beim Studium von komplexen Nervensystemen von Wirbeltieren besteht zum
einen in der héheren Anzahl der Neurone und ihrer Verbindungen und der damit verbundenen
hoheren Komplexitit, zum anderen unterliegt das Nervensystem infolge seiner neuronalen
Plastizitdt dynamischen Prozessen, die zu Verdnderungen der Konnektivitét fithren (Bargmann,
2012). Aufgrund dieser Vielschichtigkeit wurden auch Konnektome einfacherer Vielzeller
generiert. Anfang des 20. Jahrhunderts wurden erste Beschreibungen von Konnektivitdten in
einfachen Nervensystemen beispielsweise an Spulwiirmern und GroBkopfringelnattern
vorgenommen (Goldschmidt, 1908; Goldschmidt, 1909). Im Jahr 1986 gelang unter
Zuhilfenahme eines Elektronenmikroskops die komplette Kartierung der 302 Neurone des
Fadenwurms C. elegans mit seinen rund 7000 Synapsen (White et al., 1986) (Abbildung 1).



Spéter konnte mit weiter fortgeschrittenen Methoden das Konnektom von C. elegans erginzt
werden (Varshney et al., 2011). Weitere aktuelle Informationen zu C. elegans sind auf den

Internetseiten http://www.wormatlas.org und http://www.openworm.org enthalten.
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Abbildung 1: Uberblick iiber das Konnektom oder die Verbindungsmatrix des Nervensystems von C. elegans.
Die farblich illustrierten Punkte mit den dazugehdrigen Abkiirzungen reprisentieren die einzelnen Neurone. Die
Linien zwischen den Punkten stellen die jeweiligen Verbindungen dar (© Ph. D. D. Chklovskii).
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Der Anfang der humanen Konnektomforschung wurde mit der detaillierten Beschreibung von
strukturellen und funktionellen Hirnarealen gemacht. Neuronale Strukturen von Primaten
(Bailey et al., 1940; Fellemann und van Essen, 1991) und speziell des Menschen (Bailey und
von Bovin, 1951) wurden untersucht und miteinander verglichen (Miranda-Dominguez et al.,
2014). In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Projekte in der humanen
Konnektomforschung etabliert. Dazu zdhlt exemplarisch das amerikanische Human
Connectome Project (http://www.humanconnectomeproject.org), das chinesische Brainnetome
Project (http://www .brainnetome.org/en/), das Open connectome Project
(http://www.openconnectomeproject.org), sowie das NIH Human Connectome Project
(http://www.humanconnectome.org/). Die im Jahr 1992 untersuchten Konnektivititen der
Makaken (Stephan et al., 2000) sind auf der Website http://www.cocomac.org zu finden.

Grundvoraussetzung fiir die Konnektomanalyse ist ein standardisierter Arbeitsablauf zur
Erfassung der Konnektivititen (Zakiewicz et al., 2011). Fiir die Auswertung und Interpretation
der komplexen Konnektomdaten wird die Graphenanalyse und Netzwerkanalyse verwendet
(Stephan et al., 2001; Rubinov und Sporns, 2010; Kaiser, 2011). In der Graphentheorie (Diestel,
2017) entsprechen neuroanatomische Regionen jeweils den Knoten (nodes) und axonale
Verbindungen den Kanten (edges) (Butts, 2009). Die Bezeichnung der Elemente ist von der



rdumlichen Auflésung der Betrachtung abhingig. Die Betrachtungsebenen gliedern sich
grundsétzlich in die Mikroskala, Mesoskala und Makroskala (Swanson und Lichtman, 2016).
Auf der ,,Mikroskala®, deren Auflosung im Mikrometerbereich liegt, werden einzelne Neurone
und ihre Synapsen abgebildet. Die ,Mesoskala®“ stellt strukturelle und funktionelle
Neuronenpopulationen mit einer Auflésung von bis zu mehreren 100 Mikrometern dar. Grof3e
neuronale Regionen werden im Millimeter- bis Zentimeterbereich aufgeldst und werden der
,Makroskala“ zugeordnet. Je nach Betrachtungsebene kommen unterschiedliche noninvasive
oder invasive Methoden zum Einsatz (Rah et al., 2015; Sporns et al., 2005).

In der Neuroinformatik wird die Verarbeitung von Informationen in komplexen neuronalen
Systemen untersucht. Verschiedene Software-Projekte wurden fiir die Kartierung,
Administration, Speicherung, Analyse und Visualisierung der groBen Mengen von
Konnektomdaten (Big Data) etabliert. Zu erwéhnen ist das Connectome Viewer Toolkit
(Gerhard et al., 2011), neuroVIISAS (Schmitt und Eipert, 2012), NeuARt II (Burns et al., 2006),
die Datenbank CoComac (Stephan et al., 2001) sowie die Anwendung der CocoTools
(Blumenfeld et al., 2014).

Die funktionelle Konnektomik befasst sich mit der Analyse von dynamischen Prozessen
zwischen Elementen (Neurone) oder Regionen in einem Nervensystem (Sporns, 2011a). Von
besonderem Interesse ist die Erforschung der physiologischen und pathologischen Prozesse,
um einerseits ein besseres Verstindnis der Funktionsweise zu erlangen (Schmitt et al., 2014;
Schmitt et al., 2012a; Briggmann et al., 2011; Geerling, 2006; Pérez-Manso et al., 2006;
Fellemann und van Essen, 1991), andererseits um neurologische und psychiatrische
Erkrankungen deterministisch zu verstehen, neuronale Dynamik vorherzusagen und innovative

Therapieansdtze zu entwickeln (van Essen und Barch, 2015; Kaiser, 2013).

1.2 Tract-tracing

Vor der Anwendung von Tract-tracing Substanzen zur Erkennung neuronaler Verbindungen
wurde die ,,Wallersche Degeneration® (Waller, 1850) verwendet, um Verbindungen zu
beschreiben. Die degenerierten Axonterminalen konnten nach den Lésionen mit
Silberfarbungen dargestellt werden (Hoff, 1932; Glees, 1946; Nauta und Gygax, 1951; Fink
und Heimer, 1967). Eine weitere Methode zur Darstellung von ganzen Neuronen ist die Golgi-
Imprégnation, die jedoch nicht geeignet ist, um lidngere Verbindungen im Nervensystem
sichtbar zu machen (Ramoén y Cajal, 1909).

Eine Voraussetzung fiir das neuronale Tract-tracing ist der 1948 entdeckte ,,axonale Fluss* bzw.
axonale Transport (Weiss und Hiscoe, 1948). Auch die passive Diffusion durch die Lipid-Phase
von Myelinscheiden wurde sehr viel spiter genutzt, um neuronale Verbindungen aufzudecken.
Tract-tracing basiert auf der Applikation (stereotaktische Injektion geldster Tracing-
Substanzen, Platzierung von Kristallen in der Zielregion, Schwammbetupfung) von neuronalen
Tract-Tracern (Pomerat et al., 1967; Weiss und Holland, 1967; Goldberg und Kotani, 1967;
Grafstein, 1968; Lasek et al., 1968; Grafstein, 1969; Kristensson und Olsson, 1971; LaVail und



LaVail, 1972; LaVail, 1975; Mesulam, 1982). Diese markieren einzelne Neurone oder
neuronale Pfade sowie deren Verlauf bis zu dem jeweiligen terminalen Axon. Eine Ubersicht
iiber nicht virale Tract-tracing Substanzen gibt Tabelle 1.

Mitte der 60er Jahre wurde herausgefunden, dass der anterograde Transport durch Axone zur
Markierung von Axonen und damit neuronalen Verbindungen verwendet werden kann (Taylor
und Weiss, 1965; Lasek et al., 1968). Hierbei werden radioaktiv markierte Aminosauren
zundchst von Perikaryen mittels Endozytose aufgenommen. AnschlieBend werden sie in
Proteine eingebaut, welche dann per anterograden axonalen Transport zu axonalen Terminalen
transportiert werden. Anfang der 70er Jahre wurde der retrograde Transportmechanismus zum
Nachweis von neuronalen Verbindungen entdeckt. Zunéchst mittels Fluorochrom markierten
Albumin (Kristensson, 1970) und dann mit Meerrettichperoxidase (HRP) (Kristensson, 1977).
Spéter kamen weitere Tracer hinzu, wie Phaseolus vulgaris-leucoagglutinin (PHAL) (Gerfen
und Schawchenko, 1984), Biozytin (King et al., 1989) und biotinyliertes Dextran Amin (BDA)
(Veenman et al., 1992), mit denen eine bessere Darstellung von Perikarya (retrograd) oder
axonalen Terminalen (anterograd) gelang. Eine effizientere Aufnahme von HRP im
Injektionsbereich gelang mit der Konjugation von Wheat germ agglutinin (WGA) (Gonatas et
al., 1979). Weitere Tracer Substanzen folgten: cholera toxin B (Trojanowski et al., 1981; 1982),
tetanus toxin (Stoeckel und Thoenen, 1975; Schwab und Agid, 1979), die mit Gangliosiden der
Zelloberflache interagieren und sich dort anreichern (Stoeckel et al., 1977). Hinzu kamen
anorganische Fluorochrome, die ebenfalls axonal transportiert wurden (Kuypers et al., 1979;
Bentivoglio et al., 1980). Eine ausfiihrliche Tabelle der nicht viralen Tract-tracing Substanzen

ist im Tabellenanhang wiedergegeben (Tabelle 6).

Tabelle 1: Ubersicht iiber nicht-virale Tract-tracing Substanzen (Tracer). S: schnell, M: mittel, L:langsam, R:
retrograd, A: anterograd.

Tracer Familie piel Richtung Geschwindigkeit Publikation
Proteine Horseradish peroxidase (HRP) R/A S Kristensson and Olsson, 1971
Albumin LaVail and LaVail, 1972
Imunglobulin M (IgM) R Fabian, 1990
Anorganische fluoresz. Molekiile Fast Blue (FB) R M Kuypers et al., 1979
Diamidino yellow (DY) R Bentivoglio et al., 1980a
Fluoro-gold (FG) R Schmued and Fallon, 1986
Diamidino yellow (DY) R Keizer et al,. 1983
Dextrane Fluoro-Ruby (FR) A/R M Glover et al., 1986
Biotinylated dextran amine (BDA) A/R Nance and Burns, 1990; Veenman et al., 1992
Lektine Wheat germ agglutinin (WGA; WGA-HRP) R/A N Schwab et al., 1978
Bandeiraea simplicifolia isolectin B4 (IB4) A Shehab et al., 2008
Phaseolus vulgaris-leucoagglutinin (PHA-L) A Gonatas et al., 1979; Gerfen and Sawchenko, 1984
Beads Latex Mikrosphdren R S Katz et al., 1984; Katz and Iarovici, 1990
Bakterielle Toxine Tetanus R S Stoeckel et al., 1977
Cholera Toxin B Fragment (CTB) R/A Schwab and Agid, 1979; Trojanowski et al., 1981
Botulinum Toxin A (BoTu) R/A Restani, 2011
Wachstumsfaktoren (Trophine) Nerve growth factor (NGF) R S Hendry et al., 1974
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) Stoeckel and Thoenen, 1975
GDNF A Holstege et al., 1998; Jongen et al., 1999
CNTF R Curtis et al., 1993
Aminosiuren 3H-Leucin A Cowan et al., 1972
3H-Prolin A S/L Hendrickson, 1982
Biocytin King et al., 1989
Carbocyanin Farbstoffe Dil AR L Honig and Hume, 1986
DiO Honig and Hume, 1989

Die Verbindungsinformationen lassen sich aus Publikationen extrahieren, um neuronale
Verbindungen oder Konnektome aufzubauen. Der aktive axonale Transport und die passive
Diffusion von spezifischen Tract-tracing Substanzen 16ste die relativ unspezifischen (Stephan,
2003) postldsionalen Degenerationsstudien (Walker, 1938; Nauta und Gygax, 1954; Fink und
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Heimer, 1967) sowie die Strychnin—Neuronographie (Dusser de Barenne und McCulloch,
1938; Dusser de Barenne und McCulloch, 1939) ab.

Grundlage des neuronalen Tract-tracing ist meist der aktive axonale Transportmechanismus des
Tracers entweder als anterograder, retrograder oder bilateraler Transport (Kobbert et al., 2000).
Lipophile Tracer (Dil, NeuroVue) breiten sich {iber laterale Diffusion innerhalb der
Zellmembran aus (Fritzsch et al., 2016; Kobbert et al., 2000; Honig und Hume, 1989). Hierzu
werden in die neuronal innervierten Strukturen (Hirnareal, Organ, Muskel) lipophile
Substanzen (Tracer) oder nicht-lipophile Tracer (pressure injection, iontophoretic injection)
injiziert. Nach der Applikation des Tracers in ein ausgewihltes Gebiet erfolgt dessen
Ausbreitung entlang der Nervenfasern. Die Geschwindigkeit des Transportes ist von dem
Injektionsort, der Konzentration und der Substanzklasse des Tracers, den tracerspezifischen
molekularen Transportmechanismen, der elektrischen Aktivitit des Axons und des
physiologischen Zustandes des Tieres abhédngig (Oztas, 2003; Van Haeften und Wouterlood,
2000). AnschlieBend wird der Tracer nach einer festgelegten Zeitspanne in den miteinander
verbundenen Regionen lokalisiert. Prinzipiell kdnnen verschiedene Transportrichtungen des
Tracers beobachtet werden. Bei einer iiberwiegenden Ausbreitungsrichtung vom
Soma/Perikaryon zu der terminalen Synapse hin, wird von anterograd gerichtetem Tracing
gesprochen. Anterograde Tracer sind beispielsweise Wheat-germ agglutinin (WGA) und
Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (PHA-L). Im Gegensatz dazu erfolgt der Transport beim
retrograden Tracing groBtenteils umgekehrt von der terminalen Synapse zum
Soma/Perikaryon. Beispiele hierfiir sind Fluoro-Gold (FG) und Choleratoxin subunit b (CTB).
Ein bilateraler Prozess liegt vor, wenn der Tracer in beide Richtungen transportiert wird
(Abbildung 2).

Die anschlieBende Detektion erfolgt je nach eingesetztem Tracer liber die Sichtbarmachung von
radioaktiv markierten Aminosduren per Autoradiographie, {iber die Erfassung der
Reaktionsprodukte oder bei fluoreszierenden und immunhistochemischen Tracern liber den
optischen Nachweis durch Licht- oder Elektronenmikroskopie (Kamper, 2004; Oztas, 2003;
Van Haeften und Wouterlood, 2000).

Eine detaillierte Ubersicht, eine Hilfestellung bei der Auswahl sowie die Vor- und Nachteile
der géngigen Tracer beinhalteten die Publikationen von Lanciego und Wouterlood (2011) und
Vercelli et al. (2000).

Neuere Tracer basieren auf der Technologie der Genepression. Zuerst werden genetisch
verdnderte Organismen, die in speziellen Neuronentypen ein Enzym exprimieren, generiert.
Nach der Injektion eines viralen Vektors, der eine Sequenz fiir ein Fluoreszensprotein
transportiert, kommt es bei erfolgreicher Transfektion in der speziellen Neuronengruppe zur
Synthese und Akkumulation des fluoreszierenden Proteins. Vorteil dieses Verfahrens ist eine
sehr detaillierte Darstellung kleiner Neuronenverbande (Wouterlood et al., 2014; Porreroa et
al., 2010).



Eine zukiinftige Methode fiir die Entschliisselung des Konnektoms konnte die Sequenzierung
der neuronalen DNA mit der Einbringung einer einzigartigen Sequenz von Nukleotiden in die
Neurone sein. Synaptisch verbundene Neurone tauschen diese Sequenzen aus und koénnen

anschlieBend sequenziert werden (Zador et al., 2012).

Nukleus

C Anterograder Tracer

5 6 5 o I-‘-‘- s

Bilateraler Tracer

Abbildung 2: Schematische Darstellung von den verschiedenen Transportrichtungen bei Injektion eines
spezifischen Tracers. A) Injektion eines retrograden Tracers (blaue Kreise): Aufnahme und retrograder Transport
des Tracers vom terminalen Axon iiber das Axon zum Soma. B) Injektion eines anterograden Tracers (griine
Kreise): Die Aufnahme des Tracers findet am Soma statt. Der Transport verlauft anterograd entlang des Axon zum
Axonterminale. C) Injektion eines bilateralen Tracers (rote Kreise). Der Tracer wird nach der Resorption iiber das
Axon sowohl zum Soma als auch zum terminalen Axon befordert. Modifiziert nach Card und Enquist (2014).

1.3 Virales Tract-tracing (VTT)

In der vorliegenden Arbeit beschrinkt sich die Auswertung der Tract-tracing Studien auf
diejenigen, in denen die virale Tract-tracing-Technik (VTT) in der Ratte eingesetzt wurde. Die
gesammelten Daten wurden im Rahmen einer Metaanalyse untersucht, zusammengefasst und
gespeichert.

Bei der Methode des VIT werden lebende, neurotrophe Viren als Tracer eingesetzt. Diese
haben die Fahigkeit nach erfolgreicher Infektion im Nukleus eines Neurons sich zu replizieren
und konnen, sofern sie sich transsynaptisch ausbreiten, die miteinander synaptisch verbundenen

Neurone der ,,zweiten Stufe* oder hoherer Ordnung infizieren. Auf diese Weise ist eine weitaus
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intensivere Markierung der verbundenen Neurone als bei konventionellen Tracern realisierbar
(Abbildung 3). Dieses Verfahren ermoglicht eine Verfolgung sequentiell verbundener Neurone
und die Abgrenzung neuronaler Netzwerke (Lanciego und Wouterlood, 2011).

Virale Tracer werden besonders hdufig eingesetzt, um periphere Zielstrukturen zu markieren
und deren neuronale Pfade zum zentralen Nervensystem (ZNS) (retrograd) und weiter innerhalb
des ZNS zu verfolgen. Haufig ausgesuchte Zielareale sind Muskeln (Fay et al., 1993; Billig et
al., 2007; Ugolini, 2008), Organe (Ter Horst et al., 1993; Jang et al., 2003; Cano et al., 2004;
Levinthal und Strick, 2012) oder Regionen innerhalb des Gehirns (Brown et al., 2005;
Bratincsak et al., 2008; Groutsi et al., 2008).

Die Untersuchung der viralen Ausbreitung in einem Nervensystem begann Anfang bis Mitte
des 20. Jahrhunderts durch Wissenschaftler wie Sabin Albert oder David Bodian. Sie fiihrten
Experimente mit dem Poliovirus durch (Sabin und Olitsky, 1938; Bodian und Howe, 1947) und
entwickelten auf der Grundlage ihrer Untersuchungen die orale Polioschutzimpfung. Ab den
1970er Jahren fiihrten die schwedischen Forscher Kristensson und Olsson intensive Studien
iiber die Infektion des Herpes simplex Virus durch (Kristensson und Olsson, 1971; Kristensson
und Olsson, 1971a; Kristensson und Olsson, 1971b; Kristensson et al., 1974; Kristensson et al.,
1982).

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die neurotrophen Viren gegeben, die fiir neuronales
Tract-tracing geeignet sind. Neurotrophe Viren beinhalten Nukleinsduren bzw. sind
Informationstréger, die in anterograder oder retrograder Richtung axonal transportiert werden
konnen. Manche neurotrophe Viren sind auch in der Lage Synapsen zu passieren
(transsynaptische Ausbreitung). Viren konnen auch genutzt werden, um Virus-fremde und/oder
Wirts-fremde Gene in Neurone einzufiihren wie z.B. das green fluorescent protein (GFP),
welches dann im Nachhinein nachgewiesen werden kann. Ein weiterer Mechanismus des
Einschleusens von Genen durch neurotrophe Viren besteht in der Integration von funktionellen
Genen. Diese Arten von Ubertragungen von nicht-funktionellen Markern und funktionellen
Genen wird als Gen-Transfer bezeichnet. Ein Vektor ist ein Fremd-Gen tragender Virus, der als
Vehikel eingesetzt wird, um gezielt ein Fremd-Gen in einen Wirtsorganismus zu {ibertragen.
Viren sind von einer Hiille umgeben, die aus einer Wirts-Plasmamembran stammt. In der Virus-
Hiille sind Glykoproteine enthalten, welche substituiert werden konnen. Die Viren, die von
solchen substituierten Virushiillen umgeben sind, werden als Pseudotypen bezeichnet, die sich
in anderen oder mehr Wirten replizieren konnen (Hirst und Gotlieb, 1953). Vor allem virale
Vektoren werden zum neuronalen Tract-tracing eingesetzt.

Ein Vektor, der als transsynaptischer Tracer eingesetzt werden soll, muss mehr infektiose
Virion Partikel in der urspriinglichen ,,Starter* Zelle bilden konnen (Replikations-kompetenter
Vektor), so dass synaptisch verbundene Neurone durch einen Transmissions-Mechanismus
ebenfalls infiziert werden konnen. Ein solcher Prozess ist fiir bestimmte Verbindungs-
Untersuchungen sinnvoll, um Mikroschaltkreise sichtbar zu machen. Als replikations-

kompetente Vektoren sind beispielsweise der Pseudorabies Virus (PRV; Card und Enquist,



2014) sowie der Rabies Virus (RABV; Kelly und Strick, 2000) geeignet. Eine weitere Gruppe
von Viren stellen die Replikations-konditionierten Vektoren dar. Diese Viren replizieren sich
nur, wenn ihnen die Gene in trans zugefiihrt werden, die ihnen zuvor entfernt wurden. Ein
Beispiel sind die cre-dependent PRV Vektoren (DeFalco et al., 2001) und die Glykoprotein
(G)-deleted RABV Vektoren (Wickersham et al., 2007a). Die dritte Gruppe stellen
replikations-inkompetente Vektoren dar. Herpesviren amplicon Vektoren besitzen diese
Eigenschaft und konnen sich nicht transsynaptisch ausbreiten (Spaete und Frenkel, 1982).
Allerdings konnten die Replikations-inkompetenten Viren derart modifiziert werden, dass sie
sich mit Hilfe von zusétzlichen Genen transsynaptisch ausbreiten konnen (Replikations-
konditionierte Vektoren). So kann beispielsweise ein virales G-Gen durch einen Replikations-
inkompetenten Adeno-assoziierten Vektor (AAV) ersetzt werden, um einen Replikations-
konditionierten RABV (G-deleted) Virus zu vervollstindigen (komplementieren). Fiir Viren
wie beispielsweise HSV Vektoren konnen inzwischen verschiedene Arten von Replikationen
angewendet werden, um unterschiedliche Genom-Manipulationen durchzufiihren (Lilley et al.,
2001; Krisky et al., 1998; Ugolini et al., 1989; Spaete und Frenkel, 1982).

Es gibt zahlreiche neurotrophe Viren, die Nervenzellen infizieren koénnen, aber nur eine
begrenzte Anzahl von Viren, die die Fahigkeit besitzen sich synaptisch liber verbundene
Neurone auszubreiten (Nassi et al., 2015; Pomeranz et al., 2005; Card, 1998a). Der
nachfolgende Abschnitt enthiilt eine Ubersicht iiber die wichtigsten viralen Tracer (Tabelle 2).
Im Vordergrund steht die Beschreibung und Charakterisierung der Virenstimme und

bestimmter Modifikationen bzw. Rekombinaten.

Tabelle 2: Zusammenfassung von Viren, die fiir neurobiologische Untersuchungen besonders relevant sind.
psDNA: positiv Strang DNA, ssSRNA: Einzelstrang RNA, ssDNA: Einzelstrang DNA, dsDNA: Doppelstrang
DNA, nsRNA: Negativstrang RNA, psRNA: Positivstrang RNA. R: retrograd, A: anterograd.

Familie Virus Abk. Genom GrofBe Richtung  Zytotoxititét
Retroviren psDNA 9-12Kb - -
Gamma-Retrovirus ssSRNA->cDNA

Moloney Murine Leukemia Virus MMLV
Lentivirus (HIV)

Parvoviren Adeno-assoziierter Virus AAV ssDNA 4,8 Kb - -
Adenoviren Humaner Adenovirus 5 AdS dsDNA 36 Kb - -
Caniner Adenovirus CAV dsDNA 36 Kb - -
Herpesviren dsDNA I53Kb R/A +
Alpha Herpes Virus
HSV-1
Pseudorabies Virus PRV 144Kb R -
Rhabdoviren nsRNA, ssRNA 12 Kb R/A +
Rabies Virus RABV
Vesicular stomatitis Virus VSV
Alphaviren psRNA, ssRNA 12 Kb - +
Sindbis Virus SIN
Semliki forest Virus SFV

1.3.1 Monosynaptische Retroviren

Retroviren sind umbhiillte (enveloped) einzelstringige RNA-Viren. Die Virushiille (viral

envelope) ist aus Phospholipiden als Lipid-Doppelmembran aufgebaut und stammt von der



Wirtszelle (host cell). Zusétzlich sind virale Proteine in die Hiille integriert. Die Virushiille
umgibt hdufig ein Kapsid, welches virale Nukleinsduren umschlieB3t. In Abhingigkeit von der
Virusart entsteht die Hiille aus der Plasmamembran oder aus den Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) oder auch des Golgi-Apparates der Wirts-Zelle. Eine
besondere Eigenschaft von Retroviren ist die Fahigkeit, stabil und {iber lingere Zeit Gene in
der Wirts-Zelle zu exprimieren, nachdem diese aus der Virus-RNA in das Wirts DNA-Genom
integriert wurden (Knipe und Howley, 2013). Im Gegensatz zu anderen Vektoren, wie AAV,
reduziert sich nicht das Virus-Genom nach Zellteilungen der Wirts-Zelle. Genutzt wird diese
Eigenschatft fiir die Einfiihrung von viralen Rezeptoren (avian tumor virus receptor A: TVA) in
Bereiche, aus denen vor allem Progenitorzellen in der friihen ZNS-Entwicklung hervorgehen
(Woodworth et al., 2017; Sun et al., 2014). Zu einem spiteren Entwicklungszeitpunkt lassen
sich dann alle TVA tragenden Zellen identifizieren und die spdtere Ziel-Zell Infektion mit
tracing Viren, die das verwandte Glykoprotein EnvA aufweisen, erleichtern. Nach der Infektion
der Wirtszelle erzeugen RNA Viren eine DNA-Kopie von sich selbst, welche dann in das
Genom der Wirtzelle integriert wird, so dass das virale Genom mittels Cre- oder Flp-
vermittelter Rekombination modifiziert werden kann (Gongalves et al., 2010; Sommer et al.,
2010), um zelluldre Promotoren zu nutzen.

Von den beiden Retroviren, die als virale Vektoren verwendet werden, haben Lentiviren, im
Gegensatz zu Gamma-Retroviren, den Vorteil, dass sie die intakte Kernmembran der Wirtszelle
passieren konnen, um ihr genetisches Material in das Wirts-Zell Genom einzuschleusen
(Naldini et al., 1996). Die Viren wurden so modifiziert, dass sie replikations-inkompetent
wurden, um sie als sicheres Werkzeug im Labor zu verwenden und zu vermeiden, dass Tiere
erkranken (Schambach et al., 2013; Hacein-Bey-Abina et al., 2003).

Die Genom-Grof3e von Lentiviren ist ungefahr 10 Kb (Kumar et al., 2001) und daher besser
geeignet zur Expression von mehr als einem Promotor (Pol III Promotor H1 und U6 sowie
zusitzlich Pol II Promotor fiir Complexine I und II (Ahmad et al., 2012)) oder regulatorischen
Genen im Vergleich mit AAV (4,8 Kb). Gamma-Retroviren werden vor allem in mitotischen
Zellen angewendet, um Differenzierungs- und Entwicklungsvorgéinge von Zelllinien zu
untersuchen (Turner und Cepko, 1987). Fiir gentherapeutische Ziele kann auch der Gentransfer
in postmitotische Zellen wichtig sein, wofiir Lentiviren infrage kommen (Wiznerowicz und
Trono, 2005; Hacein-Bey-Abina et al., 2014).

1.3.2 Adeno-Associated Virus (AAV)

AAYV beinhalten eine einzelstrangige DNA und besitzen ein Kapsid, welches nicht von einer
Virushiille umgeben ist (Knipe und Howley, 2013; Murlidharan et al., 2014). Die zur Gruppe
der Parvoviridae gehdrenden AAV zeichnen sich durch eine lang anhaltende und stabile Gen
Expression sowie eine geringe Toxizitdt in Neuronen aus (Kaspar et al., 2002). Aufgrund einer
Vielzahl von AAV ,,Spezies* bzw. Serotypen lassen sich unterschiedliche Zelltypen infizieren
(Gao et al., 2004). In Abhéngigkeit vom AAV-Serotyp besteht eine Spezifitit der Infektion von
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Ziel-Zellen (Burger et al., 2004; Cearley und Wolfe, 2006; Taymans et al., 2007; Zincarelli et
al., 2008; Aschauer et al., 2013). Ferner kann das Kapsid retrograd (Taymans et al., 2007; Hollis
et al., 2008; McFarland et al., 2009; Towne et al., 2010; Masamizu et al., 2011; Aschauer et al.,
2013; Castle et al., 2014) und/oder anterograd (Castle et al., 2014) transportiert werden. Eine
weitere Moglichkeit der Infektion neben der direkten stereotaktischen Injektion (Inokulation)
ist die intravaskuldre Perfusion, wobei in Abhingigkeit der Kapsid-Eigenschaften das PNS und
ZNS mit unterschiedlicher Effizienz infiziert werden kann (Zhang et al., 2011). AAVs werden
relativ hdufig fir VTT eingesetzt, zumal ihr Genom nach einer Infektion von der
einzelstrangigen gepackten Form in eine doppelstrangige DNA konvertiert wird. Das Genom
von AAV kann auch mittels Rekombinase-Techniken modifiziert werden (Cre-abhéngige
Vektoren, die loxP Abschnitte verwenden bzw. Flip-excision (FLEx) Vektoren) (Schniitgen et
al., 2003). Cre-abhéngige AAV Vektoren werden fiir transsynaptische Tract-tracing Protokolle
eingesetzt, um optogenetische Nachweise von Protein Expressionen in spezifischen Cre
exprimierenden Neuronen durchzufiihren (Atasoy et al., 2008). Ein Nachteil von AAVs ist die
begrenzte Genom Kapazitit (4,8 Kb) (Dong et al., 2010), so dass sich nur ein oder zwei kleinere
Gene einbringen lassen. Sollen jedoch mehrere und langere Gene iibertragen werden, kommen

Lentiviren oder Adenoviren zur Anwendung.

1.3.3 Adenoviren

Adenoviren sind nicht umhiillte, doppelstrangige DNA Viren mit einem relativ groBen Genom
und Kapsid. Allerdings sind sie nicht ganz so grofl wie HSV Viren (Knipe und Howley, 2013).
Viele Adenoviren stammen vom humanen Adenovirus AdS5 ab mit dem gentherapeutische
Experimente durchgefiihrt werden (Gongalves und de Vries, 2006). Eine neue Generation
dieser Viren sind helper-dependent adenovirus oder HDVs, von dem die meisten Gene entfernt
wurden, um fiir das Virus eine grofere Immuntoleranz zu ermdglichen und Platz fiir
transkriptionelle regulatorische Elemente sowie mehrere neue Gene zu schaffen (Parks et al.,
1996; Ehrhardt und Kay, 2005). Das Genom der Adenoviren wird nicht in das Wirtszell Genom
integriert und die Viren sind nicht geeignet, um Untersuchungen an mitotischen Zellen
durchzufiihren. Der Canine Adenovirus (CAV) ist besonders gut fiir den retrograden Transport
geeignet (Kremer et al., 2000; Soudais et al., 2001; Kissa et al., 2002; Peltékian et al., 2002;
Hnasko et al., 2006) und kann auch Cre sowie andere Gene wie GFP (Kremer et al., 2000)
tragen.

1.3.4 Alphaviren
Semliki Forest Virus (SFV) und Sindbis Viren (SIN) sind Alphaviren, die eine Umhiillung

aufweisen und einzelstringige RNA tragen. Sie konnen zu replikations-inkompetenten Viren
modifiziert werden. Alphaviren konnen relativ hohe Titer induzieren, was gleichzeitig zu einer

schnellen Gen-Expression fiihrt, allerdings auch toxische Nebenwirkungen hat. Sie wurden
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beispielsweise eingesetzt, um eine robuste Markierung einer kleinen Anzahl von Axonen nahe
der Injektionsstelle im Gehirn zu bewirken (Ghosh et al., 2011; Kuramoto et al., 2015).

1.3.5 Transsynaptische Viren

1.3.5.1 Die Herpesviren HSV und PRV
Herpesviren sind relativ grofle Lipid umbhiillte doppelstrangige DNA-Viren. Insbesondere

HSV-1 und PRV werden fiir neuronales Tract-tracing verwendet. Ebenso wie PRV gehort das
HSV1 zur Familie der Alpha Herpes Viren. Fiir das virale Tract-tracing wird das
humanpathogene Herpes simplex Virus (HSV1) verwendet.

Erstmals wurde die Ausbreitung von Herpesviren entlang von Nerven in den 1920er Jahren
beschrieben (Goodpasture und Teague, 1923). 1989 wurden Herpesviren erstmals von Ugolini
et al. (1989) fiir neuronales Tract-tracing angewendet. Experimente zeigten eine iiberwiegende
retrograde Transportrichtung, jedoch gibt es auch Virusstimme bei denen eine anterograde
Transportrichtung beobachtet wurde (Zemanick et al., 1991). Ein weiterer Herpes-Virusstamm
ist der Pseudorabies Virus (PRV), der kurze Zeit spiter im ZNS angewendet wurde (Card et al.,
1990; Strack und Loewy, 1990). In diesen frithen Studien wurden replikationskompetente Viren
angewendet, die sich iiber synaptische Spalten ausbreiten und mehrere Synapsen passieren
konnen. Fiir die transsynaptische Ausbreitung ist mindestens ein Replikations-Zyklus
erforderlich. PRV konnen keine Primaten {iber periphere Nerven infizieren, aber Neurone im
ZNS konnen nach Exposition oder nasaler Instillation mit PRV absterben (Hurst, 1933;
Baskerville und Lloyd, 1977). HSV-1 ist jedoch ein Human pathogenes Virus, welches iiber
genitale und orale Lisionen zu Infektionen fithren kann (Lafferty et al., 2000).

Bestimmte Herpesviren-Stamme weisen spezifische Ausbreitungsmerkmale auf. Der fiir
Sdugetiere pathogene Pseudorabies-Virus (PRV) zdhlt zu den Alpha Herpesvirinae, einer
Unterfamilie der Herpesviridae, und wird auch als Suides Herpesvirus 1 (SuHV-1) bezeichnet.
Die Viren nutzen Schweine als priméres Reservoir und sind Verursacher der Aujeszky-
Krankheit (Pomeranz et al., 2005). PRV ist zudem in der Lage periphere und zentrale Neurone
von vielen Sdugetieren (Enquist, 1994), insbesondere von Versuchstieren wie Laborratten,
Maiusen, Kaninchen, Hamstern, Frettchen (Song et al., 2005) und auch Vigel (Brideau et al.,
2000) zu infizieren. Im Anschluss an die Injektion sind aufgrund der geringen
Viruskonzentrationen nach Invasion und Abtransport des Virus markierte Neurone erst nach
der Replikation erkennbar. Der Replikationszyklus betrdgt in der Regel sechs Stunden (Aston-
Jones und Card, 2000).

Molekularbiologische Untersuchungen ergaben Erkenntnisse liber das Genom, die Struktur,
den Replikationszyklus, die Latenzzeit und die Neuroinvasivitit des Virus (Ben-Porat und
Kaplan, 1985; Card, 1998; Mettenleiter, 1999; Pomeranz et al., 2005). Uber die letzten
Jahrzehnte wurden mehrere Virusstimme isoliert und genetisch modifiziert. Eine Auflistung

der aktuell von der National Institutes of Health — Center for Neuroanatomy with Neurotropic
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Viruses (NIH CNNV) zur Verfiigung stehenden Virusstimme sowie eine Charakterisierung
einschlieBlich der Infektions- bzw. Transportrichtung sind aus Tabelle 5 (Tabellenanhang) zu
entnehmen.

Im Jahr 1961 gelang dem ungarischen Veterindrmediziner Adorjan Bartha die Entdeckung von
dem attenuierten und nach ihm benannten Virusstamm ,,Bartha® (Mettenleiter et al., 2008).
Dieser Stamm wurde in der iiberwiegenden Mehrheit der ausgewerteten Publikationen in den
Experimenten eingesetzt. Der Transport verlduft selektiv in retrograder Richtung (Aston-Jones
und Card, 2000). Attenuierte Virenstimme enthalten Mutationen, die die Virulenz reduzieren.
Im Vergleich weist PRV-Bartha in Médusen im Gegensatz zu virulenten Virusstimmen (PRV-
Becker, PRV-Kaplan oder PRV NIA 3) eine dreimal lingere Uberlebenszeit (~220 h) auf
(Brittle et al., 2004). Diese Zeit schafft die Voraussetzung fiir eine weitere, tiefere Infiltration
in den neuronalen Schaltkreis. Uberdies machen das groBe Wirtsspektrum, die eingeschrinkte
Pathogenitét und die detaillierte, umfangreiche Verteilung innerhalb des Neurons PRV-Bartha
zu einem attraktiven transsynaptischen Tracer (Card 1998). Fiir eine verringerte
Neuroinvasivitdt und den retrograd gerichteten Transport ist die Funktion von drei PRV
Proteinen erforderlich, Protein gE, Protein gl und Protein Us9. Die Entfernung eines dieser
Proteine fiihrt zu der Entstehung eines selektiven neuroinvasiven Virus. Zudem sind die
Proteine gE und gl entscheidend fiir die charakteristischen Symptome und den schnellen Tod
des Organismus (Song et al., 2005). Virenstimme wie PRV-Becker und PRV-Kaplan besitzen
andere mikrobiologische Eigenschaften und werden sowohl anterograd als auch retrograd
transportiert (Jansen und Loewy, 1994; Brittle et al., 2004; Pomeranz et al., 2005).

Aufgrund der Tatsache, dass PRV , Bartha* Neurone des peripheren Nervensystems, die zum
zentralen Nervensystem projizieren, infizieren kann und auch Nervenzellen innerhalb des
Gehirns befillt, wurde eine Vielzahl von Studien, die sich mit der Regulation des autonomen
und somatischen Nervensystem beschiftigt, durchgefiihrt (Pomeranz et al., 2005). Die
Publikationen umfassen Organe wie das Herz (Standish et al., 1995), das Pankreas (Loewy und
Haxhiu 1993), die Niere (Schramm et al., 1993; Sly et al., 1999; Cano et al., 2001a; Cano et al.,
2004; Zermann et al., 2005), die Nebenniere (Buijs et al., 1999; Téth et al., 2008), die
Schilddriise (Kalsbeek et al., 2000), der Thymus (Trotter et al., 2007), die Leber (Kalsbeek et
al., 2004), die Ovarien (Gerendai et al., 1998; Té6th et al., 2008) und Muskeln (Daniels et al.,
2001) sowie funktionelle Regulationen wie die Erektionsfunktion (Bancila et al., 2002), die
Leptin vermittelte Nahrungsauftnahme (Williams und Smith, 2006; Babic et al., 2010), die
zirkadiane Rhythmik (Levine et al., 1994; Moore et al., 1995; Aston-Jones et al., 2001), die
Thermoregulation (Bratincak et al., 2008), das mesolimbische System (O'Donnell et al., 1997)
und der Schluckakt (Barrett et al., 1994; Broussard et al., 1998).

Der PRV Bartha Virusstamm ist in der Lage sich nur retrograd axonal auszubreiten (Card et al.,
1992; Levine et al., 1994; Moore et al., 1995). Der HSV-1 Stamm H129 (Zemanick et al., 1991;
Sun et al., 1996) breitet sich hingegen anterograd transsynaptisch aus. Die retrograde

Ausbreitung des Bartha-Stammes wird auf die Elimination von drei viralen Genen
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zuriickgefithrt (Lomniczi et al., 1987), wéhrend die anterograde Ausbreitung des H129-
Stammes bislang ungeklért ist (Szpara et al., 2010). Zwar kann die DNA modifiziert werden,
um die Herpesviren effektiver als Marker zu verwenden, allerdings kann auch sehr leicht die
Fitness der Viren bei DNA-Modifikationen beeintriachtigt werden. So wurde beispielsweise die
Brainbow Kassette fiir unterschiedlich fluoreszierende Proteine in das Genom von Herpesviren
eingebaut (Boldogkoi et al., 2009; Kobiler et al., 2010). Zudem ist es moglich durch das
Einbringen von Cre, Cre-Expressionsmuster in transgenen Madusen fiir das Tracing von
spezifischen Mikroschaltkreisen zu nutzen (DeFalco et al, 2001; Lo und Anderson, 2011). Des
Weiteren lassen sich Schaltkreise mit Hilfe der Expression von mehreren Transgenen kartieren
(Boldogkoi et al., 2009; Kobiler et al., 2010). Kiirzlich wurde eine Variante des PRV entwickelt,
die den Master Transskriptions Regulator von endogenen PRV Genen nicht mehr besitzt, aber
immer noch Transgene exprimieren kann, ohne dass eine Replikation erforderlich ist und damit
die Toxizitét entfillt (Oyibo et al., 2014).

1.3.5.2 Die Rhabdoviren RABYV und VSV

Rhabdoviren sind umhiillte einzelstrdngige RNA Viren von denen zwei Mitglieder ndmlich
Rabies Virus (RABV, RBV) und der Vesicular Stomatitis Virus (VSV) fiir transsynaptisches
Tract-tracing in Frage kommen. Da es sich um RNA Viren handelt, die keine DNA-Phase in
ithrer Replikation besitzen, konnen keine DNA Rekombinasen wie Cre genutzt werden.

RABV infizieren Neurone am axonalen Ende und konnen retrograd zum Perikaryon
transportiert werden, sowie sich transsynaptisch ausbreiten (Astic et al., 1993; Ugolini, 1995;
Kelly und Strick, 2000). Aufgrund ihrer hiufigen Letalitit bei infizierten Menschen werden
RABYV seltener fiir neuronales Tract-tracing verwendet als HSV. In nicht-humanen Primaten
wurden RABYV erfolgreich fiir retrogrades transsynaptisches tracing angewendet (Nassi und
Callaway, 2006; Nassi et al., 2006; Rathelot und Strick, 2006; 2009). Erste Untersuchungen
gehen auf Iwasaki und Clark (1975), Charlton und Casey (1979) sowie Tsiang et al. (1983)
zuriick. Der zeitliche Ablauf der Infektion und Ausbreitung wurde analysiert, um
Mikroschaltkreise zu bestimmen. So wurde in einer Studie von Ugolini (1995) iiber die
Injektion der Zunge die RABV-Ausbreitung iiber vier Tage untersucht. Nach einem Tag
Uberlebenszeit wurden die infizierten Neurone erster Ordnung identifiziert. Nach 2-3 Tagen
Uberlebenszeit die Neurone zweiter bis dritter Ordnung und nach 4 Tagen Neurone dritter
Ordnung. Somit konnte eine Kette bzw. mehrere Ketten von Verbindungen beschrieben werden.
RABYV wurde von Etessami et al. (2000) zu einem replikations-konditionierten Typ modifiziert,
indem das G-Gen aus dem Genom entfernt wurde. RABV konnte nun deutlich sicherer
verwendet werden, um neuronale Projektionen zu spezifischen Zielen zu identifizieren (Nassi
und Callaway, 2007; Wickersham et al., 2007a). Der néchste Fortschritt wurde mit der
Generierung eines replikations-konditionierten Virus fiir monosynaptische retrograde
Ausbreitung erzielt (Wickersham et al., 2007b). Mit diesem monosynaptisch retrograden

viralen Tracer-System ist es nunmehr moglich, hochspezifischen synaptischen Input von
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definierten neuronalen Typen sichtbar zu machen. Allerdings liegen auch vereinzelt
Beobachtungen von glialen Infektionen vor, was die Spezifitdt von RABV etwas reduziert.

Fiir das VSV wurden Replikationen im ZNS nachgewiesen (Lundh, 1990; Plakhov et al., 1995;
van den Pol et al., 2002; 2009). Es wurde auch nachgewiesen, dass sich VSV transsynaptisch
ausbreiten kann (Beier et al., 2011b). Die Ausbreitungsrichtung von VSV steht im
Zusammenhang mit dem G-Gen. Eine anterograde Ausbreitung erfolgt bei Vorliegen des
urspriinglichen VSV G-Gens, eine retrograde Ausbreitung findet statt, wenn das G-Gen von
RABYV in das VSV Genom eingebracht wurde (Beier et al., 2011b). Da VSV nicht pathogen ist,
lasst es sich in seiner replikations-kompetenten Form sicher als polysynaptischer Tracer
anwenden. Eine Infektion des peripheren Nervensystems fithrt zu einer relativ schnellen
Reduktion der VSV-Replikation infolge einer Immunantwort (Junt et al., 2007). Allerdings
kéonnen VSV Wildtyp Injektionen auch zu einer schnellen zentralen Ausbreitung mit
Todesfolge fiir das Versuchstier fithren (Sabin und Olitsky, 1937). Die rekombinanten VSV,
die fluoreszierende Proteine kodieren und andere virale Glykoproteine (RABV-G) breiten sich
jedoch langsamer im ZNS aus als der VSV-Wildtyp (Roberts et al., 1998; Beier et al., 2011b).

Ferner wurden monosynaptische VSV-Varianten entwickelt (Beier et al., 2011b).

1.3.6 Monosynaptische und restriktierte transsynaptische virale Tracing Systeme

Viren, die sich transsynaptisch ausbreiten, haben zwei Nachteile. Zum einen werden Neurone
im Injektionsbereich unspezifisch infiziert und zum anderen stellen Uberlebenszeit, variable
virale Replikations-Geschwindigkeiten, variabler intrazelluldrer Transport und die variable
neuronale Geometrie mehrfache EinfluBgréen dar, die eine exakte Ordnung von sequentiellen
Konnektivitdten von Neuron zu Neuron reduzieren (Nassi et al., 2015). Diese EinfluBgréen
,verwischen® die Genauigkeit einer exakten konnektionalen Ordnung oder fiihren ,,Rauschen*
in die Beobachtungen ein.

Daher wurden Zelltyp-spezifische Viren entwickelt (DeFalco et al., 2001). PRV wurde derart
modifiziert, dass die zur Replikation von PRV notwendige Thymidin Kinase (TK) Cre-
abhingig wurde und nur NPY oder Leptin Rezeptor exprimierende Neurone markiert wurden.
Trotz dieses Fortschrittes blieb jedoch unklar, ob die beobachteten Konnektivititen tatsdchlich
monosynaptische Inputs von ,starter neuronen® bzw. primér infizierter Neuronen darstellen.
Hierzu wurde RABV modifiziert, so dass nur ein spezifischer Zelltyp infiziert wurde und die

Ausbreitung monosynaptisch erfolgte (Wickersham et al., 2007b).

Neben der Suche nach neuen Virenstimmen werden stets neue virale Tracing Techniken
entwickelt. So wird versucht mittels dualer Tract-tracing Verfahren zu priifen, ob verschiedene

periphere Regionen von einer {ibergeordneten neuronalen Region Projektionen empfangen.

14



Dafiir werden zwei verschiedenartige, rekombinierte Viren eingesetzt, die jeweils andere
Fluoreszenzproteine (beispielsweise griines EGFP oder rotes Fluoreszenzprotein) exprimieren.
Jedes rekombinierte Virus wird in eine zu untersuchende, meist periphere Zielregion injiziert
und im Anschluss wird das ZNS mittels monoklonaler Antikorper nach doppelt markierten
Regionen abgesucht. Eine andere Methode kombiniert das Tract-tracing Verfahren und die
Erfassung elektrophysiologischer Daten von infizierten, lebenden Neuronen. Aus den
gewonnenen Informationen werden hinterher die elektrophysiologischen Eigenschaften der

infizierten Neurone abgeleitet (Pomeranz et al., 2005).

Monosynaptisches Tracing

A
%
)

C 1)
Konventioneller
Tracer

Neuron 1. Ordnung Neuron 2. Ordnung Neuron 3. Ordnung

Transsynaptisches Tracing

B

Neuron 1. Ordnung Neuron 2. Ordnung Neuron 3. Ordnung

Abbildung 3: Schematische Gegeniiberstellung von konventionellen, monosynaptischen und viralen,
transsynaptischen Tracern in neuronalen Kreisldufen. A) Bei Injektion eines konventionellen Tracers ist die
Markierung auf das Neuron erster Ordnung limitiert. B) Laufende Infektion nach Injektion eines viralen Tracers.
Nach stattgefundener Infektion der Neurone erster Ordnung erfolgt iiber die synaptisch verbundenen Neurone die
Ausbreitung auf die Neurone zweiter und dritter Ordnung. Modifiziert nach Card und Enquist (2014).

1.4 Detektion viraler Tracer

Die Detektion der Tracer erfolgt wie auch bei konventionellen Tracern per Immunhistochemie.
Infizierte Neurone werden unter Verwendung von Antiseren, die antivirale Proteine erkennen,
visualisiert. Uberdies wurden eine hohe Anzahl von rekombinanten Virenstimmen, die Enzyme

oder fluoreszierende Molekiile exprimieren, hergestellt. Beispielsweise triagt der Stamm PRV -
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BaBlu das lacZ-Gen. Befallene Zellen produzieren das Enzym Beta-Galaktosidase, welches

durch Immunhistochemie und eine Chromogenreaktion sichtbar gemacht werden kann

(Abbildung 4).

Andere konstruierte Virenstimme infizieren die Zellen und bilden fluoreszierende Proteine,
wie zum Beispiel das griin fluoreszierende Protein (GFP) oder das monomere rote
fluoreszierende Protein (mRFP). In Kombination mit Antikorpern bietet dieses Verfahren die

Moglichkeit eine dauerhafte Aufzeichnung der Infektion zu gewihrleisten (Song et al., 2005).

Abbildung 4: Exemplarische Detektion von
viralen Tracer: (A) Injektion von PRV152
mit EGFP Fluoreszens in das inguinale weifle
Fettgewebe, (B) Injektion von PRV 1614 mit
mRFP Fluoreszens in das interskapulére
braune Fettgewebe, (C) Resultat: kombiniert
infizierte Neurone (gelblich geférbt) im
hypothalamischen paraventrikuldren
Nukleus weisen auf eine Verbindung zum
weilen und braunen Fettgewebe hin (Song et
al., 2005).

1.5 Fragestellungen

In den letzten Jahren wurden einige Metastudien von zahlreichen Tract-tracing Publikationen
(van den Heuvel et al., 2016; Swanson et al., 2016a; Bota et al., 2015; Kettlitz, 2013; Bota et
al., 2012; Philipp, 2012; Sugar et al., 2011) der Ratte durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den nicht
viralen Tract-tracing Studien gibt es gegenwértig noch keine Metastudien von viralen Tract-
tracing Publikationen der Ratte. Im Rahmen dieser Arbeit wird eine solche Metastudie nun
erstmals durchgefiihrt. Die erhobenen Daten und gesammelten Informationen wurden in einem
speziellen System gespeichert und anschlieBend quantitativ ausgewertet. Die folgenden

Fragestellungen wurden in dieser Arbeit behandelt:
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Wieviele Verbindungen wurden bislang tiberhaupt mit Hilfe von viralen Tract-tracing
in der Laborrate beschrieben?

Welche ipsi- und kontralateralen Verbindungen wurden mittels viralen Tract-tracing
gefunden?

In welchen Teilgebieten des Nervensystems verlaufen neuronale Verbindungen, die
nach Anwendung von viralen Tract-tracing gefunden wurden?

Welche Verbindungen werden mit viralen Tract-tracing gefunden, die nicht mit nicht
viralen Tract-tracing beschrieben werden?

Welche viralen Verbindungen korrelieren mit nicht viralen Verbindungen?

Wie stark unterscheidet sich ein Konnektom, das ausschlief3lich aus nicht viralen Tract-
tracing Verbindungen aufgebaut ist, von einem Konnektom mit gleichen Regionen

(Knoten) aber zusitzlichen viralen Tract-tracing Verbindungen?
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2 Material und Methoden

Als auszuwertende Literatur wurden Publikationen verwendet, in denen Tract-tracing mittels
viraler Tracer angewendet wurde. Zur Erstellung dieser Arbeit wurden vor allem aus der
Literaturdatenbank Pubmed (http://ncbi.nlm.nih.gov) Publikationen, in denen Tract-tracing-
Experimente bei der Ratte beschrieben wurden, ausgewertet. Diese umfangreiche und stets
aktuelle Datenbank enthélt ungefdhr 24 Millionen Publikationsdatensétze. Zusétzlich wurden
ebenfalls Publikationen von Google Scholar (http://scholar.google.de/) und Web of Science
(http://apps.webotknowledge.com/) ausgewertet. Es kamen nur Tract-tracing Studien des
Nervensystems der postnatalen Laborratte zur Auswertung, da in diesem Sédugetier besonders
viele Tract-tracing Versuche durchgefiihrt wurden und sich daher ein besonders dichtes
Konnektom aufbauen ldsst. Hierzu wurden alle Artikel des peripheren und zentralen
Nervensystems beriicksichtigt. Um die relevanten Publikationen fiir die vorliegende Arbeit zu

erhalten, wurden folgende Parameter in die Suchzeile fiir die Filterung der Suche eingegeben:

rat AND brain AND (pathway* OR projection® OR afferent* OR efferent* OR connect*)
AND (trace* OR traci* OR retrog* OR anterog*) AND (virus or viral)

Mit dem Filter wurden 349 Arbeiten ermittelt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Suchergebnis von Pubmed nach Anwendung des Suchausdruckes fiir virales Tract-tracing. (s.0.).
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Im Laufe der Auswertung wurden Lisionsstudien, elektronenmikroskopische Studien, Studien
mit unklarem Injektionsort (wie z.B. Faserbahnen), Studien ohne Tracertransport (z.B. bei
viraler Fluoreszenzmarkierung) und Studien ohne experimentellen Anteil ausgeschlossen. In
gleicher Weise wurde mit Artikeln, die andere Spezies oder embryonale und prianatale Ratten
zum  Gegenstand  haben,  verfahren. Die  Konnektivititserfassung  erfolgte
geschlechtsunabhéngig. Insgesamt wurden 322 von 349 Publikationen gefunden, die diesen
Kriterien entsprechen.

Im Folgenden wurden die Publikationen {iber PubMed und von den Websites der
Wissenschaftsverlage iliber den Universititszugang heruntergeladen. Die meisten Artikel
konnten {iber eine Direktverlinkung des jeweiligen Verlages (z.B. Elsevier, Springer) von
PubMed oder tiber die Suchmaschine ,,Google* als pdf geladen werden.

Die relevanten Publikationen, wurden dann entweder direkt iiber die digitalen Datenbanken der
Verlage, mittels der Suchmaschine Google oder auch {iber die Fernleihe der Universitits-
Bibliothek Rostock angefordert. Die nach den zuvor benannten Auswahlkriterien
herausgefilterten Publikationen wurden dann in das Open Source Literaturprogramm JabRef
(http://jabref.sourceforge.net/) eingepflegt. Dies ermdglicht es die gesamten Tracerstudien als
Textdatei im BibTex-Format zu speichern und sie dann in das Auswertungs-Programm
neuroVIISAS zu importieren. Dadurch gelingt eine exakte Referenzierung von eingelesenen

Publikationsdaten und ermittelten konnektionalen Daten.

2.1 neuroVIISAS

Die Softwarebezeichnung neuroVIISAS steht fiir das neuro Visualization Image Information
System Analysis and Simulation Programm (Schmitt und Eipert 2012) und ist eine generische
(speziesunabhéngige) Plattform zur Integration und Simulation von neurowissenschaftlichen
Daten. Es konnen anatomische Atlanten speziesunabhdngig in das Programm eingepflegt
werden. Mittlerweile enthdlt das Projekt der Ratte mehr als 178.000 ipsilaterale und 73.350
kontralaterale Konnektivititen. Die gesammelten Daten werden zuerst in neuroVIISAS
eingelesen und konnen dann analysiert und in Projekten gespeichert werden. Weiterhin besteht
die Moglichkeit des Renderings und der dreidimensionalen Visualisierung der
zusammengetragenen Verbindungen. Grundlage dieser Arbeit ist die Projektdatei
ratFrontal 13 06 2017variants.brain. Bei der Ubertragung der Ursprungs- und Zielgebiete aus
den Artikeln in eine Excel Tabelle konnten mithilfe der integrierten Suchfunktion die
Kurznamen der jeweiligen Gebiete ermittelt werden (Abbildung 6). Die primiren Kurznamen

stellen eindeutige Verweise auf Regionen dar, denen eine Verbindung zugeordnet wird.
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Abbildung 6: Dargestellt ist das Hauptfenster von neuroVIISAS. Der linke Teil zeigt die Gebietshierarchie. Mit
der Suchmaske konnen einzelne Regionen mittels Abkiirzungen oder Langnamen gesucht werden. Die mittlere
Ansicht zeigt die Lage des jeweiligen Anschnittes. Transparent eingefdrbt wurden die in diesem Schnitt sichtbaren
Regionen des Kleinhirns.

2.2 Literaturauswertung

Die Artikel wurden zu Beginn der Auswertung auf das Vorhandensein von viralen Tract
Tracern kontrolliert. Wie bereits oben erwédhnt, wurden sowohl andere Spezies (wie z.B.
Studien mit Mdusen, Hamstern und Affen), als auch Studien mit non viralen Tracern nicht
ausgewertet. Die Gattung der Ratte (z.B. Wistarratte, Sprague Dawley Ratte) wurde in der
Arbeit nicht erfasst, allerdings wurde im Laufe der Arbeit das Geschlecht der Ratte in ,,male®,

,,female und ,,unknown* differenziert.

Der reguldre Aufbau der Artikel beinhaltet die Anteile ,,Abstract®, ,,Introduction*, Material &
Methods, ,,Results* und im abschlieenden Abschnitt die ,,Discussion. Aus dem Abstract und
der Introduction konnte sich erstens eine Ubersicht iiber den Artikel verschafft werden und
zweitens wurden ausgeschriebene Namen mit ihren entsprechenden Abkiirzungen markiert, um
sich spéter eine zeitraubende Suche der Langnamen zu ersparen. Im Abschnitt ,,Material &
Methods* werden die Gattung und das Geschlecht der Ratte, die zum Einsatz gekommenen
viralen Tracer und der Injektionsort beschrieben. In der Einleitung und im Anhang liegen

tabellarische Ubersichten der eingesetzten viralen Tracer vor (Tabelle 2 und Tabelle 5). Der
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iiberwiegende Anteil der Konnektivitdten mit ihrer dazugehdrigen Wichtung wurde aus dem
Teil ,,Results* entnommen. Diese waren sowohl in Tabellen und Grafiken, als auch in Textform
in den Artikeln enthalten. AnschlieBend wurden die Verbindungen detektiert und farblich
gekennzeichnet. In den Abschnitten ,,Discussion® wurden die beobachteten Konnektivititen
funktionell interpretiert und mit anderen Arbeiten verglichen. Von Autoren selbst erstellte
Grafiken mit transsynaptischen Prozessen wurden ebenfalls ausgewertet und die darin

enthaltenen konnektionalen Informationen erfasst.

Bei der Auswertung wurde das Gewicht (Dichte von Verbindungen) der einzelnen
Konnektivitdten ebenfalls dokumentiert. Das Gewicht spiegelt u.a. das Ausmal} der viralen
Infektion oder die Dichte von Verbindungen wider. Die Einteilung der Gewichte wurde in 12
Stufen mit aufsteigender Intensitidt vorgenommen (Tabelle 3 und Tabelle 7 im Tabellenanhang).
Jeder Grad einer Gewichtung hat Schliisselworter, die einer Gewichtungskategorie zugeordnet
werden konnen. So haben beispielsweise die Worter ,, a few labeled®, ,,occassional labeled*
und ,,small number of* eine Gewichtung von 1,0 und Worter wie ,,heavy labeled®, ,,impressive
number of*“ und ,,dense fields of*“ ein Gewicht von 3,0. Ein GroBteil der Artikel konnte auf diese
Weise ausgewertet werden. Trotz des Einteilungssystems mussten in einigen Publikationen die
beschriebenen Gewichte in Relation zueinander ausgewertet werden. Beispielsweise wurde
folgende Formulierung verwendet: ,,Less than before* oder ,,fewer than dense*. In diesem Fall
wurden die auf ithre Ausgangsgrofle bezogenen Gewichte entsprechend nach unten abgestuft.
Teilweise wurden in den Artikeln von den Autoren selbst generierte Einteilungsmethoden
verwendet und mussten an dieses System angepasst werden, weil die Einteilungen weniger
Abstufungen (meistens drei Abstufungen, die mit Symbolen wie z.B. ***_ ** * oder +++, ++,
+ dargestellt wurden) beinhalteten. Zusdtzlich gab es Publikationen, bei denen keine
Gewichtungen beschrieben wurden oder deren Gewichtungen unklar waren, so dass die
Existenz von neuronalen Verbindungen mit einem Gewicht von -0,5 (,,exist) klassifiziert

wurde.
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Tabelle 3: Gewichte der Verbindungen und die dazugehdrigen Bezeichnungen.

Gewicht Terminus

-3 unknown, not known
-2 fibers of passage
-1 not clear

-0,5 exists

0 not present

0,5 very light

1 light / sparse

1,5 light /moderate

2 moderate / dense
2,5 moderate / strong
3 strong

4 very strong

Die Bezeichnung des Injektionsortes und der Zielstrukturen musste aufgrund der
auBlerordentlichen Vielfalt an Synonymen, die von diversen Autoren uneinheitlich verwendet
werden, mit der Nomenklatur der neuroVIISAS Datenbank des Rattenkonnektoms abgeglichen
werden. In der neuroVIISAS Datenbank werden Begriffe mit der hdchsten
Trefferwahrscheinlichkeit  zuerst angezeigt. Zusitzlich werden auch Synonyme
(,,Aliasnamen®), soweit sie in das Programm eingegeben wurden, bei dem Suchergebnis
vorgeschlagen. Das Kerngebiet des ,,ventromedial hypothalamic nucleus® und die Region
,ventromedial hypothalamus® werden beispielsweise als gleiches Gebiet betrachtet und mit
einem oder mehreren Kurznamen (VMH, VM, AHNvn, VMN) versehen, da diese auch derart
variabel in den Tract-tracing Publikationen bezeichnet werden. Im Falle von neuen Begriffen
missen diese in neuroVIISAS integriert werden. Die aus der Literatur entnommenen Daten
wurden in eine Excel-Tabelle iibertragen. Bei der Auswertung wurden ipsilaterale und
kontralaterale Projektionen unterschieden und in Excel aufgefiihrt. Bei einigen Strukturen gab

es eine Vielzahl von Aliasnamen mit den jeweiligen Abkiirzungen.

Paraventricular hypothalamic nucleus Kurzname: Pa

e Aliasnamen: Paraventricular nucleus of hypothalamus

e Alternativkurzname: PVN, PVHap, PVH, Parav. Nu.

2.3 Tabellen

Die aus der Literatur herausgelesenen Daten wurden in eine Tabellenvorlage mit 25 Spalten
und einer Kopfzeile eingetragen. Die Tabellengliederung wurde von Burns (1997) entworfen

und wurde durch zusitzliche Spalten ergénzt (Abbildung 7).
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) Cumultive_resuis_02-12-2014 ods - LibreOffice Calc

A ro— o [ r o] H " [ k[ L [w] ~n | o [ e a | & T ol v [ w [ x [v]
dn iotion of Source Target Descrintion of target Weight Lesslosi NG Reference Tracer Case Animal Labeling S Somalote Lateralty  Terminal irection |Modalty Page | Annotation | Collator | Date Sex
2| RETg SC - Pemet:2005  [FG CONTRA i 76 Jenssen 22-11-2014 F
3| RETg SC 3 Pemet2005  |AAVR R ta 77 Jenssen 22-11-2014 F
| RETg SC 3 Pemet:2005  [AAVR RL ta 7 Jenssen 22-11-2014 F
5| RETg  DLGI 3 Pemet2005  |AAVR R ta 77 Jenssen 22-11-2014 F
5| RETg  DLGI 3 Pemet:2005  [AAVR RL ta 7 Jenssen 22-11-2014 F
| RETg SC 05 Pemet2005  |AAVR I ta 77 Jenssen 22-11-2014 F
8| RETy SC 05 Pemet:2005  [AAVR RR ta 7 Jenssen 22-11-2014 F
9| RETg  DLGI 05 Pemet2005  |AAVR [ ta 77 Jenssen 22-11-2014 F
T RETg  DLGI 05 Pemet:2005  [AAVR RR ta 7 Jenssen 22-11-2014 F
11 |dorsal gray commisure T13 SCL10T3 OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23112014 M
12 |dorsal gray commisure TI3 ScL10m3 QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
13 |dorsal gray commisure L1 SCL0L1 OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23112014 M
14 |dorsal gray commisure L1 scLtoL1 QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
15 |dorsal gray commisure 2 SCL10L2 | OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23112014 M
18 |dorsal gray commisure 2 scLtol2 QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
17 |dorsal gray commisure L3 SCL10L3 | OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23-11-2014 M
18 |dorsal gray commisure L3 scL1oL3 QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
18 |dorsal gray commisure L4 SCL0La OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23-11-2014 M
20 |dorsal gray commisure L4 scLtoLa QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
21 |dorsal gray commisure L5 SCL10LS OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23-11-2014 M
722 |dorsal gray commisure L5 scLtols QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
23 |dorsal gray commisure ST SCL10ST OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23-11-2014 M
24 |dorsal gray commisure ST ScL10s1  QrgRepSY 4 Suni2009 PRV RR i 789 Jenssen 23-11-2014 M
5| IMLT13 OrgRepSY 4 Sun2009 PRY [ tr 789 Jenssen 23-11-2014 M

Abbildung 7: Ausschnitt der Tabellenstruktur des Tabellenkalkulationsprogramms Calc (Open Office) nach der
Auswertung von Verbindungen. Bevor die Daten in neuroVIISAS importiert werden, miissen die Spalten A und D
fiir die Langnamen entfernt werden.

Die Bearbeitung der Tabelle erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel von
Microsoft oder mit dem frei verfiigbaren Programm Open Office von der Apache Software
Foundation. Nach Fertigstellung der Tabelle wird die Datei im ,,.csv* Format exportiert. Die
einzelnen Spalten der Tabelle miissen, bevor sie in neuroVIISAS exportiert werden, durch einen
Tabulator als Separator abgegrenzt werden. Bei der ,,.csv Datei werden nur die Abkiirzungen
von ,,Source” und ,,Target“ benutzt (Abbildung 8). Die csv-Datei konnte dann {iber das

Importfenster von neuroVIISAS eingelesen werden (Abbildung 9).

Die Bedeutung der einzelnen Spalten wird im folgenden Abschnitt erldutert (Philipp, 2012).

Teilweise wurde die Tabelle entsprechend des viralen Tract-tracing modifiziert und erginzt.

S: Source: Ursprungsregion einer Konnektivitit, die Somata der projizierenden Neuronen
enthilt. In der Spalte vor Source wurde die vom Autor verwendete Bezeichnung der jeweiligen
Region zur eindeutigen Identifizierung eingetragen.

T: Target: Zielregion einer Konnektivitit die Axonendigungen der projizierenden Neuronen
enthélt. In die auf Target folgenden Spalte wurde analog zu Source die vom Autor verwendete
Bezeichnung der jeweiligen Region zur eindeutigen Identifizierung eingetragen.

d: Weight: Gewicht bzw. Dichte der Projektion (siehe Tabelle 3).

IC: Ipsicontra: Relationen in Hinblick auf Lateralitit.

Ne: nicht definiert.

Reference: Publikationsschliissel der bibtex Datei von JabRef.

I: Tracer: Abkiirzung der Tracersubstanz.

Case: Abbildungsnummer, die die jeweilige Konnektivitdt dokumentiert.
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M: Animal number: Nummer des Versuchstieres, in welchem eine Konnektivitit gefunden
wurde

A: Labeling density: Gewicht einer Konnektivitit.

Soma: Eindeutige Abkiirzung der Region, die Zellkdrper einer Projektion enthilt.

Soma Notes: Kommentare zu der Region, die Zellkorper einer Projektion enthélt.
Lateralitiit:

- bei monosynaptischen viralen Prozessen: ipsilateral: bei linker Seite ,,LL%, bei rechter Seite
,,RR“ oder ,,IPSI*; contralateral: von links auf rechts ,,LR*, von rechts auf links ,,RL* oder von
linker Seite auf rechte Seite und rechte auf linke Seite ,, CONTRA*

- bei transsynaptischen viralen Prozessen: ipsilateral: bei linker Seite ,,LL%, bei rechter Seite
,,RR*: contralateral: von linke auf rechte Seite ,,LR*, von rechte auf linke Seite ,,RL*: keine
Verwendung von IPSI und CONTRA bei transsynaptischen Prozessen

Terminals: Eindeutige Abkiirzung der Region, die die Axonterminale enthélt.

Terminal Notes: Freie Kommentare zu der Region, die die Axonterminale einer Projektion
enthalt.

Terminals ipsi — contra: bei ipsilateralen Verbindungen: ,IPSI“, bei kontralateralen
Verbindungen ,,CONTRA*,

TransportDirection: Richtung des viralen Tracertransports:

Bei monosynaptischen viralen Prozessen: retrograd ,,tmr*, anterograd ,,tma‘“, retrograd und
anterograd ,,tma/r*

Bei transsynaptischen viralen Prozessen: transsynpatisch retrograd -,,tr*
anterograd ,,ta* , transsynaptisch retrograd und anterograd ,,ta/r

, transsynaptisch
Modality: Verkniipfung von transsynaptischen Pfaden oder Kollateralen, Verlinkung bei
Pfaden ,,P“, Verlinkung bei Kollateralen ,,C*, Verlinkung bei Pfaden und Kolateralen ,,P,C*
Page: Seitennummer der Konnektivitdt in der Publikation

Annotation: Anmerkung

Collector: Name des Auswerters

Date: Eingabedatum der Auswertung

Sex: Geschlecht der Versuchstiere: ,,M*, ,,F* oder ,,M, F* oder keine Angabe
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2.3.1 Kodierung von viralen Konnektivititen

Im Gegensatz zu konventionellen Tract Tracern sind einige virale Tracer in der Lage
transsynaptische Verbindungen zu markieren. Aus diesem Grund wurde eine Anpassung fiir
die Kodierung von viralen Tract-tracing Prozessen durchgefiihrt. In der iiberwiegenden Anzahl
der Publikationen wurden der Injektionsort und das Ziel der Tracerausbreitung des Virus
beschrieben. Mégliche synaptische Zwischenstationen wurden hiufig nicht bzw. unvollstindig
beschrieben. In diesem Fall wurden als Richtungs-Kodierungen die Abkiirzung ,,ta®, ,,tr*, oder

»ta/r* verwendet. Die Bedeutung dieser Richtungs-Codes ist:

e ta: anterograder Transport liber mindestens eine Synapse
e tr: retrograder Transport liber mindestens eine Synapse
e ta/r: anterograder und retrograder Transport iiber mindestens 1 Synapse
e tma: monosynaptischer anterograder Transport ohne Diffusion des Tracers iiber eine
Synapse
e tmr: monosynaptischer retrograder Transport ohne Diffusion des Tracers iiber eine
Synapse
Zusitzlich muss eine Lateralititskodierung vorgenommen werden, die maximal viele
Freiheitsgrade erlaubt und nicht die einfache Kodierung der konventionellen non-viralen Tracer

in Form von IPSI oder CONTRA::

e LL: von der linksseitigen zur linksseitigen Region
e LR: von der linksseitigen zur rechtsseitigen Region
e RR: von der rechtsseitigen zur rechtsseitigen Region

e RL: von der rechtsseitigen zur linksseitigen Region

Diese Kodierung erlaubt auch eine eindeutige unilaterale Spezifikation von Konnektivititen
neben ipsilateralen, kontralateralen und bilateralen Verbindungen. Unilaterale Verbindungen
sind insbesondere fiir afferente und efferente Projektionen unpaarer Bauchorgane von

Bedeutung.

Fiir die ,,csv*“-Version werden die Langnamen der Kerngebiete aus der Tabelle entfernt. Fiir
den Datenimport muss ein Tabulatorzeichen als ,,Delimiter* eingefiigt werden, damit die

Abgrenzung der einzelnen Zellelemente moglich wird.
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Datel Bearbeiten Ansichl Lesszeichen Edras  Einsellungen  Hilfe

Ohiey Lot | spechern | spechemurer ) scrmetien m e
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Tustral mesopontine tegnental anesthesia area RMTGA FFTg 3 Sukhotinsky: 2005 EDA TG CONTRA. FPTg ST & Beier  24-10-2014 [ n}
rostral mesopontine tegnental anesthesia area RMTGA  PAG 2 Sukhotinsky: 2005 EOA ATGA PSI PAG S Beier 26.10.2014 W
rostral mesopontine teguental anesthesia area  FHTGA  PAG s Sukhotinsky: 2008 EOA FHTGA COMTRA PAG WS Beier  24.10-2014 W
rostral mesopontine tegnental anesthesia area FMTGA LR 3 Sukhotinsky: 2005 EOL RHTGA s R o oa Beer 24.10.2014 K
rustral mesopontine tegnentsl snesthesia area FMTGA R 05 Sukhotinsky: 2005 EOA TG oA R P Beier 2610204 W
rostral mesopuntine tegmental anesthesia area FHTGL P E) khotinsky: BOA RHTGA T S S a Bater 10-2014 W
rostral mesopontine tegnental anesthesia area EMTGA LC 2 Suknotinsky: 2005 EOL RHTGA PS1 L wEoa Beer 102014 K
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rostral mesopontine tegnental anesthesia area RMTGA  G1d 3 Suknotinsky: 2006 EOA RHTGA PSI @A wEoa Beier  24.00-2014 K
rostral nesopontine tegnentsl snesthesia area RMTGA Mg 2 Sukhotinsky: 2005 Eon TG PSR WS Beler 20214 W
rostral mesopuntine tegmental anesthesia area FHTGE  MUL 1 Sukhotinsky: BOA TG ST ML S a Beier  24-10-2014 W
rostral mesopontine tegnental anesthesia area RMTGA  MVL 6.5 Sukhotinsky: 2006 EOA RHTGA CONTRA WYL WS a Beier  24.00.2014 K
rostral nesopontine tegnentsl snesthesia srea  RMTGA  MiDI 1 Sukhotinsky: 2005 Eon TG Pl wind S beler  2-10-714 W
rostral mesopuntine tegmental snesthesia area FHTGA  MdDd 0.5 Sukhotinsky : 201 EOA RHTGA CONTRA. MdDd ST a Beier  24-10-2014 W
dorsal sesopontine tegaental anesthesia area  DHTGA  FFTg 3 Sukhotinsky: 2006 EOA DHTGA CONTRA #FTg WS a Boier  24.00.2014 K
dorsal mesopontine tegnental anesthe OHTGH  PAG 3 Sukhotinsky: 2006 EOM OHTGA ISl PAG S Beler  2-10-714 W
dorsal mesopontine tegmental anesthe DTG PAG ‘0.5 Sukhotinsky: 2005 [ DHTGA CONTRA. PAG S a Beier  24-10-2014 "
oHTGA TR 3 Sukhotinsky: 20 EOA OHTGA PSR S a Beier  24.00-2014 K
oTGA CR 0.8 Sukhotinsky: 2006 EOA DHTGH COMTRA- R S Beler  2-10-7014 M
DHTGL  FB E) Sukhotinsky: 201 EDA DHTGA bl TS a Beier 24-10-2014 I
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OHTGA  SubC 3 Sukhotinsky: 2006 E04 DHTGA IPST subC S Beier 24-10-2014 M
DHTGA G El Sukhotinsky: EDA DHTGA L TSI a Beier  24-10-2014 "
DNTGH GA 3 hotinsky: 2005 EOA DHTGA P Ga S Beier 26.10.2014 W
OHTGA  Fiig 2 Sukhotinsky: 2006 EOA DHTGA sl R S Beier  24-10-2014 W
DHTGA ML 1 Sukhotinsky : 2005 EOA DMTGA ST il TS a Beier  24-10-2014 "
oHTGH ML 05 Sukhotinsky: 2005 EOA DHTGA conTRA WL P Beier 26102014 W
area  DHTGA  Wibd 2 Sukhotinsky: 2006 EOA DHITGA 1PST WM WS Boier  24.10-2014 W
dorsal mesopontine tegmentsl anesthesia area DHTGA__hdDd LS Sukhotinsky: 2008 EOA OMIGA, LCONTRA__MdDd JpsT a Beler 24.10.2014 N hd
3 5
Zaller Spae: 1 ZELE EINF SUknONSK2005 5y
. . . . . . . . .
Abbildung 8: Struktur einer Textdatei, die aus einem Tabellenprogramm exportiert wurde. Diese csv-Textdateien
lassen sich in neuroVIISAS einlesen.
Tree hierarchy | Name | Colaterals rAﬁerent colaterals Paths C ion to Claustrum_L from:
[ |j. Basal_ganglia_L =] Brainregion Weight
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Abbildung 9: Importfenster von neuroVIISAS. Nach der Auswahl des Reiters ,,Experiments* und ,,More*
konnen die Tracing Codes der Modalitit ,,Viral“ oder ,,Non Viral* zugeordnet werden.

2.4 Regionenauswahl fiir Konnektivititsanalysen

Die in den csv-Textdateien kodierten Verbindungen der ausgewerteten Tract-tracing

Publikationen wurden alle in neuroVIISAS importiert (Abbildung 10). Anschlieend miissen

alle Tracer im Importfenster iiber eine Tracer Code Tabelle eindeutig der Virus-Modalitit

zugeordnet werden (Abbildung 10). Diese explizite Zuordnung ist wichtig, um einen

verallgemeinerbaren Ansatz zum Import und zur Analyse beliebiger konnektionaler

Datenstrukturen (fMRI, neurophysiologische Stimulation und Ableitungen, Lésions-basierte
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Konnektivitdt u.a.) verfligbar zu machen. Danach wurden aus der Neuroontologie des Ratten-

Konnektom-Projektes die Verbindungen, die mit viralen Tracern gefunden wurden im Modul

Erweiterte Konnektivititen-Analyse gefiltert. Dies ist ein zweistufiger Vorgang. Zuerst wurden

alle Regionen ermittelt, die Input oder Output Verbindungen aufweisen, die mittels viralen

Tract-tracing gefunden wurden (Hierarchy — Automatic node selection (Tracer code) —

Viral). Nun lassen sich iiber den Verbindungsfilter fiir hierarchisch kumulierte Verbindungen

(Symbol fiir kumulierte Filter — re. Mausklick in Filter Tabelle — Create — Tracer Code

property) vier verschiedene Konnektivititmodalitdten konfigurieren (Abbildung 11):
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Abbildung 10: Zuordnung von Tracer Codes zur Modalitit des Virus basierten Tract-tracing.

e ausschlieBlich Virus Tract-tracing Verbindungen (,,All tracer codes have to match the

condition* + Category ,,Viral“ + ,, True*)

e Virus Tract-tracing Verbindungen und non-viral Verbindungen (,,At least one tracer

code has to match the condition” + Category ,,Viral* + ,, True*)

e ausschlieflich non-viral Tract-tracing Verbindungen (,,All tracer codes have to match

the condition* + Category ,,Viral*“ + , False*)

e muss keine Virus Tract-tracing Verbindung sein, kann aber eine Virus tract Verbindung

sein (,,At least one tracer code has to match the condition* + Category ,,Viral* +

LFALSE®)

Zur Auswabhl eines Konnektoms mit moglichst vielen Verbindungen, die mittels viralen Tract-

tracing gefunden wurden, wurde die Konfiguration ,,At least one tracer code has to match the

condition” + Category ,,Viral* + ,,True* im kumulativen Verbindungsmodus gewéhlt.
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Im zweiten Schritt wurden Regionen entfernt, die keine Verbindungen aufweisen. Danach
wurden die untersten Hierarchieebenen Ebene fiir Ebene eingeklappt und die Anzahl der
verbleibenden Virus Tract-tracing Verbindungen berechnet. Die Ebenen konnten noch dreimal
eingeklappt werden bis es zu einer deutlichen Abnahme der Anzahl von Virus Tract-tracing
Verbindungen kam. SchlieBlich kam eine Regionenauswahl zustande, die eine besonders grof3e
Virus Tract-tracing Verbindungsdichte aufweist. Diese Auswahl von Regionen und deren Virus

Tract-tracing Verbindungen stellt die Grundlage der weiteren Analyse dar (Abbildung 13).

- Fiter for cumulated edges

Right mouse click to define criterias the edges have to satisfy

Transsynaptic observations are disabled by default. You
hawve to include the tracing types 7=ta, 8=tr or 9=ta/r in a filter
to see connections only described transsynaptically.

Filter for cumulated edges | Mumber

[ anp |[ or ][ nmor & E

Selected filter:

- Fitter: Tracer code property ) )
@ At least on tracer code has to match the condition
_ Alltracer codes have to match the condition

Choose category and define condition

Category |V|ra| | - |

® True O False
[_] Only existing connections
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wurden, ergab eine relativ groe Adjazenzmatrix. Auf der linken Seite ist das Adjazenzmatrix Navigationsfenster
zu sehen, mit einem kleineren Ausschnitt, der im rechten Fenster vergroBert dargestellt ist. In dieser priméren
Auswahl werden alle viralen und non viralen monosynaptischen Verbindungen dargestellt.

a2
File EGi Hiermicly Statistics Anabysis panels Hieraicly panels Sellings for analyses. Othes Samubation Help

FE— TR

i, | et = i |
A? Yy ¥ ik i 7Y
i A Fwy u b bk -~ [y W %

't A

A 1 5
vira
Ty Y AL Lidi dil A AL okl Weighted analysi

i bl 1 1 Wi b 3 b v A ‘Weights: Linear distr

Vertral_medial_septum_ L -

Spinal_sard_lamina_1_L

i oeeTderd | Wagrama
Soarch: Name Short name (| Automatically add bost matching regson Rsfrash

Abbildung 13: Nach der Filterung und dem Einklappen von Hierarchieebenen ergibt sich eine maximale
Darstellung von Verbindungen und Regionen, zwischen denen mittels Virus Tract-tracing Verbindungen
beschrieben wurden. Die Auswabhl ist bilateral. Oben rechts sind in der Hierarchie die Teilbdume peripherer Organe
wiedergegeben.
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Abbildung 14: Hierarchische Gliederung der Gebiete, deren Verbindungen u.a. mittels viralen Tract-tracing
beobachtet wurden. Aufgrund der Lénge der Hierarchie wurde die Hierarchie auf 6 fortlaufende Teile verteilt. Es
sind die links- und rechtsseitigen ZNS Gebiete sowie das PNS und die Organe abgebildet.
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2.5 Konventionen zur Bezeichnung von Hirnregionen in dieser Arbeit

Es werden die gleichen Bezeichnungen der Regionen verwendet, wie sie in englischsprachigen
Publikationen genutzt werden. Somit lassen sich Neubildungen von Begriffen durch
Ubersetzungen vermeiden. Ferner lassen sich die angloamerikanischen Begriffe direkt zur
Recherche in den Literatur- und Neuroanatomie-Datenbanken wie Neurolex, Braininfo und

BAMS verwenden.

2.6 Visualisierung in Graphiken

Die meisten Abbildungen wurden im eps-Grafikformat in diese Arbeit importiert, so dass es in
der pdf-Version dieser Arbeit mdglich ist, sehr feine Details interaktiv mit einem pdf-Viewer
sichtbar zu machen. Die eps-Grafiken werden jedoch in der Bildschirmanzeige der WORD-

Version nur relativ unscharf wiedergegeben.

2.7 Graphen und Netzwerke

Die Verbindungen zwischen Neuronen oder Gruppen von Neuronen wie beispielsweise
Kerngebieten oder kortikalen Arealen sind als Graphen darstellbar. Die mathematische
Graphentheorie behandelt Graphen als Strukturen, die aus Objekten und deren Verbindungen
bestehen. Diese Graphen sind aus Knoten und Kanten aufgebaut. Die Knoten (Vertex, Vertices)
des Graphen konnen als neuroanatomische Kerngebiete oder Hirnregionen interpretiert werden.
Kanten stellen Verbindungen bzw. Konnektivititen (Axone) zwischen den Knoten dar und sind
somit die Ubertragungswege fiir Aktionspotentiale. Durch die Anwendung von antero- und
retrograden Tracersubstanzen lassen sich Urspriinge (Perikaryen) und Ziele (Axonterminalen)
bestimmen, die Graphen mit orientierten Verbindungen hervorbringen. Dies gilt sowohl fiir
konventionelle nicht-virale Tracer als auch fiir virale Tract-tracing Methoden. Graphen, die aus
gerichteten Kanten aufgebaut sind, heilen auch Digraphen oder gerichtete Graphen. Die
ordinalskalierten Gewichte von Kanten sind Schitzungen von axonalen Dichten und kénnen
als eine Kanteneigenschaft betrachtet werden. In diversen Publikationen, die Tract-tracing
Befunde beschreiben, erfolgt die Angabe derartiger Schédtzungen axonaler Dichten
semiquantitativ. Eine gerichtete Verbindung zweier neuroanatomischer Entitdten ldsst sich
auch durch mehrere Axone oder Axonkolateralen repridsentieren. Graphen, in denen zwei
Knoten durch mehrere Kanten (entsprechenden Axonen) verbunden werden, werden als
Multigraphen bezeichnet. Multigraphen diirfen auch Schleifen oder Selbstreferenzen
aufweisen. Eine solche Schleife entspricht aus der neuroanatomischen Sicht einer Projektion
eines Neurons zuriick zu sich selbst. Im einfachsten Fall wird dies {iber eine Autapse realisiert.
Meist wird ein Digraph mit gewichteten Kanten in der Graphentheorie als Netzwerk bezeichnet.
Das im Folgenden analysierte Virus Tract-tracing basierte Konnektom ist also in diesem Sinn
ein Netzwerk (Diestel, 2017).
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Die meisten Neurone sind aus einem Axon und mehreren Dendriten aufgebaut, deren
Endigungen sich auBerhalb der Region befinden kdnnen, in welcher das Perikaryon des
Neurons lokalisiert ist. ,,AuBBerhalb des Gebietes* steht im Zusammenhang mit der betrachteten
rdumlichen Auflosung. Im Rahmen dieser Konnektomstudie wird eine vergleichbare rdumliche
Auflésung, wie im stereotaktischen Atlas (Paxinos, 2014), genutzt. Soweit bekannt, wurde in
keiner Konnektom-Studie bisher untersucht, wie sich die im graphentheoretischen Sinn
punktformigen Urspriinge und Ziele von Verbindungen in Hinblick auf die héufig
gebietsiibergreifende Morphologie von Neuronen besser definieren lassen. Beispielsweise
liegen die Somata von grof3en Pyramidenzellen héufig in der Lamina 5, aber deren dendritische
Endigungen in den Laminae 1-3. Eine punktformige Abstraktion eines solchen Neurons
beziiglich aller seiner Fortsdtze kann nicht eindeutig der Lamina 5 oder einer anderen Lamina
zugeordnet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine eindeutige Zuordnung von Ursprung
und Ziel einer Verbindung fiir das Axon-Initialsegment festgelegt. Dieses wird als kleinste
umschriebene subzelluldre Struktur angesehen, die eindeutig einer Region zugeordnet werden
kann. Dieser kleinste biologische Bezugspunkt wird auch als charakteristischer Punkt
bezeichnet (Stereologie). Urspriinge und Ziele von Verbindungen sind charakteristische
Punkte, wenn sie eindeutig neuroanatomischen Gebieten zugeordnet werden konnen. Fiir das
periphere Nervensystem muss ebenfalls ein charakteristischer Punkt fiir den Ursprung von
neuronalen Erregungen (,,dendritisches Axon*) festgelegt und die Definition angepasst werden,
da der Ursprung einer Erregung sehr weit vom Axon-Initalsegment entfernt liegen kann.

AuBerdem muss die Gerichtetheit einer neuronalen Verbindung definiert werden, da zwei
Sichtweisen moglich sind. FEinerseits kann der Ursprung einer neuronalen Verbindung
strukturell definiert werden: die Verbindung hat ihren Ursprung dort, wo sich der
charakteristische Punkt befindet und von hier lauft sie zum Zielgebiet. Womit sich diese
Definition der Verbindung allein auf den rdumlichen Verlauf von dem charakteristischen Punkt
zu mindestens einem Ende des Axons (prdsynaptischer Abschnitt) oder zu den Endigungen
mindestens zweier Kolateralen bezieht. Letztere konnen in unterschiedlichen Regionen
terminieren. Andererseits ldsst sich Gerichtetheit beziiglich der Ausbreitung eines
Aktionspotentials unter normalen in vivo Bedingungen, also nicht in einem artifiziellen
experimentellen  System  definieren. Damit wire die Gerichtetheit iiber die
Ausbreitungsrichtung vom charakteristischen Punkt zu den Axonterminalen definiert.
Ausnahmen stellen axo-axonale Kopplungen mit antidromer axonaler Reizleitung dar (Schmitz
et al.,, 2001). In den meisten Féllen entspricht die strukturelle Definition der neuronalen
Gerichtetheit im ZNS der funktionellen Gerichtetheit. Da wéhrend der Auswertung von
Publikationen hdufig uneindeutige Beschreibungen von Verbindungen gefunden wurden, ist
eine klare Definition dieser Begriffe wichtig. Die Orientierung neuronaler Verbindungen steht
in einem direkten Zusammenhang mit der neuronalen Dynamik in Netzwerken. Diese wird vor
allem durch die Ausbreitungsrichtung von Aktionspotentialen bestimmt. Ausgehend von der

funktionellen Gerichtetheit einer neuronalen Verbindung wurden Ursprung und Ziel einer
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Verbindung in Bezug auf die Funktion festgelegt. Eine Ausnahme bildet das periphere
Nervensystem beziiglich transganglionirer Verbindungen, deren Ursprung nicht somanah ist,
sondern somafern in der Korperperipherie. Die Ziele dieser Verbindungen sind héufig ebenfalls
nicht somanah, sondern somafern im Zentralnervensystem auf spinaler oder supraspinaler
Ebene gelegen.

Ergdnzend miissen noch weitere einfache aber hidufig verwendete Begriffe erldutert werden.
Diese sind fiir die Untersuchung und Beschreibung von Konnektomen wichtig und kénnen
unterschiedlich verstanden werden: unilateral, bilateral, ipsilateral und kontralateral. Eine
strukturelle oder funktionelle Verbindung ist unilateral, sofern diese nur auf einer Seite des
Nervensystems existiert bzw. nachgewiesen wurde. Bilaterale Verbindungen hingegen sind
solche, die in beiden Hemisphiren gleiche Regionen verbinden und auflerdem eine
Ursprungsregion A der linken Hemisphére mit einer Zielregion B in der rechten Hemisphére
(erster kontralateraler Anteil der bilateralen Verbindung) verbindet und umgekehrt (zweiter
kontralateraler Anteil der bilateralen Verbindung).

Ipsilateral dhnelt zwar dem Begriff unilateral wird aber meist fiir Beschreibung von
Beobachtungen nach der Anwendung von Tracing-Substanzen oder experimentell eingesetzten
Substanzen (Neurotoxine, neuroprotektive Substanzen etc.) verwendet. Der Begriff ipsilateral
bezeichnet eine Verbindung oder die Anwendung einer Substanz sowie die Beobachtung eines
Eftektes innerhalb einer Hemisphire. Mit kontralateral wird hingegen eine Verbindung oder

ein experimenteller Effekt einer Hemisphire zur gegentiberliegenden Hemisphire bezeichnet.

Die Gliederung der kortikalen Regionen ldsst sich als azyklischer Graph oder auch als
hierarchische Gliederung wiedergeben (Abbildung 14 und Abbildung 15). Die Relationen der
Regionen in einer solchen Hierarchie werden durch Kantenattribute definiert (,,Teil von®,
,benachbart zu“, ,eingeschlossen von®, die eine wesentliche Eigenschaft von Ontologien
(Konzepte zur Wissensdarstellung) sind. Die zuvor erlduterten neuronalen Verbindungen eines
neuronalen Netzwerkes werden ebenfalls als Graph abgebildet. Dieser ist jedoch zyklisch und
reprasentiert eine ganz andere Wissenskategorie. Neuronale Verbindungen zwischen den in
Abbildung 11 dargestellten Enden der Hierarchie (Blditter), werden im Weiteren als direkte
Verbindungen bezeichnet. Haufig lassen sich die Blatter aber noch weiter neuronanatomisch
oder funktionell unterteilen. Diese nicht ,,aufgeklappten oder vollstindig erweiterten Blitter
konnen auf einer bestimmten Betrachtungsebene noch unsichtbar sein. Ein zentrales
Visualisierungsmerkmal von neuroVIISAS besteht darin, solche verdeckten neuronalen
Verbindungen den sichtbaren Bldttern zuzuordnen bzw. zu akkumulieren. Diese
zusammengefassten Verbindungen von Untergebieten, die einem {iibergeordneten Knoten
zugeordnet werden, werden im Folgenden als akkumulierte oder kumulierte Verbindungen bzw.
Kanten bezeichnet. Fast alle graphenanalytischen und statistischen Funktionen des
Auswertungssystems neuroVIISAS konnen auf  direkte oder kumulierte

Verbindungsrepriasentationen angewendet werden. Diese Funktionalitit hat den Vorteil,
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besonders komplexe Verbindungsarchitekturen auf spezifizierte Beschreibungsebenen zu
reduzieren, um leichter allgemeine Verbindungsprinzipien zu erkennen und zu visualisieren
(Abbildung 12).

Abbildung 15: Die Konzepte
direkte Kanten und kumulierte
Kanten sind hier dargestellt. a)
Beispiel einer Hierarchie von
Regionen mit den drei Regionen
a, b und c. Hellgraue Pfeile
zeigen die Konnektivititen
zwischen den Regionen. Die
Gebiete und ihre Verbindungen
i wurden in der unteren
d e Adjazenzmatrix abgebildet. b)
R Ry Die gleiche Gliederung wie in a)
ist hier gezeigt. Aber die

a b C Hierarchie beinhaltet weitere

a a Untergebiete, die in a) verdeckt

b b oder nicht ,aufgeklappt bzw.
erweitert wurden. Hier seien es

a c b c die Gebiete d und e deren
gestrichelte Hierarchieverbin-

dungen anzeigen, dass sie nicht sichtbar sind, sofern sie nicht erweitert wurden. Diese nicht aufgeklappten Gebiete
koénnen Verbindungen besitzen, z.B. zu dem aufgeklappten Gebiet b. Diese nicht-sichtbaren Verbindungen werden
in der darunter abgebildeten Adjazenzmatrixdarstellung als kumulierte Verbindungen bezeichnet. Die mittelgraue
Verbindung von d nach b und die hellgraue Verbindung von e nach b werden im iibertragenden Sinn als indirekte
Kanten in der Adjazenzmatrixdarstellung akkumuliert und wurden mit einer dunkelgrauen quadratischen Flache
(d>b) und einem hellgrauen Rahmen (e>b) dargestellt. In den Adjazenzmatrizen werden solche indirekten
Verbindungen jedoch mit Zahlenwerten akkumuliert und farbkodiert, um Verbindungsmuster leichter zu erkennen.
Die kumulierte Kantendarstellung bietet also eine vollstdndigere Sicht der Verbindungen einer Knotenauswahl.
Zugleich ist diese Darstellung eine Abstraktion und eine Distanzierung von der konkreten
Verbindungsbeschreibung einer Publikation. Wichtig ist bei der Analyse von direkten und kumulierten
Verbindungen, dass die entsprechenden Regionen der Adjazenzmatrizen identisch sind, die Verbindungsinhalte
der Matrizen jedoch meist sehr unterschiedlich sein konnen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ausgewertete Publikationen

Die Suche nach Publikationen in den Datenbanken PubMed, GoogleScholar und Web of
Science, mit Hilfe der im Material- und Methodenteil definierten Suchfilter (siche Abschnitt
2.1), lieferte nach einer Filterung 322 Arbeiten, in denen Verbindungen mittels viralen Tract-
tracing in der Laborratte beschrieben werden. In 41 weiteren Publikationen wurden ebenfalls
virale Tract-tracing Verbindungen erfasst, aber die methodischen Details waren nicht {iber
Datenbankanfragen verifizierbar, so dass insgesamt 363 Arbeiten in das Virus Tract-tracing
basierte Konnektom eingegangen sind. Nach der Auswertung (siehe Abschnitt 2.4) der
einzelnen Publikationen wurden die Daten in das Programm neuroVIISAS zu den bestehenden
Verbindungsdaten des Ratten-Konnektom Projektes hinzugefiigt. Virus-basierte Verbindungen
und Verbindungen, die durch nicht virale Methoden vorliegen, sind in der gleichen Datenbank
abrufbar, unterscheidbar und vergleichbar. Dies hat den Vorteil, dass unterschiedliche
Methoden zur Erfassung von Konnektivititen differentiell bzw. vergleichend analysiert werden

konnen.

3.2 Neuroontologie des BS-Konnektoms

Nach der Auswahl von Regionen zwischen denen Verbindungen existieren, die mittels Virus
Tract-tracing (VTT) gefunden wurden, zeigte sich, dass gleiche und zusitzliche Verbindungen
auch mit nicht-viralen Tract-tracing identifiziert worden sind. In einer ersten Ubersicht wurden
716 Regionen durch 34566 virale und nicht-virale Kanten verbunden. In diesem Netzwerk sind
alle Regionen verbunden, so dass sich eine Zusammenhangskomponente ergibt. Das VTT-
Konnektom besteht also aus 716 Gebieten, die auf 14 Hierarchieebenen verteilt sind. Die linke
und die rechte Seite des ZNS sowie das PNS und periphere Organe sind in dieser Auswahl
enthalten. Wird der VTT-Filter aktiviert, so dass nur Verbindungen im Netzwerk verbleiben,
die mittels VTT ermittelt wurden, so verbleiben noch 3323 Verbindungen. In dieser
Konfiguration treten keine isolierten Gebiete auf, aber es ergeben sich fiinf
Zusammenhangskomponenten (Abbildung 16). Von vier nicht zusammenhingenden
Komponenten verteilen sich jeweils 2 auf eine Seite: 12Sr (hypoglossal nucleus rostral part)
und MuscStyG (styloglossus muscle) auf der linken sowie auf der rechten Seite. Des Weiteren
Cent (caudomedial entorhinal cortex) und VPFC (ventral prefrontal cortex) ebenso jeweils auf
der rechten und linken Seite. Der grofte Teil der links- und rechtsseitigen Gebiete ist jedoch als
eine Zusammenhangskomponente verbunden. Die Hierarchie der VIT Gebiete wurde in
Abbildung 17 dargestellt. Einige Gebiete besitzen noch Untergebiete mit zahlreichen
Verbindungen (kumulierte Verbindungen), die jedoch nicht notwendigerweise durch VTT-

Beobachtungen zustande gekommen sein miissen.
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Abbildung 16: a) Zirkulédre hierarchische Darstellung der Gebietsauswahl. Hier sind die Gebiete wiedergegeben,
zwischen denen Verbindungen mittels VTT gefunden wurden. b) In der planaren organischen Netzwerkdar-
stellung werden die 5 Netzwerkkomponenten deutlich. Die kleinen 2 Knoten-Komponenten sind am unteren
Bildrand zu sehen.
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Abbildung 17: Hierarchische Darstellung der Gebiete mit VT T-Verbindungen. Die schwarzen Balken geben die Menge an kumulierten Verbindungen
an und die gelben Balken die Menge der direkten Verbindungen. b) Die Tree-Map Darstellung der VTT-Regionen.
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3.3 Ubersicht iiber die Gesamtheit der Virus Tract-tracing Verbindungen

Nach Abschluss der Auswertungen von viralen Verbindungen wurde zunéchst eine allgemeine
Analyse der virusspezifischen Verbindungen durchgefiihrt. Einige Arbeiten mit viralen
Verbindungsbeschreibungen wurden bereits von anderen Auswertern ausgewertet, so dass
insgesamt 363 Publikationen Daten mit Virus-basierten Tract-tracing Befunden berticksichtigt
werden konnten (Abbildung 18). Die Gesamtzahl von Beobachtungen viraler Verbindungen
betrdagt 37733, von denen 26744 Verbindungen nicht mehrfach beschrieben wurden. Diese
26744 Verbindungen verlaufen links-ipsilateral und rechts-ipsilateral sowie links-rechts-
kontralateral und rechts-links-kontralateral. Hiervon sind 317 Verbindungen reziprok. 16652
Verbindungen besitzen transsynaptische Eigenschaften, so dass die Verbindung mindestens
iiber eine Synapse verlduft. Die Gesamtzahl der Pfad-Verbindungen betrdgt 1864, von denen
1281 Pfade eine Synapse besitzen und 489 2 Synapsen. Die maximale Pfadldnge betrdgt 6 und
beinhaltet 5 Synapsen. Die Anzahl kontralateraler Pfade liegt bei 64. Auch Kolateralen-
Projektionen wurden mittels viralen Tract-tracing erfasst und die Gesamtzahl an Kolateralen-
Verbindungen betrdgt 167. Am héaufigsten wurden 2-fach Kolateralen Verbindungen
beschrieben (80). Das Maximum an Kolateralen-Beobachtungen liegt bei 17. Am meisten
(26007) wurde die ,tr* Kodierung zur Beschreibung der Ausbreitungsrichtung und
transsynaptischen Konnektivitit verwendet. Dies bedeutet, dass die meisten Beobachtungen auf
retrograden Virus Tract-tracing basieren mit nicht eindeutig beschriebenen 2ten, 3ten oder nten
Neuronen oder Regionen von einem eindeutig definierten Ursprungsgebiet der Tracer-
Applikation bis zum eindeutig definierten Zielgebiet des Virusnachweises. Diverse virale
Projektionsbeschreibungen wurden auch semiquantitativ in den ausgewerteten Publikationen
beschrieben. Am hiufigsten wurden die Kategorie des nicht-quantifizierbaren bzw. qualitativen
Nachweises genutzt (,,exist™: 9786) gefolgt von ,,strong* mit 3957 und ,,light/sparse* mit 3763
Erwédhnungen (Abbildung 18).

Aus Abbildung 18c geht hervor, dass nicht nur Verbindungen zwischen Regionen einer
Hierarchieebene bestehen, sondern zahlreiche Verbindungen zwischen Hierarchieebenen.
Besonders viele Verbindungen wurden mit einer Oberflichendarstellung in Abbildung 18c
hervorgehoben. Die meisten Verbindungen liegen zwischen Hierarchieebene 11 und 7. Mit den
Verbindungen zwischen Hierarchieebenen wird auch verstindlich weshalb nach der Filterung
von viralen Tracern (Abbildung 11) 3355 Verbindungen gefunden wurden und nach der
globalen Konnektivititsanalyse (s.u.) nur noch 3323 Verbindungen. Die Differenz der
Verbindungen liegt zwischen den Hierarchieebenen oberhalb der ausgewihlten Blatter und

lasst sich nicht direkt in der Verbindungsmatrix darstellen.
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Die Haufigkeiten, mit der bestimmte Virussysteme fiir neuronales Tract-tracing angewendet
wurden, sind in Abbildung 19a wiedergegeben. Am hiufigsten wurden Pseudorabies Viren zum
Nachweis neuronaler Verbindungen verwendet. AuBerderm wurden die Anzahlen von
Publikationen bestimmt (Abbildung 19b), in denen ein bestimmtes Virussystem zum Nachweis
neuronaler Verbindungen diente. In den meisten Publikationen wurde wiederum der

Pseudorabies Virus verwendet, gefolgt von Adenoviren.
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Abbildung 18: Virus Tract-tracing spezifische Projekt Statistik. a) Allgemeine Haufigkeiten von Verbindungen,
die Pfade und Kolateralen bilden u.a. b) Charakteristika der Virus spezifischen Verbindungen beziiglich ihrer
semiquantitativen Gewichte und Tracing-Typen. c) Haufigkeiten von VT T-Verbindungen zwischen verschiedenen
Gebieten auf unterschiedlichen Ebenen der Gebietshierarchie. Aus der Oberflachenvisualisierung der Daten wird
deutlich, dass es einige Hierarchiebereiche (orange eingefarbt) gibt, zwischen denen offensichtlich mehr
Verbindungen bestehen.
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Abbildung 19: Héufigkeiten von Virustypen, die fiir neuronales Tract-tracing in der Ratte verwendet werden. a)
Haufigkeiten von Verbindungen, die mit einem bestimmten Virus nachgewiesen wurden. b) Haufigkeit der
Publikationen, in denen ein bestimmter Virus zum neuronalen Tract-tracing angewendet wurde.
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3.4 Konnektivititsmatrizen

Die Adjazenzmatrix der VIT-Verbindungen zwischen Regionen des ZNS und PNS wurde
optimiert ausgewdhlt, insofern eine maximale Anzahl von VTT-Verbindungen dargestellt ist.
Die Matrix wird einmal in einer direkten und ein weiteres Mal in einer kumulierten Version
gezeigt, um die deutlich diinner besetzte Matrix der direkten Verbindungen zu vergleichen
(Abbildung 20).

Zur Berechnung der Matrizen wurde das ,,Advanced Connectivity Analysis*“ Modul iiber das
»Analysis“ Menl in neuroVIISAS verwendet. Die Adjazenzmatrix (Verbundmatrix,
Verbindungsmatrix) ist eine n x n Matrix fiir n Knoten, die hier fiir neuroanatomische Regionen
stehen, mit Zeilen fiir die Output-Verbindungen (Efferenzen) und Spalten fiir die Input-
Verbindungen (Afferenzen). Eine spezifische Position (i, j) (i: Output-Zeile, j: Input-Spalte) in
dieser Matrix kann eine 1 oder eine 0 beinhalten, wenn der efferente Knoten tiber eine
Verbindung zu einem afferenten Knoten verfiigt (1) oder eben keine Verbindung vorhanden ist
(0). Diese Zuordnung erzeugt gerichtete Graphen. In Abhéngigkeit von den Inhalten der
Adjazenzmatrizen werden diese unterschiedlichen Kategorien zugeordnet. Oben wurde die
einfachste Kategorie beschrieben. Es ist eine einfache, bindre Adjazenzmatrix, in der die
Verbindungen als existent (1) oder nicht vorhanden (0) eingetragen sind. Im Unterschied zu
den bindren Adjazenzmatrizen handelt es sich bei der erweiterten Adjazenzmatrix, um eine
Matrix in der den Verbindungen Gewichte zugeordnet wurden.

In Abbildung 20 sind die direkten und kumulierten Konnektivititen vergleichend dargestellt.
Zudem wurden die Verbindungsmatrizen in einer VTT-gefilterten und ungefilterten Version
wiedergegeben. Beim Vergleich von Abbildung 20a und Abbildung 20c fillt die deutlich
dichtere Matrix mit kumulierten Kanten auf. In diesen beiden Abbildungen wurden sowohl
VTT, als auch nicht-VTT-Verbindungen dargestellt. Ungefdhr zehnmal weniger Verbindungen
verbleiben nach der Anwendung des VTT-Filters und ausschlieBlichen Visualisierung von
VTT-Gebieten in direkter (Abbildung 20b) und kumulierter Darstellung (Abbildung 20d).
Hieraus kann zunéchst geschlossen werden, dass die beiden Tract-tracing Methoden (viral und
nicht-virale Methoden) visuell komplementire konnektionale Information enthalten. Der
Umfang an komplementidren Verbindungen dieser beiden Methodengruppen kann mit den in
neuroVIISAS vorliegenden Techniken genauer untersucht werden. Aufgrund der
vollstdndigeren Abbildung von Konnektivititen werden im Folgenden die kumulierten

Varianten der VIT- und nicht-VTT-Adjazenzmatrizen betrachtet.
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Abbildung 20: a) Adjazenzmatrix von allen direkten Konnektivitdten von VIT und nicht-VTT-Verbindungen. b)
Direkte Konnektivitdten nach VTT-Filterung. ¢) Adjazenzmatrix von allen kumulierten Konnektivititen von VIT
und nicht VIT-Verbindungen. d) Adjazenzmatrix der kumulierten Konnektivitdten nach VTT-Filterung. Der
obere linke Quadrant der linkshemisphérischen ipsilateralen Konnektivitdt wurde gelb umrahmt. Haupt- und
Nebendiagonalen wurden ebenfalls hervorgehoben.

Mit diesem Konnektom werden erstmals Gebiete und Verbindungen, welche in Bereichen des
peripheren Nervensystems eines Sdugetiers liegen, mitberiicksichtigt (Abbildung 21). Die
gesamte Peripherie wurde hier nicht aufgeklappt und als Adjazenzmatrix dargestellt
(Abbildung 21a), sondern nur die Gebiete, die im Rahmen von VTT-Studien besonders hiufig
Verbindungsinformation besitzen (Abbildung 21b, c). Alle peripheren Gebiete sind in
Abbildung 21a in der Hierarchiedarstellung expandiert. Es handelt sich um 2679 Regionen. Im
Gegensatz hierzu betrigt die Anzahl von expandierten Gebieten im VTT-Konnektom lediglich

50. Diese besitzen aber besonders viele mittels VIT nachgewiesene Verbindungen. Da von
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einigen Regionen des Riickenmarkes und Vorderhirns Atlaskartierungen und
Oberflachenrekonstruktionen vorliegen, wurde in Abbildung 22 eine 3D-Visualisierung der

Regionen und der VTT-Verbindungen wiedergegeben.
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Abbildung 21: Ausgewdhlte periphere Regionen und peripheres Nervensystem. Diese Gebiete beinhalten relativ
viele konnektionale Informationen. a) Die Gesamtheit der im Rattenprojekt enthaltenen Gebiete betragt 2679. b)
Gebiete mit besonders zahlreichen Verbindungen, die mittels VI T nachgewiesen wurden. c¢) Adjazenzmatrix der
peripheren Gebiete mit dem CNS als Einheit. Daher sind in dieser kumulierten Darstellung auch viele Afferenzen
und Efferenzen des CNS in der ersten Zeile und ersten Spalte eingetragen.
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Abbildung 22: 3D-Rekonstruktion von einigen Gebieten des VT T-Konnektoms mit gewichteten Verbindungen.

Die rot gefdrbten langgezogenen Gebiete im linken Teil der Teilabbildungen sind Abschnitte des Riickenmarkes.
a) Ohne Verbindungen. b) Mit Verbindungen.

Um einen Uberblick iiber die Hiufigkeit von Beobachtungen einzelner Verbindungen
(Abbildung 23) zu erhalten, wurden diese in einer ,,Edge count* VTT-Adjazenzmatrix farblich
kodiert (Abbildung 24). Wurde eine Verbindung mindestens einmal mittels VTT
nachgewiesen, wurde ausgezéhlt wie hdufig weitere Beobachtungen in anderen Publikationen
entweder mittels VIT oder nicht-VTT diese Verbindung beschrieben haben. Es ergibt sich,
dass die meisten Verbindungen einmal beschrieben wurden. Es kommt jedoch auch vor, dass
diverse VIT-Verbindungen mehrfach beschrieben wurden und somit besonders zuverldssig in

Hinsicht auf ihr tatsdchliches biologisches Vorkommen sind.
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Abbildung 23: Haufigkeit mit der einzelne Verbindungen im VTT-Konnektom beobachtet wurden (Abbildung
24). Ordinate: Héaufigkeit der Beobachtungen. Abszisse: Anzahl der Beobachtungen. Die Verteilung wird
interpretiert wie folgt: Verbindungen die jeweils 2-mal beobachtet wurden, kommen ca. 650-mal vor oder 650-
mal wurden Verbindungen zweimal beobachtet.
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Abbildung 24: Adjazenzmatrix der kumulierten = VTT-Verbindungen mit Darstellung der
Beobachtungshaufigkeiten von Verbindungen.

3.4.1 Connectivity Matching Matrix

Der Connectivity Matching Index (CMI) kann fiir jedes Paar von Regionen bestimmt werden.
Mit CMI sind Aussagen iiber die Ahnlichkeit von Konnektivititsmustern zweier Regionen
moglich. Die Afferenzen und Efferenzen werden in der CMI All Matrix insgesamt betrachtet.
Die hellen Matrixfelder symbolisieren einen hohen Grad an Efferenzen- und
Afferenzendhnlichkeit und die dunkleren Felder das Gegenteil. Die CMI-Werte liegen
zwischen 0 und 1 und sind relative Hiufigkeiten bzw. prozentuale Angaben der Ahnlichkeit.
Besonders dhnliche Verbindungsmuster zwischen Paaren von Regionen sind um die
Hauptdiagonale der CMI Matrix zu erkennen. Ferner fallen starke kontralaterale CMI-Werte
zwischen spinalen Regionen auf. Aber auch hohe CMI-Werte von ipsilateralen spinalen

Regionenpaaren heben sich von anderen Werten ab.
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Abbildung 25: CMI Matrix der Input- und Output-Verbindungen. GroBe Ahnlichkeiten von Input- und Output-
Verbindungen wurden mit helleren Farbwerten kodiert. Die Spalten- und Zeilenhistogramme zeigen die Summen
der CMI-Werte.
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3.4.2 Distanz Matrix

Die Distanz-Matrix (Abbildung 26) zeigt die Lange der kiirzesten Verbindungen zwischen den
Gebieten des VTT-Konnektoms. Bei dieser Distanz handelt es sich um die kleinste Anzahl der
Verbindungen, um von einer Region zur anderen Region zu gelangen (graphentheoretische
Distanz). Nicht alle Gebiete sind erreichbar, was durch die schwarzen Bereiche in der Matrix
zum Ausdruck kommt. Dies zeigt u.a., dass VTT nicht zu einer unspezifischen Ausbreitung von
Viren im Konnektom fiihrt. Des Weiteren wurde ein gelb markierter Streifen der Matrix
hervorgehoben, der dienzephale und kortikale Gebiete umfasst und in dem weniger schwarze
Bereiche liegen. Der griin markierte dichtere Bereich beinhaltet hauptsédchlich Verbindungen

von peripheren Organen.
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Abbildung 26: Distanzmatrix des VI T-Konnektoms. Die schwarzen Bereiche der Matrix zeigen, dass nicht alle
Gebiete iiber die VIT-Verbindungen erreichbar sind. Ein Streifen mit relativ dichten Distanzeintrigen von
dienzephalen Gebieten wurde gelb markiert und Verbindungen von Organen griin.
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3.5 Globale Parameter des VIT-Konnektoms

Die Berechnung globaler Parameter des VT T-Konnektoms erlaubt es einen Uberblick iiber das
Netzwerk zu bekommen. Die Berechnung erfolgte in der kumulierten Verbindungsdarstellung
und basiert auf 716 Regionen, die {iber 3323 Verbindungen verfiigen (Abbildung 27). 496
kontralaterale Verbindungen sind vorhanden und die mittlere Anzahl von Verbindungen pro
Region betrégt 9,3. Kolateralen und Pfad-Verbindungen kennzeichnen das VTT-Netzwerk. Es
wurde bereits beschrieben, dass das Netzwerk aus 5 Komponenten besteht, von denen sich 4
nur aus 2 Gebieten zusammensetzen und zudem noch bilateral auftreten. 204 VTT-
Verbindungen sind reziprok. Die mittlere Pfadlinge betrdgt 4,1 und der mittlere
Clusterkoeftizient ist relativ klein und liegt bei 0,13. Hingegen ist die Small-Worldness
Eigenschaft mit 21,8 relativ grof3, genauso wie die Modularitit, die 0,6 betrigt. Zudem ist der
Fehler der Scale-Free property von 0,6 klein, so dass es sich hier um ein skalenfreies Netzwerk
handelt. Die Bedeutung der weiteren Parameter konnen dem Programm neuroVIISAS oder der
Benutzeranleitung zu dem Programm entnommen werden. Das reale VTT-Netzwerk oder
empirische Netzwerk wurde mit randomisierten Netzwerkmodellen verglichen. Hierzu wurden
8 verschiedene Modelle mit der gleichen Anzahl an Gebieten und Verbindungen 1000-mal
simuliert. Es zeigte sich, dass das rewiring Model mit Konstanthaltung der Anzahl der
Reziprozititen den kleinsten relativen Unterschied mit dem empirischen VTT-Netzwerk
aufweist gefolgt von dem einfachen rewiring Model. Beide Modelle sind Grad-erhaltend, was
bedeutet, dass die Anzahl der Verbindungen pro Gebiet gleich bleibt. Vor kurzem wurde das
neue Klemm-Eguilez Model (KE) in neuroVIISAS implementiert (Klemm und Eguilez, 2002).
Es handelt sich um ein skalenfreies Netzwerk, welches zugleich Kleine-Welt-Eigenschaften
besitzt. Die beiden Parameter mittlere Pfadldnge bzw. charakteristische Pfadldnge und der
mittlere Clusterkoeffizient wurden gegeneinander fiir alle Modelle und das empirische
Netzwerk in einem Diagramm aufgetragen (Abbildung 28). Das empirische Netzwerk hat einen
relativ kleinen Clusterkoeffizienten und eine relativ groBe charakteristische Pfadlinge im
Vergleich zu den Klemm-Eguilez Model, Barabasi-Albert und Watts-Strogatz Modellen. Im
nicht-VTT Konnektom liegen der Clusterkoeffizient bei 0,37 und die charakteristische
Pfadlénge bei 2,4. Der verhdltnismiBig kleine Clusterkoeftizient kann durch die Selektion der
Regionen und Verbindungen aufgrund der VTT-Methodik zustande kommen. Daher soll
untersucht werden, inwieweit nicht-VTT Konnektivitit die Parameter dndert. Dies wird mit der

differentiellen Konnektomanalyse durchgefiihrt.
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Randomizations [v] Erdos Renyi Watts-Strogatz Barabasi-Albert Modified BA Modified OHO Rewiring Reciprocal Klemm SW
Number [1opo | [1000 | [1oo0 | [1oo0 | [1oo0 | [1o00 | [1oo0 | [tooo |
Parameter 0.2 B 1.0 B 0.1 B
MName Real network Erdos Renyi Watts-Strogatz Barahasi-Albert Modified BA Modified OHO Rewiring Reciprocal Klemm SW
Isolated nodes 0,065 16| 69,037
Connected components 5 1 1 1 1,295 1 2,008 2,208 1
Reciprocal edges 204 10,776 1066,354 1098 78,936 (368 356 29,876 204 §75,22
Heterogeneity 1,4988 0,3268 0,2275 1,3236 1,0411 0,628 1,4989 1,4988 1,425
Degree distribution entropy 2,9058 2,5052 2,087 2,5649 3,2334 27118 2,9059 2,9058 2,3643
Diametar 9 9,399 11243 7134 5,663 12131 10,7 10,040 5,486
Average path length 1.0893 14362 56040 3,3304 3,6985 55457 3,8002 3882 12,4889
\Average path length - Selfreference 27705 4,2991 1,8733 3,1434 3,408 1,8965 3,5378 27672 2,0794
Centrality 01238 0,0153 0,0084 0,1597 0,0751 0,0306 0,1289 01247 0,1372
Central point dominance 0,9805 0,7654 07528 0,882 0,9427 0,9733 0,861 0,9617 00727
lAverage subgraph centrality 10,5143 1,2229 6,9405 1419653 18,2065 12,0075 1,8096 15,7475 1108,009
Average cluster coefficient 0,1288 0,00685 0,2278 0,0451 00228 0,2787 0,049 0,044 0,3633
Average flow coefficient 01158 0,2514 0,5756 0,2025 0,2104 04773 0,0064 01108 0,5032
Small-worldness 21,7618 1 27,8392 9,279 4,232 34,4322 58,4083 77622 55,4391
Modularity 06231 0,2951 0,7179 0,2594 0,2774 07657 0,2686 0,2854 07258
Transitivity 00587 0,0065 0,271 0,0342 0,0253 0,1691 0,0405 00386 0,0013
Global Efficiency 0,0674 0,2385 0,1964 0,1923 0,1975 0,202 0,115 01172 0,2484
Harmaonic mean 14,8384 4,1937 5,0926 5,202 5,065 4,9516 8,701 85338 4,0524
"ulnerability 00588 0,0043 0,0041 0,0311 0,0148 0,0284 0,0314 0,0313 0,0534
Local Efficiency 01548 0,0066 03111 0,0488 0,0255 0,3873 0,0602 0,0537 0,4539
Directed assorativity coefficient -0,3649 -0,0019 0,3647 -0,0584 -0,0109 0,2351 -0,2449 -0.2481 -0,2086
Cyclic coefficient 0,022 0,0769 0,106 0,0798 0,0703 0,1232 0,0225 0,0244 0,1285
[Average search information 27433 49,0565 115119 57928 65471 150501 1,3508 17511 12,7808
Knotty-centredness 0,123 0,0055 0,0088 0,22 0,0441 0,1893 0,1008 01182 0,0937
A=0,6 =4 A=62 £=13 L=14 £L=15 4=06 L=0,6 £=15
Scale-Free propery v=1,12 ¥=0,07 v=133 v=138 y=1,32 ¥=2,38 v=1,12 v=1,12 v=124
0=0,27 0=0,04 0=0,95 0=0,47 0=0,42 0=0,86 a=0,27 0=0,27 a=0,29
a=15 8=39 A=6 8=15 A=05 8=07 a=15 8=15 a=18
Exponential approximation V=262 v=12,82 v=513 ¥=37 68 v=12,28 ¥=6,62 ¥=26,2 v=26,2 y=64.8
0=0,03 =007 =035 a=0,01 =007 =023 =003 =002 a=0,01

Abbildung 27: Globale Parameter des VTT-gefilterten kumulierten Konnektoms. In den ersten Zeilen sind die
allgemeinen Groflen des Netzwerkes wiedergegeben. Es wurden alle 8 Zufallsmodelle 1000mal wiederholt, um
abzuschitzen, welches Modell die dhnlichsten globalen Netzwerkparameter im Vergleich mit dem empirischen

Netzwerk aufweist.
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Abbildung 28: Vergleich von empirischen VTT-Konnektom (roter Stern) mit gleichgroBBen Zufallsnetzwerken.
Netzwerkkategorien wurden von den Ecken ausgehend, schattiert dargestellt.
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3.5.1 Gruppierungen der VI'T-Konnektom Gebiete

Mit der globalen Netzwerkanalyse wird auch die Modularitit berechnet. Hierbei werden die
Gebiete zu Gruppen zusammengefasst, die innerhalb der Gruppe mehr Verbindungen besitzen
als zu Gebieten in anderen Gruppen. Eine nicht-gewichtete Berechnung und eine gewichtete
Berechnung ist durchfiihrbar (Abbildung 29). Es wurde das Louvain Modularititsverfahren
(Louvain Method for community detection) angewendet (Blondel et al., 2008). Im VTT-
Konnektom lassen sich mit der Modularitdtsanalyse Gruppierungen von Gebieten bestimmen,

die eine groflere Anzahl von Verbindungen untereinander aufweisen als mit anderen Gruppen.

6 7 & 310111213 14 15 16

Abbildung 29: Modularititsanalyse des VTT-Konnektoms. Auch in diesem Konnektom wurden Module
gefunden. a) Ungewichtete VTT-Modularititsanalyse ergab 16 Module. Die Anzahlen der Verbindungen
zwischen und innerhalb der Module sind in der daneben plazierten Matrix wiedergegben. b) Gewichtete
Modularititsanalyse. Die semiquantitativen Kantendichten sind auf die Verbindungen projiziert worden. c)
Untersuchung des y-Parameters. Die meisten gleichen Anzahlen von Modulen ergaben sich um einen y-
Wert von 1.
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Fiir die Modulberechnung wurde eine y-Abschétzung durchgefiihrt, um einen Parameterbereich
zu finden, fiir den mdglichst gleiche Anzahlen von Modulen berechnet werden (module
stability). Hier wurde ein iteratives Verfahren iiber 1000 rewiring Randomisierung
durchgefiihrt (Fortunato und Barthélemy, 2007). Ein y-Wert um 1 ergab 18 Module (Abbildung
29c¢). Mittels dieser Umgruppierung oder Umsortierung ergab sich die Adjazenzmatrix mit
Konzentration von Verbindungen um die Hauptdiagonale (Abbildung 30). Die 18 Module sind
auf der Hierarchieebene des Clusterungs-Ergebnisses zu erkennen und mittels eines Pfeiles
(oben rechts in der Dreieckshierarchie von Abbildung 30) hervorgehoben. Die Identifikation
der Regionen lésst sich mit der Treemap-Darstellung vereinfachen (Abbildung 31). GroBere
und kleinere Gruppen von spinalen Regionen haben sich gebildet. Des Weiteren sind medulldre
Gruppen mit Raphe, Pontinen und PAG Kernen in Gruppen zusammengefasst. Auflerdem
wurde eine Gruppe mit subkortikalen Kerngebieten und einigen kortikalen Regionen gebildet.
Ferner ist eine hypothalamische Gruppe erkennbar. Die meisten Gruppen setzen sich jedoch
sowohl aus subkortikalen Kerngebieten als auch kortikalen Regionen zusammen. Regionen
auBlerhalb des ZNS sind teilweise Gruppen zugeordnet worden, die hauptsidchlich aus spinalen
Regionen zusammengesetzt sind. Auch finden sich periphere Regionen in Gruppen medullérer
und mesenzephaler Module. Dann ist noch ein grofles Modul gebildet worden, welches
ausschlieBlich periphere Regionen enthilt. Diese Konnektivitit kommt vor allem durch

Verbindungen iiber Ganglien innerhalb und auflerhalb von Organen zustande.
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Abbildung 30: Modularitits-Clustering und Umsortierung der Gebiete mit Anreichung von Konnektivititen um
die Hauptdiagonale. Das Ergebnis der Cluster-Darstellung in Form einer Hierarchie ist im oberen Teil der
Abbildung wiedergegeben. Der rote Pfeil rechts zeigt auf die Hierarchieebene, welche die 18 Module
widerspiegelt.
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Abbildung 31: Treemap der mittels der Louvain-Modularittsanalyse erzeugten Umgruppierung der VTT-
Regionen. Die grauen Rahmen entsprechen den hierarchischen Clusterebenen.

3.6 Lokale Konnektivitatsanalyse

Die lokale Konnektivitdtsanalyse berechnet die lokalen Netzwerk-Parameter des unilateralen
VTT-Konnektoms. Im Tabellenanhang wurden von den 716 Regionen lediglich 59
wiedergegeben, da es sich bei diesen Regionen um besonders wichtige Gebiete des VTT-
Konnektoms handelt. Von den 55 Spalten der Ergebnistabelle der lokalen Parameteranalyse
beinhalten 50 Spalten Netzwerkparameter. Von diesen 50 Parametern kamen in der endgiiltigen
Tabelle 8 besonders wichtige Parameter zur Darstellung. Von jedem Parameter wurden
unabhingig von anderen Parametern die Range fiir jede Region bestimmt. Dies geschieht durch
eine absteigende Sortierung der Werte eines Parameters, womit sich eine Reihenfolge bzw.
Rangfolge ergibt. Je kleiner die Rangzahl bzw. Rangposition, desto grofer ist der Parameter.
Parameter deren kleine Werte eine grofBe Bedeutung fiir eine Region im Netzwerk
widerspiegeln, wurden entsprechend an die Rangfolgenberechnung angepasst. Danach wurden
die mittleren Rangwerte (AvgRang) fiir alle Regionen berechnet und beziiglich der mittleren
Rangwerte die Regionen sortiert. Die 59 Regionen mit den kleinsten mittleren Rangwerten
wurden in Tabelle 8 wiedergegeben. Die formalen Definitionen der Parameter und
Erldauterungen sind den Supplementen von Schmitt et al. (2012a, 2014) zu entnehmen. Meist
wird zwischen Parametern und Bedeutung einer Region im Konnektom eine Beziehung

gesehen, was fiir den Fall eines umfangreichen Konnektoms mit besonders vielen Regionen
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und Parametern in einer vollstindigen Darstellung uniibersichtlich ist. Zur Vereinfachung
lassen sich die Regionen aufsteigend beziiglich ihres mittleren Ranges (AvgRang) sortieren. In
Tabelle 8 sind die aufgefiihrten Regionen mit VTT-Verbindungen aufsteigend nach ihren
mittleren Rdngen der lokalen Parameter sortiert, welche sich anndhernd umgekehrt proportional
zur Summe der Werte fiir DGo (Efferenzen) und DGi (Afferenzen) und gleichlaufig wie die
Shapley-Werte verhalten. Ferner wurden 29 von 50 lokalen Parametern in einem
Rangdiagramm visualisiert (Abbildung 37). Die Berechnung lokaler Parameter erfolgte fiir
ungewichtete Verbindungen.

Die obersten Rénge (Tabelle 8) werden von der peribrachialen Region (PBR), dem lateralen
prefrontalen Kortex (IPFC), der Oral-cavity (OrgOC), dem Nucleus of the solitary tract (SOL)
sowie der Zona incerta (ZI) belegt. Es handelt sich offensichtlich um Gebiete, die relativ grofle
Unterschiede beziiglich ihrer rdumlichen Lage, Funktion und Lokalisation im ZNS und PNS
aufweisen. Eine bevorzugte Haufung von Regionen, die infolge VTT markiert werden und eine
besonders gro3e Bedeutung im Netzwerk aufweisen, ist nicht mittels Rangbildung zu erkennen.
Werden die Regionen nach der Anzahl von Input- und Output-Verbindungen sortiert, so ergibt
sich ein ganz anderes Bild. Der Flocculonodular lobe hat 102 Afferenzen und Efferenzen
(CEREFL~=102), der Paraflocculus (PF1=92), die extra spinal segmental structures (ExSL=69-
71) und schlieBlich Stomach (OrgsStom=66). Es fillt auf, dass der Input Anteil an der
Gesamtzahl der Verbindungen dieser Regionen, stets um ein Vielfaches grofer ist als der
Output Anteil. Der Convergence Divergence Coefficient (CDC= DGi/DGan) liegt fiir diese
Regionen weit liber 0,5, was den quantitativ starken Input widerspiegelt.

Der mittlere Rang (Average rank) zeigt eine andere Regionenfolge als die Sortierung nach der
Anzahl der Input- und Output-Verbindungen (degree all: DGan) pro Region (Abbildung 32).
Der mittlere Rang ergibt einen deutlich geringeren Abfall als die mittlere Rangkurve. Dies
zeigt, dass diese beiden Parameter nicht direkt linear zusammenhéngen. Der DGay zeigt fiir die
Regionen mit den grofSten DGan Werten den stirksten Abfall. Die restlichen ca. % der Regionen
haben relativ wenige Verbindungen, was sich in geringen Anderungen des DG Wertes zeigt.
SchlieBlich geht aus dem Diagramm hervor, dass Regionen mit einem grof3en mittleren DGan
Wert nicht notwendigerweise auch einen besonders grof3en mittleren Rang aufweisen miissen

(sieche Regionenbezeichnungen auf den beiden Abszissen).
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Abbildung 32: Der mittlere Rang (average rank) und die Gesamtzahl der Verbindungen pro Region (degree all)
wurden jeweils normiert (Ordinaten) und in dieses Diagramm eingetragen. Die Regionenbezeichungen fiir degree
all finden sich in der oberen Abszisse wieder und die fiir den mittleren Rank in der unteren Abszisse. Es wird
deutlich, dass Regionen mit vielen Verbindungen (degree all) nicht notwendigerweise einen gro3en average rank
besitzen miissen.

Die maximale Anzahl an Afferenzen und Efferenzen hat der Flocculonodular lobe im VTT
Konnektom. Seine 102 Verbindungen, die mittels VIT nachgewiesen wurden und im VTT-
Konnektom intrinsisch verlaufen, verteilen sich auf lediglich 7 Efferenzen und 95 Afferenzen.
Auf dem zweiten Rang befindet sich der Paraflocculus mit 92 Verbindungen bzw. 4 Efferenzen
und 88 Afferenzen. Eine Gruppe von peripheren Strukturen, die das Dorsal root ganglion, die
Dorsal root, und die Ventral root des Spinalnervens umfassen, werden als Extra spinal
segmental structures Gruppe oder Region zusammengefasst. In den Segmenten L3 bis L6
werden hier zwischen 69-71 Verbindungen beschrieben, von denen jeweils 54 Verbindungen
afferent sind.

Dann folgt ein in der VTT-Literatur intensiv untersuchtes Organ: Stomach. Die 66
Verbindungen verteilen sich auf 59 Afferenzen und 7 Efferenzen. Zwei weitere hiufig
beschriebene Gebiete bei VT T-Experimenten sind der Paraventricular hypothalamic nucleus
(Pa) (16 Afferenzen, 41 Efferenzen) und der Nucleus of the solitary tract (Sol) (12 Afferenzen,
43 Efferenzen). Pa und Sol sind die ersten beiden zentralnervosen Kerngebiete, bei denen das
Verhiltnis bei einem relativ grolen DGarz-Wert erstmals fiir die efferenten Verbindungen
grofler ist als flir die Afferenzen (convergence divergence coefficient: CDC-Werte < 0,5).
Betrachtet man die Rangbildung bzw. Sortierung der Regionen des VT T-Konnektoms fiir den
mittleren Rang (AvgRank), dann ergibt sich eine andere Rangfolge. An erste Stelle steht die
Peribrachial region mit einem relativ ausgewogenen Verhiltnis von Efferenzen (21) und
Afferenzen (18) und demzufolge einem CDC-Wert von 0,4615. Dann folgt der Lateral

prefrontal cortex mit 11 Efferenzen und 31 Afferenzen. An der dritten Stelle liegt ein peripheres
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Organ bzw. ein Abschnitt einer Korperhohle, ndmlich die Oral cavity mit 5 Efferenzen und 16
Afferenzen. Dann wieder Sol mit 43 Efferenzen und lediglich 12 Afferenzen.

Der Katz-Index kann als Wichtigkeit eines Knotens innerhalb eines Netzwerkes interpretiert
werden und ist die Summe der direkten und indirekten Verbindungen eines Knotens, die mit a*
gewichtet wird, wobei k die Pfadlédnge der Inputs darstellt und o zwischen 0 und dem groBten
absoluten Eigenwert der Adjazenzmatrix liegt. Ein niedriger Katz-Index eines Gebietes weist
auf eine geringe Bedeutung dieses Gebietes fiir das Netzwerk hin. GroB3e Katz-Index Werte sind
meist mit groBen DG.z; Werten korreliert (¢=0,605) (Abbildung 33). Den Gebieten Stomach
(=8268), Extra spinal segmental structures (=6297), sowie spinalen Strukturen wie
verschiedene thorakale spinale Segmente und der Nucleus proprius (=3527-3121) kommt eine
relativ gro3e Bedeutung im VTT-Netzwerk zu. Den mit Abstand niedrigsten Wert fiir den Katz-
Index (=0,2261) besitzt intermediolateral cell columns auf mehreren zervikalen Segmenten.
Zahlreiche Regionen weisen nur Efferenzen auf, aber nicht beide Verbindungsarten. Solche

Regionen haben einen Katz-Index von 0.
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Abbildung 33: Darstellung des Katz-Indexes in Abhéngigkeit von Input- und Output-Verbindungen (DGan) des
VTT-Konnektoms. Die lineare Korrelationsanalyse ergibt einen Wert von ¢=0,605. Dargestellt sind die
Regressionsgrade. Die Farbwerte der Punkte entsprechen den Farbwerten der VIT-Regionen.

Die Betweeness-Zentralitit (BC) ist der Quotient der Anzahl kiirzester Pfade zwischen zwei
Gebieten a nach b iiber ein Zwischengebiet v und der Gesamtzahl kiirzester Pfade von a nach
b. BC ist ein MaB fiir die Zentralitit einer Region in dem VTT-Netzwerk. Mit der Annahme,
dass der Signalfluss den kiirzesten Weg durch das Netzwerk nimmt, hat eine Region mit einer
grofen BC den groBten Einfluss auf die Ubertragung von Signalen. Eine groBe BC unterstreicht
die Wichtigkeit eines Knotens bzw. einer Region fiir das gesamte Netzwerk bzw. das BS-
Netzwerk. Die BC ist mit dem DGan korreliert: ¢=0,552. Die Gebiete Sol (BC =0,049), Stomach
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(BC =0,0343), Lateral prefrontal cortex (BC =0,0193) und Oral cavity (BC =0,0178) haben die
groBBten BC-Werte und damit eine relativ gro3e Relevanz fiir das Netzwerk. Die Verteilung der
BC-Werte in Abhéingigkeit von der Gesamtzahl von Verbindungen pro Region ist in Abbildung
34 dargestellt.
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Abbildung 34: Darstellung der Betweeness-Zentralitit (BC) in Abhédngigkeit von Input- und Output-
Verbindungen (DGan) des VTT-Konnektoms.

Mit der Eigenvektorzentralitit (EC) werden Gebiete gefunden, die mit anderen wichtigen — aus
der Sicht der Netzwerk-Konnektionalitit - Gebieten verbunden sind. Diese haben eine
besondere Bedeutung fiir die Ubertragung von Signalen im BS-Netzwerk. EC-Werte gegen 1
weisen eine besonders groBe Bedeutung eines Knotens im Netzwerk hin. Fiir Sol wurde ein
maximaler EC-Wert von 1 berechnet. Danach folgen A5 noradrenaline cells mit 0,8129, Pa mit
0,7142 und Caudal bulbar reticular formation mit 0,6582. Der Korrelationskoeffizient c=0,465
in der linearen Korrelationsanalyse von BC und dem DGan —Wert (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Darstellung der Eigenvektor-Zentralitdit (EC) in Abhéngigkeit von Input- und Output-
Verbindungen (DGan) des VTT-Konnektoms.

Der Shapley-Index (S) ist ebenfalls ein Zentralitdtsparameter, der Gruppenbildungen von
Knoten bzw. Regionen und deren Interkonnektionalitit bestimmt. Somit besteht ein
Unterschied zu den =zuvor erwidhnten Parametern, die gruppierungsunabhéngige
ZentralititsmaBBe darstellen (Michalak et al., 2013). Der Shapley-Index geht aus der
mathematischen Spieltheorie bzw. kooperativen Spieltheorie hervor (game theoretic network
centrality measure). Kleine Shapley-Werte (negative Werte) spiegeln eine grofle Bedeutung
eines Gebietes im Netzwerk wider (Kotter et al., 2007). Fiir die Oral cavity (S=-3,794,
DGai=21), Sol (S=-3,694, DGai=55), Substantia nigra (S=-1,855, DGai=28) und Extra spinal
segmental structures (S=-1,434, DGai=69) weicht die Reihenfolge der Gréfen deutlich zu thren
mittleren Réingen ab. Differenzen in der Reihenfolge der Input- und Output-
Verbindungsanzahlen (DGain) der Regionen treten ebenfalls auf, was darauf zuriickzufiihren
sein konnte, dass speziell die konnektionalen Eigenschaften einer Region im Netzwerk neben
der Anzahl der Verbindungen wichtig fiir Bedeutung eines Gebietes im Konnektom ist
(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Der Shapley-Index (Shapley) in Abhédngigkeit von Input- und Output-Verbindungen (DGai) des
VTT-Konnektoms.

Ergidnzend wurden die lokalen Parameter des VTT-Konnektoms vergleichend graphisch
dargestellt im Abbildungsanhang (Abbildung 55c, d). Das Verhiltnis von Input- und Output-
Verbindungen fiir den Verbindungsgrad, den Clusterkoeffizienten (CluC), Closeness
Zentralitit (CC), Centroid Wert (Cen), Exzentrizitit (Ecc), Lateralitit (LL), Participation
Koeffizient (PC), Radialitdt (Rad) und Z-score (Z) sind in Abbildung 55a und b wiedergegeben.
Der graphische Vergleich von Input- und Output-Verbindungen zeigt deutlich, dass die
Regionen mehr Input-Verbindungen als Output-Verbindungen aufweisen. Sol und PA zeigen
vermehrte Output-Informationen. SN, LH und PBR zeigen ein ausgewogenes Input-Output-
Verbindungsverhiltnis, was sich auch am Clusterkoeffizienten und den {ibrigen Parametern

zeigt.

3.6.1 Zyklische Verbindungen

Um von einer Region zur selben Region iiber die im VTT-Konnektom vorhandenen
Verbindungen zuriickzugelangen, kann es diverse Pfade bzw. Moglichkeiten geben. Im
einfachsten Fall liegt einfach eine Verbindung innerhalb der Region vor (Schleife, Loop,
Selbstreferenz). Wenn ein weiteres Gebiet passiert werden muss, um zum Ursprungsgebiet
zuriickzugelangen sind zwei Gebiete und 3 Verbindungen in den zyklischen Pfad involviert.
Genauso sind auch hohergradige zyklische Verbindungen moglich. Die Moglichkeiten von
zyklischen Verbindungen nehmen mit wachsender Zahl an zu passierenden Gebieten zu. Hier

wurden 10 mogliche Gebiete bei der Berechnung von zyklischen Verbindungen zugelassen und
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iiber die Haufigkeit von Zyklen iiber 9 Gebiete absteigend sortiert (Abbildung 37). Nach der
Sortierung ergibt sich eine Rangfolge von Sol, Stomach, Pa, Extra spinal segmental structures
und caudal bulbar reticular formation, also Gebiete, die auch bei anderen Analysen erste Range

in Sortierungen eingenommen haben.

CysleCount. e o x
Indlex| Name 1[2]3]4]s5] 6 7 8 9~ 10
70|Mucleus_of_the_solitany_tract_L 1| 7] 27| 180| 620 G886 034265) G9GB216|a
403|Mucleus_of_the_solitary_tract_R 1| 7| 27| 180| 620| GB86 934265) 6968218
690/Stomach_L 0] 5 9 308| 389| 12385 891770| 8271166|
691|Stomach_R 0f 5 o] 308| 389| 12385 B91770) 8271166
106 Paraventricular_hypothalamic_nucleus_L 0 2| 6 33| 238| 1908 483783| 2096286)—
438 Paraventricular_hypothalamic_nucleus_R 0 2| & 33| 238| 1908 483783| 2996206
262|Extra_spinal_segmental_structures_L5_L 0l 15 0| 602 &8 17253 420457( 5039904
634|Extra_spinal_segmental_structures_L6_R o 15| of 602[ 68[ 17253 420457 5039904
44|Caudal_bulbar_reticular_formation_L 1| 3 17| 65| 360| 1695 1226 392270| 1832397|
377\Cauda\_hulha\_retmulal formation_R 1] 3] 17| 65| 360, 1655 392270( 1832387
247|Extra_spinal_segmental_structures L3 L 6269 8507| 4739981
619|Extra_spinal_segmental_structures_L3_R 6269 B507| 4739981
254|Extra_spinal_segmental_structures_L. 4 6137] 6395| 4723657
26|Extra_spinal_ _structures_L4_R 1 6137 §306| 4723657
270|Extra_spinal_segmental_structures_L&_L o1 0] 514 42| 15548 337356 4555532
642 |Extra_spinal_segmental_structures_L6_R 01 0 514 42| 15548 2| 337356( 4555532
688|Oral_cavity_L 0] 3 67| 342| 158! 326803| 1695112]
689|0ral_cavity_R of 3 67| 342 158 329803 1635112
176|Lateral_prefrontal_cortex_L 0] 6| 16 78| 440 406 316705| 1706421
508|Lateral_prefrontal_cortex_R 0] 5| 16 7G| 440| 2406 316705| 1706421
116|Mediodorsal_thalamic_nucleus_L 0] 5 30] 124] 595 2730 295541( 1499818
449 Mediodarsal_thalamic_nucleus_R 0] 5| 30] 124| 535| 2730 295541 1499818|
43|Peribrachial_region_L 0] 14| 63 303 1483 250511] 1396417
376|Peribrachial_region_R 0] 14| B3] 303 1483 250511] 1396417
| o7|Lateral_hypothalamic_arsa_L 7] 47 258 222 162301
| 430|Lateral_hypothalamic_area_R 7| 47| 258| 7587) 37465 222 152301
180|Lateral_orbital_cortex_L 1 7 a 2 [ 081634
513|Lateral_orbital_cortex_R 1 7 o 2 & 081634
150/Accumbens_nueleus_L 7 7 6 8 118021
483|Accumbens_nucleus_R 7 7 6 B 1 21
324[Thoracal_segment_6_L 1 140, EI B 13303 3 2201233
598|Thoracal_segment_&_R Of 4/ 0] 180] 55| 6031 4102] 133037) 203669| 2201233
129|Zona_incera_L 0f 5/ 13| 77| 367| 1730 8137 40188) 198314| 1052074]
462 Zona_incerta_R 0| & 13 77| 367| 1730] B137| 40198 198314| 1052074
325|Thoracal_segment_7_L 0] 1) 112] 106 3911| 5073] 96014) 191405| 1691322
598 Thoracal_segment_7_R 0 2| 1) 112 106] 3911 5073] 096014 191405 1691322
36/A5_nor _cells_L 0 0] 2 14 110| 1032] 5252] 43345 189825 1361653
369|A5_noradrenaline_cells_R 0f 0 14| 110 1032) 5252 43345 189825| 1361653
177 |Medial_prafrontal_corex_L 1| 2] 11) 48] 281 1411] 7074] 35137 174095 603886
510|Medial_prefrontal_cortex R 1|2 11] 49 28| 1411| 7074] 35137) 174095 903986
666|Cenvical_sympathetic_ganalia_L o o 1 2| 127 562| 4522 16998 171971| 731527
679|Cenical_sympathetic_ganglia_R o 1 2[127] i 522] 16998) 171971 731527
71|Dorsal_cell_column_L 1] 4] 13] 129 4 785 18552| 162593 734039
404|Dorsal_cell_column_R 1] 4] 13 ;EI 4 785 1855 6
64| Trigeminal_nucleus_L 3[ 11| 37| 160] T 2256
397|Trigeminal_nucleus_R 1 11| 37| 160 720] 564| 1
15|Substantia_nigra_AS_L 1) 3] 14| 48| 282] 1234 8 1
348[Substantia_nigra_AS_R 1| 3| 14| 48] 282] 1234 8 1
127|Reticular_thalamic_nucleus_L 1 1 61] 300 1370 8 1 600063
460Reticular_thalamic_nucleus_R 1 1 61| 300| 1370 8 1 600063
148|Lateral_globus_pallidus_L 0| 6] 48| 208] 105 31 635018
481|Lateral_globus_pallidus_R 0f 2] 6 46| 208 1052| 5015 24853 123200 6350185

Abbildung 37: Zyklenhdufigkeiten iiber 1 bis 10 Gebiete. Die Sortierung erfolgte absteigend iiber 9er Zyklen.

3.6.2 Motiv-Analyse

Motivanalysen bestimmen die Haufigkeit von definierten kleineren Verbindungsmustern
(Motive) in einem realen empirischen und in zuféalligen Netzwerken. Motive oder Subgraphen
sind relativ kleine Netzwerke mit wenigen Verbindungen zwischen wenigen Knoten, die in
einem Konnektom vorliegen kdnnen. 3 Knoten Motive mit gerichteten Kanten erlauben die
Bildung von maximal 13 verschiedenen Motiven (Abbildung 38), sofern keine Schleifen
auftreten sollen. Neben den 13 Motiven wurden 9 spezielle Motive definiert, die reziproke
(r4ca, r5ca) 4- und 5-Knoten Kettenmotive (projektive Motive) aufweisen sowie Motive (syC,
syl, syO) mit einem zentralen Knoten, der zwei Verbindungen besitzt, die zu identischen
reziprok verbundenen Knotenpaaren fiihren (lokal regulative Motive) (Gutierrez et al., 2013).
Mit der Motiv-Analyse soll herausgefunden werden, ob im VTT-Konnektom bestimmte Motive
besonders hiufig oder selten auftreten im Vergleich mit randomisierten Netzwerken gleicher
Dimension (gleiche Kantenzahl und Regionenzahl).

Es wurden die Haufigkeiten von 22 Motiven (Abbildung 38) in dem VTT-Netzwerk bestimmt.
Um festzustellen, inwiefern diese Motive ebenso in zufélligen Netzwerken mit der gleichen

Anzahl von Regionen und Verbindungen vorkommen und ob die Haufigkeiten bestimmter
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Motive in Zufallsnetzwerken Unterschiede zu dem empirischen VTT-Netzwerk aufweisen,
wurden 1000 zufdllige rewiring Netzwerke mit der gleichen Anzahl an Knoten und
Verbindungen erzeugt und fiir jede der 1000 Randomisierungen die Haufigkeit der 22 Motive
bestimmt. Jede Héufigkeit wird in dem abgebildeten Motiv-Diagramm (Abbildung 38) mit
einem schwarzen Punkt symbolisiert. Die ersten drei Motive liegen mit ihrer Haufigkeit im
Bereich des Zufallsmodells. Die Motive 3-04 (seltener) und 3-05 (haufiger) sind signifikant.
Interessant ist, dass das Motiv 3-07 signifikant hdufiger im empirischen VTT-Netzwerk auftritt
als in 1000 Randomisierungen. In diversen anderen Studien zeigt sich fiir dieses zirkuldre Motiv
stets eine geringe Auspriagung, die meist im Zufallsbereich liegt. Auch die Motive 3-08 bis 3-
11 sind signifikant gering héufiger als im Zufallsmodell. Wiederum interessant ist das
signifikant seltenere Auftreten des vollstidndig reziproken Motivs 3-13, welches in diversen
anderen Konnektomanalysen stets signifikant hdufiger gefunden wurde. Das komplexe syO
Motiv zeigt ein leicht hdufiger signifikantes Auftreten im empirischen Netzwerk. Bis auf r4ci
sind die iibrigen komplexen Motive entweder deutlich seltener oder wenig seltener signifikant.
In Tabelle 9 wurden die Héaufigkeiten von Beteiligung der Regionen des VTT -Konnektoms an
der Bildung von 13 3-Knoten Motiven fiir die Regionen mit einem Rang kleiner 50 aufgefiihrt.
Jede Region zeichnet sich durch eine spezifische Beteiligung an der Bildung dieser 18 Motive
aus. Die Haufigkeiten der Regionenbeteiligungen wurden Motiv-unabhéngig sortiert und die
Rénge berechnet, so dass fiir jede Region ein mittlerer Rang an der Beteiligung von Motiven
iiber alle Motive berechnet wurde. Sol (mittlerer Rang: 14,8), MD (26,8), CEREFL (27,36) und
Stomach (30,7) sind die haufigsten Regionen, die sich an der Bildung von Motiven beteiligt
haben. Auffallend ist, dass der mediodorsale thalamic nucleus sich 7-mal an der Bildung des
seltenen zirkuldren Motivs 3-07 beteiligt hat. Die Peribrachial region ist hier 4-mal beteiligt
und der Lateral orbital cortex sowie die Substantia nigra 3-mal. Die iibrigen Regionen sind
meist nicht an der Bildung von Motiv 3-07 beteiligt oder sehr selten einmal. Besonders hiufig
erfolgen Bildungen des Motives 3-03 durch CEREFL (4027), den Paraflocculus (3773) und den
Caudal part of cerebellum (1172), die allesamt Regionen des Kleinhirns sind. Alle iibrigen
Regionen sind mit weniger als 1000-mal an der Motivbildung beteiligt. Diese grofB3en

Haufigkeiten treten nur bei den Kleinhirnregionen auf.
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Abbildung 38: Motiv-Analyse des VITT-Konnektoms mit 1000 Randomisierungen des rewiring Verfahrens. Die
Haufigkeit eines Motivs im Zufallsmodel wurde mit einem schwarzen Punkt markiert. Die Punktewolke spiegelt
die Héaufigkeiten aus allen Randomisierungen wider. Die blauen Punkte geben die Motivhaufigkeiten im
empirischen VT T-Konnektom wieder. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. Motiv-Variationen (3 Knoten ohne
Selbstbeziiglichkeiten) 3-01: Divergenz, 3-02: Kette, 3-03: Konvergenz, 3-04: Kette mit Reziprozitit, 3-05:
Divergenz mit Konvergenz, 3-06: Kette mit Reziprozitét, 3-07: Kreis, 3-08: Konvergenz mit Reziprozitét, 3-09:
Doppelte Reziprozitit, 3-10: Kreis mit Reziprozitit, 3-11: Divergenz mit Reziprozitit, 3-12: doppelte Reziprozitét
mit Konvergenz, 3-13: komplette Reziprozitit. Danach folgen 9 komplexere Motive.

3.6.3 Rich-club Analyse
Regionen, die zur Rich-Club Menge gehoren, haben besonders zahlreiche Verbindungen zu

Regionen auflerhalb der Rich-Club Menge, als auch untereinander. Der Rich-Club Koeffizient
¢ wird fiir alle im Konnektom vorhandenen Anzahlen von Verbindungen k (Grad eines
Knotens) bestimmt. Schlielich wird die Anzahl von existierenden Verbindungen durch die
Anzahl von maximal moglichen Konnektivititen mit genau solchen Regionen, die mehr
Verbindungen bzw. ein groBeres k haben, geteilt (McAuley et al., 2007). Somit ldsst sich
herausfinden, welche Regionen mit besonders zahlreichen Verbindungen miteinander und im
Verhiltnis zu nicht-Rich-Club Regionen verbunden sind (Abbildung 39). Die rote Kurve der
empirischen Gradverteilungen verlduft bis zu einem Grad von 66 unter der grilnen Kurve der
Randomisierungen. Zwischen Grad 69 und 71 ist ein deutlicher Anstieg zu sehen, so dass ab
hier von Rich-Club Regionen gesprochen werden kann. Diese wenigen Regionen mit einem
DGan > 69 besitzen jedoch untereinander kaum Verbindungen, so dass in dem VTT-
Konnektom keine Rich-Club Infrastruktur vorliegt.

Wird nach dem Auftreten einer ersten groBeren Grad-Differenz von ¢ unabhéngig von der Lage
der empirischen zur randomisierten Verteilung gesucht, so zeigt sich zwischen k=48 und k=44
ein solcher Unterschied der ¢(k) und rand(k) Kurven (Abbildung 39). Folgende 28 Regionen
besitzen mindestens 44 Verbindungen und gehoren zum Rich-Club (Reihenfolge entspricht k-
Rangfolge): CEREFL, PFl, ExSL3-6, OrgsStomS, Pa, Sol, mPFC, MD, OrgUrBLa, A5 (jeweils
der linken und der rechten Seite) (Abbildung 40). Diese 28 bilateralen Regionen wurden im
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planaren Netzwerkdiagramm mit Verbindungsgewichten und dem lokalen Parameter
Verbindungsanzahlen (Degree All) visualisiert (Abbildung 41) und zeigen deutliche ipsi- und
kontralaterale Verbindungen. Diese intensiven Verbindungen untereinander sind zwar typisch
fiir Rich-Club Regionen aber die Verbindungsanzahlen liegen unter denen einer mittleren
Zufallsverteilung, so dass hier nicht von Rich-Club Regionen gesprochen werden kann.
Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass das VTT-Konnektom keine Rich-Club
Architektur aufweist, aber es Regionen mit vielen Verbindungen gibt, die untereinander

ebenfalls intensiv verbunden sind.

» Emgirical Rich club cosfliciet Rarulormized s $SD

Abbildung 39: Diagramm von Gradverteilungen ¢(k), rand(k) und dem entsprechenden Quotienten. Bei k=44 bis
48 liegt ein Unterschied iiber mehrere Grade zwischen ¢(k) und rand(k) vor, so dass dieser Schwellwert fiir die
Filterung der Regionen gewdhlt wurde. Gradverteilung des empirischen VTT-Konnektoms (rot) und von 1000
rewiring Randomisierungen (griin).
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Abbildung 40: Die 28 , Rich-Club*“ Regionen sind im unteren Bogen angeordnet und sind intensiv untereinander
verbunden (schwarze Linien, werden bei starker Vergroferung sichtbar). Die anderen Regionen, die direkte
Verbindungen von ,,Rich-Club* Regionen erhalten sind im zweiten Bogen dargestellt. Im dritten Bogen folgen die
Regionen, die direkte Verbindungen zu den verbliebenen Regionen haben. Im vierten Bogen kommen nur noch 2
Regionen vor. Verbindungen zwischen Regionen innerhalb eines Bogens sind blau dargestellt.

Abbildung 41: Planare Netzwerkvisualisierung der ,,Rich-Club* Regionen bzw. Regionen mit einem DGan > 43.
Die gestrichelten Verbindungen verlaufen kontralateral und die durchgezogenen Linien ipsilateral. Der Balken
unter den Regionenabkiirzungen zeigt den mittleren Rank iiber alle lokalen Netzwerkparameter an.
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3.7 Differentielle Konnektomanalyse

Die kumulierte bindre Adjazenzmatrix der Regionen des VTT Konnektoms besteht aus
Verbindungen, in denen mindestens einmal eine VT T-Methode angewendet wurde (Instanz 0).
Es sind 3355 VTT-Verbindungen enthalten. Dann wurden von den gleichen Regionen die
Verbindungen gefiltert, die nicht durch VTT-Methodik bestimmt wurden, also Verbindungen
mit konventionellen Tracern (Instanz 1). Hierzu wurde der Filter wie folgt konfiguriert:
Category: viral: false, Aktiviert: “All tracer codes have to match the condition®, Aktiviert:
“Only existing connections”. AnschlieBend wurde die Funktion , Differentielle
Konnektomanalyse® gewédhlt, um das Differenzen-Fenster von neuroVIISAS zu O6ffnen
(Abbildung 42). Im Differenzen-Fenster wurde zunéchst ein ,,Refresh® durchgefiihrt, um die
beiden Instanzen zu laden. Danach wurden die Instanzen in der Vergleichskontrollmatrix
gewdhlt, da auch mehr als zwei Instanzen geladen werden konnen, aber nur ein paarweiser

differentieller Vergleich durchfiihrbar ist.

Abbildung 42: Differenzen Analyse Fenster von neuroVIISAS mit zwei geladenen Differenzen, die iiber die im
oberen Bereich des Fensters sichtbare Kontroll-Matrix zum paarweisen Vergleich gewéhlt wurden.

AnschlieBend konnte die differentielle Adjazenzmatrix aus zwei bindren Instanzenmatrizen
berechnet werden. In diesem Fall liegen identische Matrizen beziiglich der Regionenauswahlen
vor, so dass die Konfiguration des Vergleiches eindeutig ist. Die Differenzen Berechnung kann
mittels Quotientenbildung oder Differenzenbildung durchgefiihrt werden. Hier wurde die
letztere Methode gewihlt. Die Berechnung ergibt 1766 Verbindungen, die sowohl mit viralen

als auch nicht viralen Methoden beschrieben wurden (weille Dreiecke). Ferner wurden 1599

64



Verbindungen gefunden, die ausschlieBlich mit viralen Methoden beschrieben wurden (griine
Quadrate). 31413 Verbindungen wurden ausschlieBlich mit nicht-viralen Methoden
beschrieben (rote Quadrate). Hieraus folgt, dass die VTT-Konnektivitit die nicht-VTT
Konnektivitdt ergidnzt. Des Weiteren soll untersucht werden, welche Auswirkungen eine

Beriicksichtigung von VTT-Verbindungen in einem nicht-VTT Konnektom haben.

B L ILILEL, LU LR LLLL S L T S HEEL IR .

Abbildung 43: Differentielle Adjazenzmatrix der bindren VIT und nicht-VTT Matrizen. Die weiflen Symbole
zeigen Ubereinstimmungen von VTT- und nicht-VTT-Verbindungen. Die griinen Symbole stehen fiir
Verbindungen, die ausschlieflich im VTT-Konnektom vorkommen und die roten Symbole kennzeichnen
Verbindungen, die nur im nicht-VTT-Konnektom auftreten.

3.7.1 Differenzenanalyse der globalen Netzwerkparameter
Unterschiedliche Vergleiche von Netzwerken sind mdglich, deren Verbindungen mit VIT und

mit nicht-VTT Methoden generiert wurden. Der Unterschied zwischen einem Netzwerk,
welches ausschlieBlich mit VIT Methoden generiert wurde und einem Netzwerk, das

ausschlieBlich mit nicht-VTT Methoden erzeugt wurde, ist sehr grof3. So sind die 716 Regionen
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des VTT Netzwerkes durch 3323 Kanten verbunden und in dem nicht-VTT Netzwerk sind die
gleichen 716 Regionen durch 32635 Kanten verbunden. Das 9,8 fache an Kanten in dem nicht-
VTT Netzwerk fiihrt zu einer grundlegend anderen Netzwerkarchitektur als im VTT-Netzwerk.
Daher ist es sinnvoll Netzwerke zu vergleichen, die &hnliche Liniendichten bei gleicher
Knotenanzahl aufweisen. Dies ist der Fall fiir den Vergleich des nicht-VTT (nVTT) Netzwerkes
mit dem Netzwerk, welches sdmtliche Verbindungen des nicht-VTT-Netzwerkes enthélt als
auch alle VTT-Verbindungen. Dieses beziiglich der Konnektivititen vollstandigere Netzwerk
wird kurz als komplettes-VTT (cVTT) Netzwerk bezeichnet. Vergleichend wurde die VTT-
nVTT und die cVTT-nVTT Differenz der globalen Netzwerkparameter zusammen dargestellt
(Abbildung 44).

Die Liniendichte im VTT-Konnektom liegt mit 0,6491% deutlich unter der nVTT Liniendichte
von 6,3748%. Beim Vergleich von cVTT (Liniendichte: 6,752%) und nVTT fallen 34 isolierte
Regionen auf, die im nVTT keine Input- oder Output-Verbindungen aufweisen. Im cVTT liegt
eine Zusammenhangskomponente vor, womit jede Region mindestens eine Verbindung besitzt.
Die Verbindungen, die mittels VIT in ¢cVTT zusétzlich vorliegen, sind notwendig, um die 34
isolierten Regionen zu einer Zusammenhangskomponente zusammenzufiigen. Fast 6% mehr
Verbindungen liegen im ¢cVTT als im nVTT bzw. steuern die VIT-Verbindungen zusétzlich
zur konnektionalen Vervollstindigung des Netzwerkes bei. Globale Parameter, die einen relativ
groflen Unterschied aufweisen (auBer der ,,Average subgraph centrality®, die in einem anderen
Wertebereich liegt), sind die Small-Worldness bzw. Kleine-Welt-Eigenschaft und die
Modularitiat. Die Modularitit nimmt beim cVTT-Netzwerk um 12,47% zu und die Small-
Worldness nimmt um 10,57% ab. Obwohl bei dem cVTT eine Zusammenhangskomponente
vorliegt, steigt die Vulnerabilitét leicht um 9,5% von 0,0063 auf 0,0069. Die ,,Average search
information* zeigt ebenfalls einen Anstieg um 8,97%. Diese Grof3e gibt an wie schwierig es im
Mittel ist, um eine Region von einer bestimmten anderen Region im Netzwerk zu erreichen. Da
nicht nur die Kantenzahl im cVTT um ca. 6% zugenommen hat, sondern auch alle Gebiete in
einer Zusammenhangskomponente vorliegen, ist auch die Lokalisation schwieriger geworden
und die ,,Average search information* ist groBer geworden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass durch die Beriicksichtigung von VTT-
Verbindungen zusitzlich zu den nVTT-Verbindungen neue Regionen in dem nVTT-Netzwerk
erreichbar werden und sich die Netzwerkstruktur leicht dndert, was u.a. an der Abnahme der

Small-Worldness und Zunahme der Modularitat erkennbar ist.
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Abbildung 44: Differentielle globale Netzwerkparameter. a) VIT (Instanz 0 = Ip) und nVTT (Instanz 1 = I;)
Vergleich. b) cVTT (Instanz 0 = Iy) und nVTT (Instanz 1 = [;) Vergleich. In der ersten Spalte sind die globalen
Parameter aufgefiihrt. In der ,Instance 0 und ,,Instance 1 Spalte sind die Absolutwerte und in der ,,Difference*
Spalte die Differenzen von Io-1; aufgefiihrt. Dann folgt in der ,,Magnitude Spalte der Absolutwert der Differenz.
Die Werte der Spalte ,,Quotient” ergeben sich aus Io:1;. Die ,,Rel. Increase % Spalte gibt die relative Anderung
von Iy gegeniiber [;oder umgekehrt wieder. Die letzten beiden Spalten ,,Rel. Diff. Io-I;* bzw. ,,Rel. Diff. I;-I
geben die relativen Differenzen von Iy zu I; oder umgekehrt wieder.

3.7.2 Differentielle Reziprozititen

Eine quadratische Adjazenzmatrix, die ausschlieBlich reziproke Verbindungen enthilt,
entspricht einer Spiegelung der Verbindungswerte einer Dreiecksmatrix an der
Hauptdiagonalen (Abbildung 45). Nicht-reziproke Verbindungen wurden aus dieser Matrix
entfernt. Griine Elemente der Reziprozititsmatrix kodieren reziproke Verbindungen des nVTT-
Netzwerkes. Rote Elemente kodieren reziproke Verbindungen des VTT-Netzwerkes. Weille
Dreiecke in den Elementen der Reziprozititsmatrix symbolisieren reziproke Verbindungen, die

sowohl in dem VTT als auch in dem nVTT Netzwerk vorkommen. Identische Reziprozititen
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sind relativ selten. Zwei Bereiche (markiert mit Orange) um die Hauptdiagonale enthalten
Haufungen von reziproken Verbindungen, die vor allem im VTT-Netzwerk vorkommen. Diese

Regionen liegen in lumbalen Riickenmarkssegmenten und sind lokale spinale Verbindungen.

-HTEN . BROE)

Abbildung 45: Differentielle Reziprozititenmatrix. Auf der Hauptdiagonalen liegen auf beiden Seiten des
Lumbalmarkes mehrere Regionen, die untereinander reziproke Verbindungen aufweisen. Diese rot gefarbten
Elemente der Matrix wurden nur mit VTT nachgewiesen.

Kontralaterale Reziprozititen sind deutlich seltener als ipsilaterale. Ein dichter Bereich
reziproker Verbindungen wird von subkortikalen und hypothalamischen Unterregionen
gebildet, die auch etwas hdufiger zu entsprechenden kontralateralen Gebieten projizieren und

damit diskrete Nebendiagonalen in der Differenzenmatrix bilden.

3.7.3 Differentielle Distanzenmatrix
Die kiirzesten Distanzen zwischen Gebieten wurden ebenfalls differentiell dargestellt.

Gebietspaare, zwischen denen keine Verbindungen gefunden wurden, sind mit schwarzen
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Eintrdgen versehen worden. Distanzen des nVTT Netzwerkes wurden in griinen Farbtonen
kodiert und die des VTT-Netzwerkes in roten Farbtonen. Sind die kiirzesten Distanzen
zwischen zwei Regionen im nVTT und VTT gleich, dann wurden sie mit einem weillen
Dreieckssymbol hervorgehoben (Abbildung 46). Da aus dieser differentiellen Distanzenmatrix
nicht ersichtlich ist, ob ein groBer oder kleiner Distanzenwert durch die eine oder andere Matrix
zustande kommt, wurde eine Grauwert kodierte Dreieckssymbolmatrix berechnet. Wenn ein
Dreieck in der oberen linken Hailfte eines Matrixelementes liegt, dann besteht nur eine kiirzeste
Distanz im VTT Netzwerk und nicht im nVTT. Liegt das Dreieck in der rechten unteren Ecke
des Matrixelementes, gibt es nur eine kiirzeste Distanz im VTT-Netzwerk. Befinden sich im
oberen und unteren Matrixelement zwei Dreiecke bzw. ist das Matrixelement komplett
ausgefiillt, so kann nun abgelesen werden, dass eine Distanzdifferenz fiir die nVTT als auch fiir

die VTT Matrix in beide Richtungen besteht (Abbildung 47).

:
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Abbildung 46: Differentielle Distanzenmatrix in Farbkodierung der kiirzesten Distanzenunterschiede (Erklarung
siche Text).
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j&bbildung 47: Differentielle Distanzenmatrix in symboliscer Driecksdstllu, um die Differenzen kiirzester
Distanzen in zwei Richtungen zu verdeutlichen.
Aus der differentiellen Distanzenmatrix wird deutlich, dass bestimmte Regionen nur iiber

Verbindungen erreichbar sind, die aus dem VTT-Netzwerk hervorgehen. Typische Beispiele

sind die kiirzesten Distanzen von BZCERC, 12SVL, Acs5 und ZVES u.a.

3.7.4 Differentielle Connectivity matching matrix
Unterschiede in den Verbindungsmustern zweier Regionen werden in der differentiellen

Connectivity matching all (CMA) Matrix dargestellt (Abbildung 48). ,,All* bezieht sich hierbei
auf Input- als auch Output-Verbindungen. Wenn die Input-Verbindungen und Output-
Verbindungen einer Region identisch sind wie die einer zweiten Region, so liegt ein CMA-
Wert von 1 (maximales Verbindungs-Matching) vor. Hier wurden wieder die nVTT- und die
cVTT-Netzwerke beziiglich der CMA-Matrizen verglichen.
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Abbildung 48: Differentielle ,,Connectivity Matching All” Matrix (CMA). Griine Werte zeigen Differenzen (je
heller desto groBer die Differenz) der CMA-Werte im ¢VTT- im Vergleich mit dem nVTT-Netzwerk an. Rote
CMA Werte (je heller desto groBer die Differenz) stehen fiir Differenzen im nVTT-Netzwerk. Die weillen
Dreiecke sind wiederum die Symbole fiir gleiche CMA Werte im nVTT- und cVTT-Netzwerk.

Ein heller roter Eintrag in der differentiellen CMA-Matrix bedeutet, dass ein relativ groBer
CMA-Wert im nVTT-Netzwerk vorliegt. Ein heller griiner Eintrag bedeutet, dass ein relativ
groler CMA-Wert im cVTT-Netzwerk vorhanden ist. Die Verbindungsdhnlichkeiten oder
,matches* des cVTT-Netzwerkes sind groBer als in dem nVTT-Netzwerk, welches keine VTT-
Verbindungen besitzt. AuBBerdem féllt auf, dass eine Nebendiagonale mit helleren Griintonen
fiir kontralaterale supraspinale CMA-Werte sichtbar ist. Dies bedeutet, dass relativ grof3e
Ahnlichkeiten von Verbindungen zwischen Paaren homologer kontralateraler Gebiete im

cVTT-Netzwerk im Vergleich zum nVTT-Netzwerk bestehen.
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3.7.5 Differentielle lokale Netzwerkparameter
Die meisten lokalen Netzwerkparameter dienen der Abschidtzung, ob Regionen oder Knoten

von Netzwerken eine grofere oder kleinere Bedeutung im Vergleich mit anderen Knoten des
Netzwerkes besitzen. Insgesamt lassen sich 50 unterschiedliche lokale Netzwerkparameter in
neuroVIISAS berechnen. Alle Parameter oder auch Gruppen dhnlicher (Zentralititsmale)
Parameter lassen sich unabhingig voneinander sortieren und die Rénge bestimmen, welche
dann wieder fiir jede Region gemittelt werden konnen, so dass sich ein mittlerer Rang
(AvgRang) fiir jede Region ergibt (Tabelle 4). Dies wurde fiir das cVTT- und das nVTT-
Netzwerk durchgefiihrt. Danach wurde nochmals iiber die mittleren Rénge aufsteigend sortiert:
jeweils fiir das ¢cVTT- und das nVTT-Netzwerk, um Unterschiede in der Bedeutung von
Regionen einmal im Netzwerk mit VI T-Verbindungen und einmal ohne diese Verbindungen
zu erkennen (Abbildung 50). Zahlreiche lokale Parameter weisen lineare, exponentielle oder
logarithmische Abhingigkeiten mit dem Degree All Parameter auf. Zwischen dem mittleren
Rang und dem Parameter Degree A/l gibt es im nVTT eine relativ groBe Korrelation von -0,961
(y=65,873 In (x+1) + 572,345) (Abbildung 49). Viele der lokalen Parameter
(Korrelationsmatrix der lokalen Parameter ldsst sich in neuroVIISAS anzeigen) weisen relativ

grof3e Korrelationen mit dem grundlegenden Parameter Degree All auf.

Tabelle 4: Rangbildung lokaler Parameter im nVTT und cVTT. DG All gibt die Summe der Input- und Output-
Verbindungen pro Region wieder. Die linke Tabellenhélfte wurde {iber nVTT aufsteigend sortiert und die rechte
Halfte tiber cVTT. Nur die 20 Regionen von 713 mit den hochsten Réngen (kleinsten Rangnummern) wurden hier
wiedergegeben.

Bow Name MgRang  AWRang  AQRang DGAI DGAI QQAHIM Mame MgRaNg  AgRang  AwRang DGAI DGAN ggj

It cVIT Diff  nVIT cVIT  Diff ovIr cVIT DIff_ nVIT cVIT  Diff
463 Zona_incerta R 1506531 1636327 39796 362 377  -15[4463 |Zona incerta R 150,6531 1636327 39796 362 377 15
130 Zona incera L 160,1429 164 713571 377 1501130 |Zona incerta L 160,1420 164  -38571 362 377 15
98 Lateral_hypothalamic_area L 1608571 1733469 124898 571 583 -12[4475 |Central_amygdaloid_nucleus P 162,837 1659184 30816 287 207 10
431 |Lateral_hypothalamic_area R 1613061 173,5918 -122857 571 583 120142 |Ceniral amygdaloid_nucleus_L 163,8571 1669796 -31224 287 297 10
475 |Central amygdaloid_nugleus R 162,8367 1659184  -3,0816 287 297  -l0f{a4  |Peribrachial region L 166,3878 170,3061  -39184 602 608 -6
142 Central amygdaloid_nugleus L 1638571 1669796  -3,1224 287 207 1004377 |Peribrachial region R 166,9592 170,8502 4 601 607 -6
44 Peribrachial region L 166,3878 1703061 39184 602 608 -6/498 |Lateral_hypothalamic_area L 160,8571 1733468 12,4898 571 583 12
377 |Peribrachial region R 166,0502 170,9592 4 601 607 -6/0431 |Lateral_hypothalamic_area R 161,3061 1735918 122857 571 583 12
107 Paraventricular_hypothalamic_nucleus_L 167,808 181,2653 13,3673 446 457 1110376 |Mesencephalic_reficular_formation P 172,6735 1736531  -00796 365 375 10
440 Paraventicular_hypothalamic_nucleus_P 168,2449 1815714 -13,3265 446 457  -11[4349 |Substantia_nigra A9_P 172,6735 1750612 -2,3878 245 255 10
425 nucleus_basalis complex R 171,0408 1751224  -4,0816 207 209 -2[0425 |Substantia_innominata nucleus basalis complex R 171,0408 1751224  -4,0816 207 209 -2
406 Median_raphe nucleus R 1711428 1757143 45714 210 211 1[043 |Mesencephals_reficular formation L 1747347 1756735 0,388 365 375 10
349 |Substantia_nigra AS_ R 1726735 1750612 23878 245 255 1004406 |Median_raphe nucleus R 171,1420 1757143 45714 210 211 1
376 Mesencephalic_reticular_formation P 1726735 1736531 09796 365 375  -10[416 |Substantia_nigra A9 L 176,0408 1775308  -14808 245 255 10
73 Median_raphe_nucleus_L 174,4286 1783061 38776 210 211 173 |Median_raphe_nucleus_L 1744286 1783061 38776 210 211 1
43 Mesencephallc_reticular_formation_L 1747347 1756735  -0,9388 365 375 -10[4100 |Posterior_hypolhalamic_area L 1754286 179 -35714 269 272 3
100 Posterior hypothalamic area L 175,4286 179 -35714 269 272 -3fl92  |substantia_innominata nucleus basalis complex L 176,102 179,4694  -3,3673 207 209 -2
16 substantia_nigra A9 L 176,0408 1775306  -1,4898 245 255 1004433 |Posterior hypothalamic area R 177,2041 1794808  -2,2857 269 272 3
o2 nucleus_basalis complex L 176,102 179,4694 33673 207 209 -2/65  Trigeminal nucleus L 177,898 180,898 3 435 437 2
435 \Ventromedial hypothalamic nucleus P 176,6938 1818163 51224 239 243 o7 P ular nucleus_L 167,898 181,2653 13,3673 446 457 11

Im nVTT-Netzwerk liegen die Zona incerta, Lareral hypothalamic area und der Central
amygdaloid nucleus auf den obersten 3 Rédngen. Die Rangfolgen der weiteren 17 Regionen von
716 sind Tabelle 4 zu entnehmen. Aus der Tabelle geht auch hervor, dass ein hoher Rang nicht
notwendigerweise mit einem grofBen Degree A/l einhergehen muss. Werden die mittleren Range

im cVTT-Netzwerk aufsteigend sortiert, so bleibt die Zona incerta auf Rang 1 gefolgt vom

72



Central amygdaloid nucleus und danach der Peribrachial region. Nach der Peribrachial region
folgt an 4. Stelle (linke und rechte Seite werden in dieser Betrachtung zusammengefasst), dann
die Lateral hypothalamic area, die im nVTT auf dem 2. Rang steht. Eine parallele
Visualisierung der Rangfolgen fiir nVTT und ¢VTT ist in Abbildung 50a und b gezeigt.
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Abbildung 49: Die Korrelation von mittleren Rang (Ordinate) und Degree all (Abszisse) ist logarithmisch
fallend. Die Gebiete sind entsprechend ihren Farben als Punkte dargestellt.

Werden nun die Differenzen der mittleren Réange (nVTT-cVTT) gebildet und aufsteigend nach
den Differenzen die Sortierung und damit Rangbildung vorgenommen, so zeigen sich groBBere
Unterschiede fiir einen Skelettmuskel, ndmlich dem Musculus digastricus, dann die
Intermediomediale Zellsdule im Riickenmark und fiir den Raphe obscurus nucleus. Die
Differenzen sind negativ und bei der angewendeten Sortierung liegen die besonders groflen
positiven Differenzen am Ende der Tabelle. Hier weist das nVTT groBere mittlere Rénge fiir

spinale Interneurone und die striatale Matrix sowie das striatale Patch compartment auf.
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Abbildung 50: Rangbildung der lokalen Netzwerkparameter. Uber mehrere lokale Netzwerkparameter wurden
die mittleren Rénge berechnet und anschlieBend aufsteigend fiir das nVTT-Netzwerk (a) und das cVTT-Netzwerk
(b) sortiert. Die ersten 20 Regionen mit den hochsten Rangen wurden wiedergegeben. c) Werden die Differenzen
von nVTT und ¢VTT der mittleren Rédnge sortiert, so ergeben sich groBere Unterschiede zwischen nVTT und
cVTT fiir den Musculus digastricus, die intermediomediale Zellsdule und das Raphe obscurus Kerngebiet.

3.7.6 Rich clubs im nVTT und ¢VTT
Die Rich-Club Regionen des nVTT und cVTT konnen sich unterscheiden. Daher wurden die

Verteilungen der Verbindungen in den beiden empirischen Netzwerken mit denen von
zufdlligen Netzen mit gleicher Knoten- und Kantenanzahl verglichen. In Abbildung 51 sind die
Verteilungen fiir das nVTT und cVTT wiedergegeben. Ab einer Kantenanzahl von ungeféhr
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240 Verbindungen zeigen sich groflere Abweichungen von der Verteilung der zufillig

generierten Kanten (Abbildung 51).

® Empirical Rich chib coefficient Handomized mean 8D &

T4T 1218 2430 3743 4065 01 6975 8197 §360100 114 122 130138 147 150 164 173161 101 201 210 219227 238 251 208 28729 306 318 528 &1 3 FETTT 520 G a0t
Degree

a

 Empirical Rich chub coelicient Randomized mean 1D

V47121824 31 37 434065 67 60 76 6289 04 101100117 126 135 146154 164 175 185 108205 228 236 246 256 272 297 314322 332 341 352 39317 3% I3 Ed EX 607
Degree

Abbildung 51: Gradverteilungen der empirischen nVTT (a) und cVTT (b) Netzwerke sind mit Rot dargestellt und
die Zufallsmodelle (100 Iterationen) sind mit Griin abgebildet. Eine grof3ere Abweichung der empirischen Kurven
von der Kurve des Zufallsmodells wurde mit einer schwarzen Linie um einen Grad von 240 (Abszisse)
hervorgehoben. Auf der Ordinate sind die Liniendichten aufgetragen (prozentualer Anteil der Kanten von der
Gesamtzahl der Kanten).

Der Vergleich der nVTT- und cVTT-Kurven lésst einen dhnlichen Verlauf erkennen, so dass
hier kein groBerer Unterschied zwischen dem nVTT und c¢cVTT-Netzwerk vorliegt. Im
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bogenformigen Rich-Club Diagramm ist die Kantendichte massiv (Abbildung 52), so dass sich
hier keine Besonderheiten visualisieren lassen. Daher wurde der Rich-Club des nVTT- mit dem
cVTT-Netzwerk verglichen. In beiden Mengen kommen die gleichen 56 Regionen vor. Im
nVTT sind 12 Kanten weniger vorhanden. Die Konnektivitdt der Rich-Club Regionen ist sehr
dicht (Liniendichte ca. 74%). Auffallend ist auch die hohe Dichte an kontralateralen
Verbindungen der Rich-Club Regionen. In der differentiellen Rich-Club Matrix sind die
Unterschiede der fehlenden Verbindungen im nVTT-Netzwerk (griin gefiarbte Matrixelemente)
deutlich zu erkennen. Verbindungen die im nVTT im Vergleich mit dem ¢VTT fehlen, liegen
vor allem im Dienzephalon (thalamische und hypothalamische Gebiete) sowie im Central
amygdaloid nucleus, also einer Region, die einen besonders groBlen Rang (s. Lokale

Netzwerkparameter) besitzt.
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Abbildung 52: Rich-Club Analyse des nVTT- und cVTT-Netzwerkes. a) Rich-Club Diagramm nVTT und b)
c¢VTT. Die Rich-Club Regionen befinden sich im untersten Bogen. Neben den Rich-Club Diagrammen sind die
gewichteten Adjazenzmatrizen gestellt worden. Einige Unterschiede zwischen der nVTT- und ¢cVTT-Matrix sind
zu erkennen, da in der nVTT-Matrix einige Verbindungen nicht vorliegen. Deutlich werden diese durch die
daneben stehende Differenzenmatrix. Die griin gefdrbten Verbindungen sind nicht in der nVTT-Matrix vorhanden.
¢) Planares Netzwerk-Diagramm mit Kantengewichten fiir die Rich-Club Regionen des nVTT und d) cVTT-
Netzwerkes.
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3.77 Modulbildung im nVTT und ¢VTT
Die Modularitidtsanalyse mittels des Louvain Verfahrens ergab fiir das nVTT-Netzwerk 8

Module (Abbildung 53). Die Modularititsberechnung erfolgte fiir die gewichteten nVTT- und

cVTT-Netzwerke. Die semiquantitativen Gewichte wurden logarithmisch transformiert:

f(x) = 10(_%(()(_4)2). Aus Abbildung 53a geht hervor, dass auch isolierte Gebiete vorliegen,
die keine Verbindungen mehr zur grofften Zusammenhangskomponente und untereinander
besitzen. Die in nVTT fehlenden VTT-Verbindungen sind die Ursache flir die isolierten
Knoten. In Abbildung 53b sind 8 Module zu erkennen, die aus dem cVTT-Netzwerk generiert
wurden. Modul 6 und 8 sind sehr klein. Ein Vergleich der Modulzusammensetzung des nVTT-
und cVTT-Netzwerkes ist schwierig. Die Modulgréfen unterscheiden sich teilweise erheblich.
Die Einfdrbungen der Gebiete ermdglichen einen groben Vergleich. So sind das nVTT Modul
5 und ¢cVTT Modul 3 trotz der GréBenunterschiede aufgrund der Haufung von ,blauen®
Regionen bzw. Gebieten des Hirnstammes #hnlich. Ferner besteht Ahnlichkeit zwischen nVTT
Modul 2 und cVTT Modul 7 hinsichtlich der peripheren Gebiete (braune Farbtone). nVTT und
cVTT scheinen von der Tendenz her zu dhnlichen Gebietszuordnungen zu Modulen zu fiihren,
was fiir eine konnektionale modulare Konsistenz spricht. Eine Entfernung von VTT-
Verbindungen fiihrt jedoch zu einer deutlichen Anderung der Modulzusammensetzung,

obgleich grundlegende Gebietsverteilungen erhalten bleiben.
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Abbildung 53: Louvain Modularitits Analyse des nVTT (a) und cVTT-Netzwerkes (b). Die Anzahlen von
Verbindungen pro Modul sind in der Matrix unter (¢) fir nVTT und unter (d) fir das ¢VTT-Netzwerk
wiedergegeben.
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3.7.8 Differentielle Motiv-Analyse im nVTT und cVTT

Die differentielle Modulanalyse des nVTT- und cVTT-Netzwerkes zeigt zundchst eine etwas
groflere Haufigkeit von Modulen im ¢cVTT (Abbildung 54). Die Héufigkeit der Motive wurde
zum Vergleich mit dem empirischen nVTT- (grof3e rote Punkte in Abbildung 54) and ¢cVTT-
Netzwerken (grof3e blaue Punkte in Abbildung 54) auch mit allen 8 randomisierten Netzwerken
(Erdos Rényi (ER), Watts Strogats (WS), Barabasi Albert (BA), modifiziertes Barabasi Albert
(MB), modifiziertes Oho (MO), rewiring (RW), rewiring mit reziproker Kanten Erhaltung
(RR), Klemm-Eguilez (KSW) Randomisierungen sind jeweils mit kleinen blauen bzw. roten
Punkten flir die Motiv-Haufigkeiten dargestellt). Aufgrund der relativ groen Kanten- und
Knotenzahl wurden lediglich 30 Simulationen massiv parallel iiber 2 Monate berechnet. Ein
spezifischer Unterschied der Motiv-Héufigkeiten, der durch die Beriicksichtigung von
Konnektivititen, die mittels VTT ermittelt wurde, ist nicht vorhanden. Die groBte Ahnlichkeit

hat das RR-Randomisierungsmodell mit den empirischen cVTT- und nVTT-Netzwerken.

-

NTEELIELE

Abbildung 54: Differenticlle Motiv-Analyse des nVTT- und cVTT-Netzwerkes mit 8 Randomisierungs-
modellen. Ahnlichste Haufigkeiten bestehen zwischen nVTT- und cVTT-Netzwerken fiir die RR-Randomisierung
Ein starkerer Unterschied beziiglich eines oder mehrerer Motive zwischen dem nVTT- und cVTT-Netzwerk ist
nicht zu erkennen.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen sollen zunichst zusammengefasst und kritisch diskutiert
werden. AuBlerdem werden Befunde und Konnektomik-Konzepte anderer Arbeitsgruppen
vergleichend besprochen. SchlieBlich werden die in der Einleitung aufgefiihrten

Fragestellungen beantwortet und ein Ausblick auf weitere Entwicklungen gegeben.

4.1 Zusammenfassung der Analysen

Neuronale Verbindungen zwischen einzelnen Neuronen und Regionen des peripheren und
zentralen Nervensystems werden nicht nur mit nicht viralen Tracing-Substanzen erforscht,
sondern auch mit viralen Tracern. Bislang wurden jedoch keine Arbeiten publiziert, in denen
die mittels viralen Tract-tracing erfassten neuronalen Verbindungen systematisch in einer
Metastudie aus den Originalpublikationen zusammengestellt wurden. Daher gibt es bislang
auch noch keine Netzwerkanalyse von derartigen Verbindungsdaten. In dieser Arbeit wurden
aus 363 Originalpublikationen alle neuronalen Verbindungen, die mittels VIT beschrieben
wurden, in Tabellen {ibertragen. In diesen Arbeiten wurden u.a. virale tract tracer verwendet.
Verbindungen, die in diesen Arbeiten mittels nicht viralen Tract-tracing beschrieben wurden,
wurden ebenfalls extrahiert und in das Rattenkonnektom des neuroVIISAS-Systems eingelesen.
Virale und non-virale Verbindungsdaten lassen sich explizit iiber Filtermechanismen in
neuroVIISAS trennen, so dass diese Verbindungen gemeinsam als auch getrennt voneinander in
partiellen Konnektomen betrachtet und analysiert werden konnen.

Die Gebiete des peripheren und zentralen Nervensystems konnen iiber Nomenklaturen
spezifiziert werden. Sie lassen sich als Listen von Gebieten (Paxinos, 2014) organisieren, in
Form von typischen hierarchischen Nomenklaturen (azyklische Graphen), Ontologien
(strukturierte Wissenskonzepte), aber auch zirkuldren Graphen. neuroVIISAS erlaubt die
Erzeugung von Listen, Hierarchien und Ontologien zur Strukturierung und Verwaltung
beliebiger biologischer Nomenklaturen. Im Fall des Rattenkonnektoms wurde eine Ontologie
Struktur verwendet, in welcher die Nomenklatur von zentralen und peripheren Gebieten zum
einen hierarchisch dargestellt ist und zum anderen mit Wissens-Attributen und Relationen zu
einer Ontologie erweitert wurde. Beliebige Gliederungen von anatomischen und funktionellen
Gebieten lassen sich in einem solchen System konsistent abbilden. Da Bezeichnungen in
Nomenklaturen als Synonyme und partiell iiberlappend als auch ausschlieend verwendet
werden, wurde das Ontologie System um einen variationellen Ansatz (Varianten) erweitert, das
es erlaubt, die Basis-Ontologie beliebig ,,umzubauen* und an die variierenden Nomenklaturen
als auch Weiterentwicklungen von Nomenklaturen anzupassen. Fiir die Analyse von
Netzwerken bzw. Graphen in denen die Knoten den hierarchisch organisierten Gebieten
entsprechen, ergeben sich hier gewisse Probleme. So konnen neuronale Verbindungen in
Originalpublikationen  beschrieben = werden, die Gebiete auf unterschiedlichen
Hierarchieebenen verbinden. Hierzu lassen sich Verbindungen aus einer direkten oder

kumulierten Konfiguration in ein Konnektom integrieren.
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Im Folgenden wurde die kumulierte Konfiguration verwendet. Uber einen automatischen
Optimierungsansatz wurden 716 bilaterale Regionen bestimmt, zwischen denen besonders viele
Verbindungen verlaufen, die mittels viralen Tract-tracing beobachtet wurden. Diese 716
Regionen sind iiber 14 Hierarchieebenen der Ontologie verteilt. Insgesamt sind die Regionen
iiber 34566 Verbindungen durch virale und nicht-virale Tracer beschrieben worden. Zunachst
wurde ein partielles Konnektom bestimmt, in dem alle Gebiete tiber Verbindungen, die mittels
viralen Tract-tracing gefunden wurden, miteinander in Verbindung stehen. Es ergaben sich
3323 Verbindungen in diesem Konnektom, was auch als VTT-Konnektom bezeichnet wird.
Die Gesamtzahl von VTT-Verbindungen betrdgt 37733, von denen 26744 nicht mehrfach
beschrieben wurden. Die 10989 mehrfach beschriebenen Verbindungen spiegeln haufig
Forschungsschwerpunkte von mehreren Arbeitsgruppen wieder, die dhnliche Gebiete mit
dhnlichen Methoden untersuchen. 317 der 26744 VTT-Verbindungen sind reziprok. Auch
Pfade mit mehr als einer synaptischen Verbindung finden sich im Konnektom der Ratte wieder.
Des Weiteren wurden auch Kolateralen Verbindungen beschrieben. Am héufigsten wurden
Pseudorabies Viren fiir das VTT verwendet.

Das aus 716 links- und rechtsseitigen peripheren und zentralen Gebieten bestehende
Konnektom enthélt 3355 Verbindungen von denen 3323 fiir graphentheoretische Auswertungen
genutzt werden konnen, da die librigen Verbindungen zwischen Hierarchieebenen inmitten der
Hierarchie verlaufen. Ahnliche Verbindungsmuster im VTT-Netzwerk weisen spinale Gebiete
auf.

In der globalen Netzwerk-Analyse fand sich ein relativ kleiner mittlerer Clusterkoeffizient bei
einer groBen Small-Worldness. AuBBerdem spricht der kleine Fehler bzw. die Abweichung von
der Scale-Free property fiir ein skalenfreies Netzwerk. Aus Simulationen mit 8
unterschiedlichen Zufallsmodellen geht hervor, dass das VTT-Netzwerk relativ viel
Ahnlichkeit mit dem Watts-Strogatz und dem rewiring Modell (mit Konstanthaltung reziproker
Verbindungen) besitzt.

Nach Abschitzung der Modul-Stabilitét fiihrte die Modularititsanalyse zu der Bildung von 18
Modulen. Die lokale Netzwerkanalyse wurde genutzt, um mittels Rangbildung, die fiir die
Netzwerkstruktur besonders wichtigen Gebiete zu identifizieren. Als besonders wichtige
Regionen stellten sich die peribrachiale Region, der laterale prefrontale Kortex, die oral-cavity,
der nucleus of the solitary tract und die zona incerta heraus. Der Vergleich von mittleren Rédngen
und dem Degree All zeigte, dass diese beiden GroBlen nicht direkt im VTT-Netzwerk

zusammenhédngen und sich andere Rangfolgen von Regionen ergeben, wenn beziiglich dieser
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beiden GroBen Sortierungen vorgenommen werden. Ein grofler Degree All muss also nicht mit
einem grofen mittleren Rang einhergehen.

Einige lokale Parameter wurden beziiglich ihrer Korrelationen untersucht. Zwischen dem Katz-
Index und dem Degree All ergab sich ein Korrelationskoeffizient von ¢=0,605, zwischen der
Betweenness Zentralitdt und dem Degree All betrug ¢=0,551 und zwischen der Eigenvektor
Zentralitdt und Degree All ist ¢=0,465. Die Anzahl der Zyklen im VTT-Netzwerk wurde fiir
alle Regionen ermittelt und es zeigt sich, dass der nucleus of the solitary tract an vorderster
Stelle steht bzw. durch dieses Kerngebiet verlaufen die meisten zyklischen Verbindungen.

Die Motiv-Analyse des VT T-Netzwerkes zeigte eine leicht signifikante Hiufung des zirkuldren
3-07 Motivs im Vergleich mit 1000 Iterationen des rewiring Randomisierungs Modelles. Dies
ist insofern bedeutsam, als in vielen anderen partiellen Konnektom Analysen, dieses Motiv stets
sehr selten im empirischen Netzwerk vorkommt und sich nicht signifikant von Zufallsprozessen
unterscheidet (Basalganglien-Konnektom, Amygdala-Konnektom u.a.).

Die Gradverteilung und der Vergleich mit 1000 Iterationen eines Zufallsmodells ergab deutlich
niedrigere Verbindungshdufigkeiten von geringeren Anzahlen von Verbindungen von Knoten.
Ab einer Verbindungshdufigkeit von 44 wurde der Schwellwert fiir die Rich-Club Regionen
festgelegt, die in einer planaren Netzwerkdarstellung zahlreiche kontralaterale Verbindungen
aufweisen. Typische Kandidaten des Rich-Clubs sind Pa, Sol, AS, MD, mPFC und PFL.

Im zweiten Teil der Untersuchungen wurde eine differentielle Analyse der 716 VTT-Regionen
durchgefiihrt. Das komplette VTT-Netzwerk (cVTT) besteht aus allen Verbindungen, die
mittels viralen Tract-tracing als auch mit nicht-viralen Tract-tracing gefunden wurden. Dieses
wurde mit dem nVTT-Netzwerk verglichen, welches keine Verbindungen enthélt, die mittels
viralen Tract-tracing gefunden wurden. Der Vergleich der beiden partiellen Konnektome mit
identischen Knoten zielt darauf ab, eine Aussage iiber die Bedeutung einer Beriicksichtigung
von viralen Tract-tracing Verbindungen zu machen. Die Verbindungen wurden im kumulativen
Modus den Konnektomen zugeordnet. Es zeigte sich, dass 1766 Verbindungen sowohl mit
viralen, als auch mit nicht viralen Tract-tracing Methoden im VTT-Netzwerk vorliegen. 1599
Verbindungen des VT T-Netzwerkes wurden ausschlieBlich mit viralen Tract-tracing gefunden.
Wiirden diese Verbindungen in einer Metastudie des Rattenkonnektoms nicht beriicksichtigt
werden, kann dies mit einer Anderung der konnektionalen Struktur des Konnektoms
einhergehen, was im Ergebnisteil auch gezeigt wurde. Andererseits wurden 31413
Verbindungen zwischen den Regionen des VTT gefunden, die ausschlieBlich mit nicht viralen

Tract-tracing Methoden beschrieben wurden.
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Die globalen Parameter wurden im differentiellen Modus in zwei Konfigurationen bestimmt:
zum einem zwischen VTT und nVTT und zum anderen zwischen nVTT und cVTT. Da nVTT
und cVTT hinsichtlich der Netzwerkdimensionen gut vergleichbar sind, wurden die Ergebnisse
aus diesem Vergleich herausgestellt. Der deutlichste relative Unterschied ergab sich fiir den
globalen Parameter Small-Worldness von 10% und von der Modularitédt von 12%. Hieraus ldsst
sich schliefen, dass eine Berlicksichtigung von VTT-Konnektivitit wichtig ist und die
Konnektomstruktur ~ vervollstindigt. Auch Matrizen, wie die Reziprozititsmatrix,
Distanzenmatrix und Connectivity matching matrix, wurden im differenticllen Modus
dargestellt, damit die Unterschiede zwischen nVTT und ¢VTT deutlich werden.

Die differentielle Analyse der lokalen Netzwerkparameter wurde fiir die ersten 20 Regionen
von 716 wiedergegeben. Die Rangfolge im nVTT war Zona incerta, Lateral hypothalamic area
und Central amygdaloid nucleus. Im cVTT-Netzwerk war die Rangfolge Zona incerta, Central
amygdaloid nucleus und peribrachial area. Danach folgte erst die Lateral Hypothalamic area.
Also zeigte sich auch an dieser Stelle der Auswertung ein Unterschied zwischen nVTT und
cVTT, was wieder die Bedeutung von VTT-Verbindungen unterstreicht.

Die Rich-Club Analyse zeigte keinen groBBeren Unterschied zwischen nVTT und cVTT auf. Die
Erkennung eines Schwellwertes der empirischen Kantenverteilung im Vergleich mit den
randomisierten Verteilungen war deutlicher als bei dem reinen VTT-Netzwerk. Die Rich-Club
Regionen haben eine besonders hohe kontralaterale Konnektivitdit. Die Louvain
Modularititsanalyse ergab 6 Module im nVTT- und 8 Module im cVTT-Netzwerk. AuBBerdem
fielen die isolierten Gebiete im nVTT-Konnektom hier besonders auf, so dass auch an dieser
Stelle von einem deutlichen Unterschied zwischen nVTT und cVTT gesprochen werden kann,

womit die Bedeutung von VTT-Verbindungen erneut hervorgehoben werden muss.
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4.2 Vergleich mit anderen Metastudien basierten Konnektomen

Das Herauslesen von Daten, die die Methoden zur Detektion von Verbindungen und die
neuronalen Verbindungen an sich beschrieben, wurde aus begutachteten (peer reviewed)
Veroffentlichungen vorgenommen. Die meisten dieser Verdffentlichungen sind ,,original
research paper und ein kleinerer Teil Methoden-Artikel. Verbindungen zwischen Regionen
des Nervensystems von Laborratten wurden aus begutachteten Tract-tracing-Artikeln in
Tabellenform tiberfiihrt, um die genauen Richtungs- und Auflésungsdaten dieser Verbindungen
in gefilterter und abstrahierter Form zu erhalten. Dieses Vorgehen ist eine etablierte
retrospektive Methode und wird ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen angewendet (Felleman

und van Essen, 1991; Stephan et al., 2000, 2001; Sugar et al., 2011; Bota et al., 2012).

Im Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen wurden aber nicht nur Artikel beriicksichtigt, die
ausschlieBlich Befunde zu neuronalen Verbindungen beschreiben, sondern auch Publikationen,
die VTT lediglich als Uberpriifungsmethode anwenden. Somit wurde keine Selektion von
Publikationen durchgefiihrt, die sich nur auf konnektionale Aspekte konzentrieren, sondern alle
Publikationen beriicksichtigt, die VIT in der Laborratte angewendet haben und neuronale
Verbindungen im ZNS oder PNS beschreiben. Somit wurde eine vollstindige
Rohdatenextraktion aus der verfiigbaren Tract-tracing Literatur vorgenommen. Die aus den
Artikeln extrahierten Daten wurden in der Konnektomik-Arbeitsgruppe des Institutes iiberpriift.
Eine wiederholte Auswertung der identischen Publikationen durch weitere unabhédngige
Personen mit Fachkenntnissen der Neuroanatomie ist aufgrund des arbeits- und zeitintensiven
Prozesses der Daten-Extraktion nicht moglich gewesen. Vergleichssauswertungen kdnnten
jedoch zu einer Abschétzung der Zuverléssigkeit von ausgelesenen Verbindungsdaten fiihren.
Ein solcher Validierungs-Prozess wird bereits fiir eine kleinere Teilauswertung von
Publikationen zu Verbindungen des Hypothalmus ausgefiihrt. Aufgrund von detaillierten
Besprechungen der ausgelesenen Verbindungsbefunde jedes ausgewerteten Artikels wurden

jedoch die Genauigkeit der Auswertungen und die Reproduzierbarkeit erhoht.

Wihrend der Auswertung fiel auf, dass es fiir die meisten sehr aufwendigen viralen Tract-
tracing Studien relativ wenige terminologische Konventionen und experimentelle
Standardisierungen gibt. Dies betrifft vor allen die Applikationsstrategie als auch die
semiquantitative Beschreibung von Verbindungsgewichten und neuroanatomische Definition
von afferenten und efferenten, zentralen und peripheren Gebieten. Neben den Variationen der

Applikationsmodi sind die Volumina und Konzentrationen der Virusproben unterschiedlich.
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Eine fehlende Standardisierung von ,,Zeitprotokollen* vor allem fiir transsynaptische VTT-
Studien ist nicht vorhanden und macht es schwierig Verbindungsbefunde unterschiedlicher
Studien zu vergleichen. Die Metainformationen der Verbindungsdaten zeigen Variationen des
Geschlechts, Alters und der Tierlinien (Strains). Allerdings ist es iiblich, dass in vergleichbaren
Metastudien von Konnektomen, die Daten gepoolt werden und Verbindungsinformationen von
Tieren unterschiedlichen Geschlechts und Alters sowie der Tierlinien zusammengefasst
werden. Bestimmte Publikationen wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Dazu gehoren
Lasionsstudien (knife cut lesions, Kainsdure Lision u.a.), die aufgrund der Genauigkeit der
Lokalisation von afferenten und efferenten Gebieten nicht beriicksichtigt wurden. Des Weiteren
wurden nur Artikel ausgewertet, die Befunde in adulten Laborratten beschreiben oder
Verbindungen in postnatalen Tieren (juvenile, young) darstellen, die ebenso im adulten Tier
nachgewiesen wurden. Tract-tracing Publikationen, in denen Verbindungen auch von anderen
Organismen (z.B. Kiinzle, 2009) erfasst wurden, kamen nur zur Auswertung, sofern
Verbindungen von Laborratten enthalten waren. Verbindungen von weiblichen und mannlichen
Tieren wurden ausgewertet, wobei ménnliche Tiere hdufiger in Tract-tracing Untersuchungen
verwendet werden. Publikationen mit phylogenetisch verwandten Nagern (Rehkédmper et al.,
1994), wie z.B. Blindméuse (Spalax ehrenbergi) wurden nicht ausgewertet. Ebenso wurden
Publikationen nicht bertlicksichtigt, in denen Experimente mit Transplantaten oder
neuropharmakologische Untersuchungen durchgefiihrt wurden (z.B. Thanos, 1997), da es
wahrscheinlich ist, dass Verbindungen zerstort oder durch neuronale Plastizitét umstrukturiert

worden sind.

Das Konnektom- und Atlasanalysesystem neuroVIISAS ermdoglicht es gezielt, die
zusammengefassten Daten durch Filtermechanismen wieder zu separieren, so dass
geschlechtsspezifische Konnektome untersucht werden konnen. AuBBerdem erlaubt das System
unterschiedliche Terminologien (Variantenkonzept) als Varianten abzubilden. Die
semiquantitativen  Verbindungsgewichte (visuelle Abschdtzungen der Dichte von
Verbindungen, die mittels Tract-tracing sichtbar gemacht werden) konnen durch
unterschiedliche logarithmische Transformationen oder Benutzer-definierte Transformationen
umgerechnet werden, so dass aus der Ordinal-skalierten Gewichts-Variablen metrische
Variablen geschitzt werden konnen (Bota et al., 2015). Da jede Verbindung iiber das
Datenbanksystem von neuroVIISAS mit der die Verbindung beschreibenden Publikation
verknlipft ist, kann direkt in der Publikation die Verbindungsinformation gepriift werden. Diese

Methode ermdglicht eine zusitzliche Absicherung und eine gewissenhafte Auswertung. Solche
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Moglichkeiten sind in keinem vergleichbaren System (CoCoMac, Ferretome, BAMS)
verfligbar (Bota et al., 2005; Sukhinin et al., 2016; Kotter, 2004; Stephan et al., 2001).

Weitere Methoden zur Erfassung von Verbindungen im Nervensystem der Ratte sind DTI-
Messungen (Figini et al., 2015), indirekte fMRI (Song et al., 2015; Wang et al., 2017) Analysen
oder eine neue PET basierte Tracing Methode zur Darstellung von niedrigaufgeldster
neuronaler Konnektivitdt in vivo (Napieczynska et al., 2017). Diese haben jedoch den Nachteil,
dass der Ursprung (Perikaryon) und das Ziel (Axonterminalen) einer Verbindung nicht
eindeutig bestimmbar sind. Aus diesen Daten resultieren meist nur ungerichtete Verbindungen.
Das Verfahren vom Allen-Institut zur Erstellung des Mouse-Connectoms, basiert auf einen
high-throughput Ansatz, der nunmehr nach Abschluss des Projektes nicht mehr in der Lage ist,

die Konnektivitét des peripheren Nervensystems zu erfassen (Oh et al., 2014).

Die neuronalen Verbindungen einer bestimmten Spezies, die mittels gleicher Tracer-
Injektionsorte in unterschiedlichen Tract-tracing Publikationen gefunden werden, miissen nicht
gleich sein, da die exakte raumliche Lokalisation (Diffusion des Tracers in Nachbargebiete) des
Injektionsortes, die Applikationsart (Geschwindigkeit der Injektion, Druckinjektion,
Iontophorese und Kombinationen) und der Tracer selber (Konzentration, Volumen,
Konjugation) variabel angewendet, experimentell erfasst und dann auch noch sehr
unterschiedlich in den Artikeln beschrieben werden konnen (Abbildungen, Tabellen, textliche
Beschreibungs-Stile). Am héufigsten werden die Beschreibungen von Verbindungen aus den
Ergebnisteilen von Publikationen interpretiert, um sie abstrahiert in standardisierte Tabellen zu
iberfiihren. Schwierig kann dies fiir die Beschreibungen von axonalen Terminalen nach
anterograden Tract-tracing sowie Ausfiihrungen iiber Perikaryenlokalisationen nach
retrograden Tract-tracing sein, wenn gemeinsame Terminalen- und Perikaryen-Darstellungen
bei bidirektionalem Tracer-Transport {iiber mehrere Absédtze der Publikation in
verallgemeinerter Form erldutert werden. Des Weiteren konnen die Ergebnisse des Auslesens
variabel werden, wenn zwar die Applikation des Tracers in die gleichen Strukturen
sichergestellt ist, aber die Uberlebenszeiten der untersuchten Tiere unterschiedlich sind. Gerade
verlingerte Uberlebenszeiten in unterschiedlichen Studien kénnen dazu fiihren, dass deutlich
mehr Projektionen markiert werden. Des Weiteren konnen zum Teil auch schwache
Konnektivititen infolge der lingeren Uberlebenszeit ein groBeres semiquantitatives Gewicht
erhalten. Die Beschreibungen von Injektionen in Faserbahnen oder Tracer-Lokalisationen in
,.fibers of passage* oder ,,bypassing fibers* wurden ebenfalls erfasst. Mittels eines spezifischen

Gewichtswerts wurden diese Projektionen markiert, so dass solche Verbindungen bei der
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Auswertung wiederum gefiltert werden koénnen. Sofern die Angaben zu Projektionsbahnen
nicht eindeutig sind, insbesondere von benachbarten Regionen, wurden diese bei der

Auswertung nicht beriicksichtigt (z.B. Cho et al., 2004).

Das von Kamper (2004) erlduterte Parzellierungsproblem kann zu einer uneinheitlichen
Gliederung von Regionen fiihren, da sich Regionen nach strukturellen und/oder funktionellen
und/oder hodologischen und/oder neurochemischen Kriterien unterschiedlich organisieren
lassen. Dies kann bei dem Vergleich verschiedener Tract-tracing Publikationen zu
Uberlappungen und EinschlieBungen von Regionen fiihren. Infolgedessen kann die genaue
Zuordnung der Regionen, die Definition rdumlich-ontologischer Relationen (Baldock und
Burger, 2008; Bowden et al., 2007; Bowden und Dubach, 2005) und deren Vergleichbarkeit
zwischen unterschiedlichen Publikationen in retrospektiven konnektionalen Analysen
schwierig sein. Zwar soll die Entwicklung der Objektiven Relationalen Transformation (ORT)
einen Losungsansatz fiir dieses Problem bieten, aber eine entscheidende Voraussetzung fiir die
Umsetzung von ORT ist die Verfligbarkeit von ,,Intermap Relations®, welche den Vergleich
verschiedener Hirnregionen erlaubt (Kamper, 2004). Differente Beziehungen zwischen
bestimmten neuroanatomischen Regionen konnen durch einen Relation Code definiert werden.
Die folgenden fiinf Relationen zwischen jeweils zwei Regionen sind bei diesem Ansatz
realisiert worden: identisch (RC = ,,I*), ein Areal ist grofer als das andere (RC = ,,L*), beide
Areale iiberlappen sich (RC =,,0%), ein Areal ist Subareal des anderen (RC =,,S) oder beide
Areale liegen getrennt voneinander (RC = ,,D*) (Kamper, 2004). Eine konsequente und
konsistente Anwendung dieser Relationen hdngt jedoch von der Verfligbarkeit der notwendigen
neuroanatomischen topographischen Informationen in den zugrundeliegenden Tract-tracing
Publikationen ab. Diese Informationen liegen jedoch selten direkt oder explizit vor (die
Publikationen wurden zur Beschreibung von Verbindungen geschrieben und nicht primér zur
Erzeugung von Konnektomen), so dass sie meist aus Abbildungen und Beschreibungen im Text
abgeleitet, geschitzt oder ,,interpretiert™ werden miissen. Dieses Vorgehen kann wiederum zu
Fehlerinterpretationen fithren und bei komplexen Konnektomen neue Gliederungs-Fehler

erzeugen. Daher wurde auf die Anwendung von ORT verzichtet.

4.3 Kiritische Analyse der Ergebnisse

Die Ergebnisse des VIT Konnektoms der Laborratte sind komplex. Vor allem wenn die

verschiedenen Arten von Verbindungen betrachtet werden:

e Monosynaptische Konnektivitit
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e Transsynaptische, polysynaptische, multisynaptische Konnektivitit
e Mono- und polysynaptische Kolateralenkonnektivitét
e Transneuronale Konnektivitit {iber pseudounipolare Neuronen

e Ipsi-, kontra-, unilaterale Konnektivitét

Trotz der Komplexitdt konnen die einzelnen Verbindungen jedoch aus der Literatur (pdf
Archiv) direkt nachvollzogen werden. Die durchgefiihrten Auswertungen der Arbeiten
erfolgten stets unter dem Aspekt, die beschriebenen Verbindungen durch die Reduktion in
Tabellenform von sources und targets dem Experten gegeniiber begriinden zu konnen. Somit
lasst sich jede Verbindung des VTT-Konnektoms {iiber die Originalliteraturstelle
zuriickverfolgen und in einem kontextuellen Zusammenhang begriinden. Besonders eindeutig
und teilweise auch sehr genau sind solche Verbindungsbeschreibungen, die bereits in
Tabellenform vorliegen, da diese Daten keine weitere Interpretationen durch den Auswerter
erfordern. Fiir bestimmte Verbindungen in Form von verallgemeinernden Aussagen wir z.B.
»alle Riickenmarkssegmente™ besitzen Verbindungen zu den Kerngebieten der Formatio
reticularis, war die Interpretation nicht eindeutig. Angewendet wurde hier das Prinzip so dicht
wie moglich an der ,,Rohdaten‘ Beschreibung zu bleiben und genau diese Beschreibung in der
Gebietshierarchie des Rattenkonnektoms abzubilden. Daher wurde fiir diese verallgemeinernde
Beschreibung eine Verbindung kodiert, die genauso allgemein wie beispielsweise die
allgemeine Beschreibung ,,vom Riickenmark zur Formatio reticularis* die Verbindung kodiert.
Dies ist natiirlich nur moglich, da von vornherein eine hierarchische Nomenklatur bzw.
Ontologie verwendet wurde, in der die {ibergeordneten Gebiete ebenso als Knoten verfiigbar
sind, wie Gebiete von Hirnatlanten und spezielle Untergliederungen von Gebieten bis hin zu

einzelnen Neuronen, die in Hirnatlanten nicht mehr darstellbar sind.

Strukturelle Konnektome, wie das hier erzeugte Metastudien basierte Konnektom der
Laborratte, bilden nicht die vollstindige strukturelle Konnektionalitét des Rattennervensystems
ab. Spezielle Verbindungen wie konnektionale Plastizitdt (strukturelle synaptische Dynamik),
Gliotransmission, nichtsynaptische Konnektivitdt iiber Gap junctions und Verbindungen die
regeneriert werden im Zuge der Neuroplastizitit des hippokampalen Systems und des rostralen
olfaktorischen Pfades sind bislang in keinem der heutigen strukturellen Konnektome verfiigbar.
Die Abbildung von struktureller Dynamik in einem scheinbar statischen strukturellen

konnektionalen System ist bislang konzeptionell nicht vorgesehen.
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4.4 Kritischer Vergleich mit Befunden anderer Arbeitsgruppen

Die VTT-Verbindungen der Laborratte wurden hier zusammenfassend aus der Literatur
extrahiert und analysiert. Mit dieser Arbeit wurden erstmals sdmtliche VTT-Studien der
Laborratte bilateral, gewichtet und hierarchisch organisiert erfasst und alle von Experten
beobachteten Verbindungen aus der Literatur in ein konsistentes Datenbank-, Analyse- und
Visualisierungssystem iibertragen. Somit ldsst sich ein kritischer Vergleich mit konnektionalen

VTT-Daten anderer Arbeitsgruppen nicht durchfiihren.

4.5 Alleinstellungsmerkmale des VIT-Konnektoms der Ratte

Eine Konnektomanalyse sdmtlicher VTT-Verbindungen in Kombination mit dem
stereotaktischen Atlas von Paxinos ist bislang nur mit dem neuroVIISAS Framework moglich.
In diesem System lassen sich die VTT-Konnektomdaten visualisieren und die rdumlichen

Beziehungen der VT T-Projektionen darstellen.

Ahnliche Systeme wie BAMS oder CoCoMac konnen lediglich Verbindungsdaten ansammeln
und in Matrizenform wiedergeben, aber quantitative Analysen und konsistente 3D-
Visualisierungen in stereotaktischen Atlasansichten sind nicht moglich. Die Beriicksichtigung
von Gerichtetheit, Gewichtung und Lateralitdt sind in den oben genannten Systemen nicht
explizit vorgesehen. Zudem sind die Regionen des VTT-Netzwerkes in einer Hierarchie
organisiert und in neuroontologische Datenstrukturen eingebettet, die zur Navigation und
Filterung der Gebiete fiir die Konnektomanalyse genutzt werden. Auch dies ist mit anderen
Konnektomanalyse-Umgebungen nicht moglich. Komplexe statistische Analysen wie
multivariate Statistik und Netzwerk-spezifische Clusterverfahren sind in neuroVIISAS
gebiindelt implementiert. In dieser Arbeit wurden beispielsweise verschiedene Varianten

(gewichtet, ungewichtet) der Louvain Modularitdtsanalyse angewendet.

In dieser Arbeit wurde erstmals ein neues Modul in neuroVIISAS verwendet, das eine
differentielle ~Konnektomanalyse ermdoglicht. Auch eine solche fortgeschrittene
Analysemethode ist in den oben genannten Systemen oder auch fortgeschrittenen

Graphanalyse-Programmen (Gephi, https://gephi.org/) nicht verfiigbar.

Durch ein speziell entwickeltes Kodierungskonzept lassen sich alle konnektionalen Typen in
neuroVIISAS importieren und spidter bei Analysen filtern. Hierzu gehdren Kolateralen,
transsynaptische Pfade mit bekannten und unbekannten intermittierenden Knoten,

kontralaterale Verbindungen, unilaterale Verbindungen. Kombinationen, wie transsynaptischer
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Pfade mit kolateralen axonalen Terminalen, lassen sich genauso kodieren wie einfache
ipsilaterale monosynaptische Konnektivitdt. Besonders wichtig ist jedoch die Moglichkeit neue
Kodierungen zu generieren, um beispielsweise, neurohormonale Verbindungen, elektrische
Synapsen, Gliotransmission, oder auch tempordre Konnektivitdt abzubilden und in das

Konnektom einzulesen.

4.6 Ausblick

Bislang ist es noch nicht moglich funktionelle Konnektome in neuroVIISAS differentiell zu
analysieren. Zwar lassen sich Populations-basierte Simulationen (NEST, Kunkel und Schenck,
2017) und resultierende Spike-Aktivierungsmuster als eine Form von Dynamik in strukturellen
Konnektomen untersuchen, aber mean field Methoden (neural mass models) (Gollo und
Breakspear, 2014; Abdelnour et al., 2014; Honey et al., 2009) und reaction diffusion Modelle
(Hiitt et al., 2014; Garcia et al., 2012; Nakao und Mikhailov, 2010) kénnen zur Zeit nicht zur
Analyse verwendet werden. Die differentielle Analyse der populationsbasierten

Aktivitdtsmuster in den Regionen von Konnektomen ist zurzeit nicht moglich.

Eine weiterfithrende Analyse von multiplen Differenzen also nicht nur paarweisen Differenzen
wire wichtig, um Kollektive von Konnektomen zu vergleichen. Bislang wurde in die
differentielle Konnektomanalyse lediglich eine Matching-Funktion eingebaut, um alle
Verbindungen und Gebiete in ein Ziel-Konnektom zusammenzufiihren, welches aus Gebieten

besteht, die in allen verglichenen Konnektomen vorkommen.

Ein weiterer differentieller Vergleich von VTT und einem traktographischen Konnektom sowie
dem nVTT Konnektom wire interessant, um zu beurteilen, ob ein traktographisches
Konnektom eine vollstindigere konnektionale Datenbasis liefern kann oder nicht.
Problematisch wire dieser Vergleich wahrscheinlich fiir die peripheren Verbindungen, die in

traktographischen Analysen bislang nicht dargestellt wurden.

4.7 Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit

In der Einleitung wurden Fragen formuliert, die an dieser Stelle als Ergebnis der durchgefiihrten

Auswertungen beantwortet werden.
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1. Wieviele Verbindungen wurden bislang iiberhaupt mit Hilfe von viralen Tract-tracing
in der Laborratte beschrieben?
In den 363 Publikationen, in denen virales Tract-tracing angewendet wurde, um
neuronale Verbindungen zu identifizieren, wurden 37733 Verbindungen beschrieben.

26744 dieser Verbindungen wurden nicht mehrfach beschrieben.

2. Welche ipsi- und kontralateralen Verbindungen wurden mittels viralen Tract-tracing
gefunden?
Im nicht viralen Tract-tracing Konnektom verlaufen 22758 Verbindungen ipsilateral
und 11804 kontralateral (51,9%). Im viralen Tract-tracing Konnektom kommen deutlich
weniger Verbindungen vor, von denen 2831 ipsilateral verlangen und 557 kontralateral

(19,7%).

3. In welchen Teilgebieten des Nervensystems verlaufen neuronale Verbindungen, die
nach Anwendung von viralen Tract-tracing gefunden wurden?
Die Verbindungen liegen in allen Abschnitten des zentralen Nervensystems inklusive
des Riickenmarkes. Dariiber hinaus wurden besonders viele Verbindungen im
peripheren Nervensystem beschrieben. Zahlreiche Verbindungen sind efferent und
verlaufen zu Organen der quergestreiften und glatten Muskulatur. Auflerdem wurden
diverse afferente Projektionen von der Peripherie zum Riickenmark oder tiber

Hirnnerven erfasst.

4. Welche Verbindungen werden mit viralen Tract-tracing gefunden, die nicht mit nicht
viralen Tract-tracing beschrieben werden?
1599 Verbindungen wurden im 716 Knoten VTT-Konnektom detektiert, die nicht mit

nicht viralen Tract-tracing gefunden wurden.

5. Welche viralen Verbindungen korrelieren mit nicht viralen Verbindungen?
1766 Verbindungen korrelieren mit viralen und nicht viralen Tract-tracing

Verbindungen im VTT-Netzwerk, das aus 716 Gebieten besteht.

6. Wie stark unterscheidet sich ein Konnektom, das ausschlieflich aus nicht viralen Tract-
tracing Verbindungen aufgebaut ist von einem Konnektom mit gleichen Regionen

(Knoten), aber zusdtzlichen viralen Tract-tracing Verbindungen?
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Dieser Frage wurde mittels differentieller Konnektom Analyse nachgegangen. Zunichst
ist es moglich in dem vollstindigeren Konnektom (cVTT) weitere Regionen tiberhaupt
zu erreichen, was in dem Konnektom, welches aus ausschlie8lich nicht viralen Tract-
tracing Verbindungen besteht, nicht mdglich ist. Auffallend ist, dass sich durch das
Hinzufiigen von viralen Tract-tracing Verbindungen die Netzwerkstruktur beziiglich
bestimmter globaler Netzwerkparameter nur leicht verdndert (mittlere Pfadlénge,
mittlere Clusterkoeffizient). Dafiir nehmen die Modularitdt und die average search
information des cVTT relativ stark zu, wohingegen die Small-Worldness im cVTT

Netzwerk abnimmt.
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6 Tabellenanhang

Tabelle 5: PRV Stimme und rekombinante PRV Arten.

Virusstimme Eigenschaften Richtung Publikationen
PRV-Becker PRV Wildtyp Laborstamm PRV. Stark virulent Becker 1967, Card et al.
R/A 1990, Enquist et al. 1999
PRV-Bartha  Attenuierter PRV fiir transneuronales Tract-tracing. Infizierte Tiere liberleben Bartha 1961
deutlich ldnger als nach einer PRV-Becker Infektion R
PRV-NIA3 PRV Wildtyp. Stark virulent R/A Klupp et al. 2004
PRV-Becker rekombinante Viren
PRV-151 Enthilt CMV-EGFP Reporter Gen Kassette im gG Lokus des Virus Genoms. Demmin et al. 2001
CMYV Promoter fiihrt zur Expression des EGFP Gens R/A
PRV-180 Exprimiert mRFP-VP26 (Kapsid) Fusions Protein, das in Kapsiden vorliegt und Del Rio et al. 2005
in hoher Konzentration von Kernen infizierter Zellen enthalten ist R/A
PRV-GS443 Exprimiert EGFP-VP26 (Kapsid) Fusions Protein, das in Kapsiden vorliegt und Smith et al. 2001
in hoher Konzentration von Kernen infizierter Zellen enthalten ist R/A
PRV-181 Exprimiert mRFP-VP26 (Kapsid) und GFP-VP22 (Tegument) Fusions Proteine, Del Rio et al. 2005
die in zweifarbigen Viruspartikeln vorliegen. R/A
PRV-760 Es fehlt das gE Envelope Glykoprotein Gen und es ist weniger virulent als PRV- R Ch'ng und Enquist 2005
181
PRV-813 Es fehlt das Us3 Gen und es ist weniger virulent als das PRV-Becker Virus, Olsen et al. 2006
jedoch nicht so schwach virulent wie das attenuierte PRV Bartha Virus. R/A
PRV-823 Es fehlt das Us3 Gen und es wird das mRFP-VP26 (Kapsid) Fusions Protein Olsen et al. 2006
exprimiert.Virus ist weniger virulent als PRV-813. R/A
PRV-833 Es fehlt das Us3 Gen und es wird das mRFP-VP26 (Kapsid) Fusions Protein Olsen et al. 2006
sowie das eGFP-VP22 (Tegument) Fusions Protein exprimiert. Es ist etwas
weniger virulent als PRV-823. R/A
PRV-Bartha rekombinante Viren
PRV-BaBlu Enthilt ein B-Galactosidase Reporter Gen (lacZ) im gG Lokus. Der gG Promoter Standish et al. 1995
induziert die Expression des lacZ Gens R
PRV-152 Enthalt die CMV-EGFP Reporter Gen Kassette im gG Lokus. Der CMV Demmin et al. 2001, Smith
Promoter induziert die Expression des EGFP Gens. R et al. 2000
PRV-154 Exprimiert das Us9-EGFP Fusions Protein am gG Lokus. Us9-EGFP wird im Billig et al. 2000
trans-Golgi Netzwerk konzentriert und in der Virushiille integriert. R
PRV-614 Enthalt CMV-mRFP Reporter Gen Kassette im gG Lokus. Ist isogen mit PRV- Banfield et al. 2003
152 und wird hdufig zusammen mit PRV-152 in dualen Infektions Studien R
verwendet.
PRV-2001 Replikation und Expression von tau-EGFP ist abhédngig von Cre Rekombinase DeFalco et al. 2001
vermittelter Rekombination des Virusgenoms R
PRV-263 Enthalt Brainbow 1.0 Kassette im gG Lokus. Expression des dTomato Reporter Kobiler et al. 2010
Gens in Anwesenheit von cre-Recombinase (Cre). Cre exzidiert das dTomato
Gen und ermdglicht damit die Expression von EYFP oder mCerulean. R
PRV-267 Enthilt das Cre recombinase Gene im gG Lokus. Biologisch aktives Cre wird in Card et al. 2011
neuronalen Schaltkreisen exprimiert iiber die transsynaptische Passage und R

Replikation.

113



Tabelle 6: Nicht virale Tract-tracing Substanzen, die in den ausgewerteten Artikeln neben den viralen
Tracern verwendet wurden.

Abkiirzung Tracing Substanz, Transportrichtung
ADE [*H]adenosine retrograd
AF Alexa Fluor nonconjugated retrograd
AF-CTB Alexa Fluor conjucated CTB retrograd
AMM C14 labeled Aminoacid mix anterograd
ASP D-[*H]aspartate retrograd
BDA 3k /BD Biotinylated Dextran Amine 3000 MW retrograd
BDA10k/BD Biotinylated Dextran Amine 10000 MW = Dextran Biotin anterograd
BIO Biocytin anterograd/retrograd
BIS Bisbenzamide retrograd
B-WGA Biotin-wheat germ agglutinin retrograd
CHOL [*H]Choline retrograd
CLC Cobaltic lysine complex anterograd
COL Coumarin latex spheres retrograd
CT, CTX, CTB, CTb Cholera toxin subunit B retrograd
CT-HRP Cholera toxin subunit B conjugated with horseradish peroxidase anterograd/retrograd
CTB488 Cholera toxin subunit B conjugated with Alexa 488 retrograd
CVS Challenge virus strain of rabies virus retrograd
DA3kDA Dextran amin 3000 Mw anterograd
DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol retrograd
DiA 4-(4-(dihexadecylamino)styryl)-N-methylpyridiniumiodide retrograd
Dil Lipophilic carbocyanine tracer anterograd
DIL Dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethyllindocarbocyanine perchlorat anterograd/retrograd
DR Doxorubicin = Adriamycin (neurotoxic antibiotic) retrograd
DTX Dextran tetramethyl-rhodamine anterograd
DY Diamidino Yellow retrograd
EB Evans Blue retrograd
FB Fast blue retrograd
FCM Fluorescein-coated microspheres retrograd
FDA Dextran amin conjucated fluorescein anterograd
FE Fluoro-Emerald retrograd
FG Fluorogold retrograd
FGr, FL-Gr Fluoro-Green retrograd
FR, FL-Re Fluoro-Red retrograd
FLB Fluorescein labeled latex beeds, Fluorescent latex microspheres retrograd
FITC Fluorescein-isothiocyanate conjugated microspheres retrograd
FRub Fluoro-Ruby anterograd/retrograd
GAB [*H]IGABA retrograd
GB Granular Blue retrograd
GLY [3H]Glycin retrograd
GOLD Colloquial gold retrograd
HRP Horseradish peroxidase retrograd
HRP-lectin Horseradish peroxidase lectin retrograd
D Iron dextran retrograd
LEU [*H]Leucin anterograd
[3H]MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine retrograd
MIX [*H]Prolin -[*H]Leucin -[ *H]Lysine anterograd
MN2Cl Mangan Chlorid anterograd
MR Micro Ruby = Mini Ruby retrograd
NB Neurobiotin anterograd/retrograd
[125T]NT Tyr3-Neurotensin retrograd
NY Nuclear yellow retrograd
PRI Primuline retrograd
PI Propidium iodide retrograd
PHA-L Phaseolus vulgaris leukoagglutinin anterograd
PHA-P Phaseolus vulgaris leukoagglutinin P-Form anterograd
PHA-E Phaseolus vulgaris leukoagglutinin E-Form anterograd
PRO [*H]Prolin = tritiated prolin anterograd
PROLEU [*H]Prolin and [*H]Leucin mixture anterograd
[3H]Pro,Leu,Lys,Hist,Tyro 3H-cocktail anterograd
Rhodamine-labeled latex beads (Luma-Fluor),
RB Rhodamine-labled fluorescent latex microspheres retrograd
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ReB
RCM
RDA
RFL
RHO-D
RHO-L
SEL
SITS
SOSE

TB
TMR-DA
TRITC
VASO
WGA-HRP

WGA-Au-HRP

RetroBeads

Rhodamine-coated microspheres

Rhodamine-dextran-amine, Rhodamine-conjugate dextran
Radiofrequency lesion

D"(tetramethylrhodamine-dextran)

Rhodamine latex sphere, Rhodamine latex microspheres (Lumafluor)

Selenium tracing

4-acetamido-4-isothiocyanostilbene-2,2'-disulfonic acid
Sodium selenium (Na,SeOs;)

True Blue

Tetramethylrhodamine dextran amine

Tetramethylrhodamine isothiocyanate conjugated microspheres
Vasopressin efferents of SCh and Pa

Wheat germ agglutin horseradish peroxidase

Wheat germ agglutin conjugated to horseradish peroxidase coupled with gold
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retrograd
retrograd

anterograd/retrograd

anterograd
anterograd
retrograd
retrograd
retrograd
retrograd
retrograd
retrograd
retrograd
anterograd
retrograd

retrograd



Tabelle 7: Typische Wichtungs-Begriffe (Verbindungsgewichte) in Tract-tracing Publikationen und deren semiquantitative Kodierung. BG: Background.
0 0,5 1 2 3 4
absence of terminal labeling few faintly labeled a few labeled an accumulation of a significant number of a very large number of
absent few, if any, labeled cells a number of an appreciable number clearly visible at lower power magnification dense collection of
almost free of label extremely lightly a small path of labeling certain number clumps of labeled fibers extremely intense
clearly tend to avoid just greater BG conspicuous fair projection considerable number of heavy localised clumps of innervation
completely free of labeled cells minimal did not projects strongly labelled cells are prominent crowed with terminal-like labeling numerous intensely labelled
devoid of labeled fibers much lighter diffuse projections mid level dense fields of very dense
devoid of reaction product ocassionally diffusely distributed moderate dense labeling strikingly dense

largely devoid of fibers

largely free of innervation

negliable

negligible quantity of labeled cells

neither injection site produced sign. labeling
nil

no labeling

remains void of labelled fibers

totally unlabelled

unlabeled

occasional labbeled
only sparsely

rare

receive very little label
relative free of label
scant

scanty innervated
some disperse fibers
very light

very lightly

very little fiber labelling
very minor labeling
very modest

very rarely

very sparse

very scarce

moderately dense

moderately heavy

moderate proportion of labeled
relative significantly

several labeled

their numbers are more modest

discrete collection of
discrete population of labeled cells
disperse fibers

distinct groups of neurons
few

few scattered

gave rise to less labeling
label was seen in patches
label was reliably found
light density of

light projection

lightly labeled

limited number of

low

minor projection

modest projection

occasional labbeled

only a minor portion

paucity of stained elements
relatively few

scant

scarse

scattered

significant contralateral label
slightly more pronounced
smal sliver show terminal labeling
small number of

small population of lightly neurons
some

some disperse labeling

some labeled

sometimes

sparse

weak

weak axonal label
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especially prominent

extensive labeling

fibers are very concentrated

fibers heavily fill

filled with densely labeled cells
heaviest terminal labeling

heavy labeled

high density

high concentration of terminals
high proportion of labeled neurons
important contingent

impressive number of

intense terminal label

labeled fibrs were concentrated
labelling was strong

large numbers of

large proportion of labeled neurons
many intensively labeled

massive input

most numerous

most richly supplied area

much greater density

numerous labeled

produced pronounced labeling
produce substantial numbers of
profuse axonal labeling
prominent accumulation of
prominent aggregation

prominent axonal labeling
prominent group of labeled cells
prominent terminal field
prominent terminal-like

relative high density of

relative numerous

relative prominent collection of labeled cells
relative prominent labeling

rich source, richly supplies efferents
significant portion

sizable numbers of neurons

strong bundle of, strong labeling was
substantial number of



Tabelle 8: Lokale Netzwerkparameter des bilateralen VI T-Konnektoms. Es wurden die 60 Regionen mit den groften mittleren Rédngen wiedergegeben. Die Sortierung der Rénge
erfolgte nach dem AvgRank Paramerter (mittlerer Rang).
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Peribrachial region PBR R 13 2 12043 39 21 18 0462 529,14 0,04 0,09 26,78 094 034 0,18 037 026 0,01 034 38823 0,06 028 40845 0,22 2,59 0,32 2,95 3,53 047 0,12
Peribrachial region PBR L 13 2 121,82 39 21 18 0,462 529,139 0,04 0,09 26,78 094 034 0,18 037 026 0,01 0,34 38,823 0,06 028 40845 0,22 2,51 0,28 2,95 3,53 047 0,12
Lateral prefrontal cortex IPFC R 13 5 12618 42 11 31 0,738 139632 0,06 008 1903 0,73 044 024 031 033 002 0,12 56892 007 025 46517 0,05 3,03 026 2,72 3,98 005 022
Oral cavity OrgOC R 4 3 127,06 21 5 16 0,762 899,559 0,07 0,09 1344 1,17 043 022 031 029 002 03 49386 0,15 025 53098 -3,79 1,27 0,09 2,75 3,76 0,03 0,08
Lateral prefrontal cortex IPFC L 13 5 127,16 42 11 31 0,738 1396,31 0,06 0,08 19,03 0,73 044 024 031 033 0,02 0,12 56,892 0,07 025 46517 0,05 2,93 022 2,72 3,98 0,05 022
Nucleus of the solitary tract Sol R 12 7 12747 55 43 12 0218 157527 0,06 006 3348 081 036 015 041 03 005 1 182533 007 0,23 366282 -3,69 3,03 0,54 3,06 3,82 098 0,08
Oral cavity OrgOC L 4 312775 21 5 16 0,762 899,559 0,07 0,09 13,44 1,17 043 022 031 029 0,02 03 4938 0,15 025 53098 -3,79 1,15 0,09 2,75 3,76 0,03 0,08
Nucleus of the solitary tract Sol L 12 7 128,12 55 43 12 0,218 157527 0,06 0,06 33,48 081 036 0,15 041 0,3 0,05 1 182,533 0,07 0,23 366282 -3,69 2,93 0,51 3,06 3,82 0,98 0,08
Zona incerta 71 L 11 5 1302 36 15 21 0,583 879,607 0,03 008 2668 09 028 015 031 03 001 008 40473 0,06 033 35038 -0,46 2,1 034 2,72 3,81 034 0,09
Caudal bulbar reticular formation CBRF R 13 3 130,69 36 31 5 0,139 523,942 0,08 0,07 43,12 0,72 0,07 0,1 035 028 002 0,66 68614 0,04 0,14 40362 -0,27 1,05 0,69 2,89 3,71 1 0,04
Caudal bulbar reticular formation CBRF L 13 3 131,18 36 31 5 0,139 523941 0,08 0,07 43,12 0,72 0,07 0,1 035 028 0,02 066 68614 0,04 0,14 40362 -0,27 1,05 0,65 2,89 3,71 1 0,04
Zona incerta 71 R 11 5 13126 36 15 21 0,583 879,609 0,03 008 2668 09 028 015 031 03 001 008 40473 006 033 35038 -0,46 237 03 2,72 3,81 034 0,09
Trigeminal nucleus 5 R 13 2 132,8 22 13 9 0409 731431 008 0,15 296 0089 0,03 0,17 031 028 001 0,17 31,187 0,05 03 2688 0,31 1,05 0,31 2,73 3,66 0,25 0,1
Trigeminal nucleus 5 L 13 2 1331 22 13 9 0409 731,431 0,08 0,15 29,6 0,89 003 0,17 031 028 0,01 0,17 31,187 0,05 03 2688 0,31 0,94 031 2,73 3,66 025 0,1
Subthalamic nucleus STh R 9 313324 22 8 14 0,636 786,101 0,07 015 2411 0,67 009 018 027 029 0 005 29,643 005 032 13862 023 149 0 2,55 378 0,1 0,07
Lateral orbital cortex LO R 13 3 13351 35 4 31 0886 122523 0,08 0,1 1822 0,73 039 028 026 03 001 005 39,757 0,07 0,12 14915 0,21 2,81 0,06 2,51 3,8 0,02 0,16
Subthalamic nucleus STh L 9 313377 22 8 14 0,636 786,099 0,07 0,15 24,11 067 0,09 0,18 027 0,29 0 0,05 29,643 0,05 032 13862 0,23 1,36 0 2,55 3,78 0,1 0,07
Lateral orbital cortex LO L 13 3 133,96 35 4 31 0886 122523 008 0,1 1822 073 039 028 026 03 001 005 39757 007 0,12 14915 021 272 0 2,51 38 002 0,16
Mediodorsal thalamic nucleus MD R 11 513582 45 19 26 0,578 1310,82 0,06 0,09 20,25 0,71 044 027 029 032 0,02 0,07 65772 0,06 031 54528 -0,41 3,36 0,24 2,66 3,93 0,16 021
Paraventricular hy pothalamic nucleus Pa R 13 2 136,71 57 41 16 0,281 506,285 0,05 0,04 1849 0,71 0,55 021 036 029 002 0,71 37,709 0,02 0,22 78638 0,33 1,49 0,64 2,92 3,74 035 0,13
Mediodorsal thalamic nucleus MD L 11 513673 45 19 26 0,578 1310,82 0,06 009 2025 0,71 044 027 029 032 002 007 65772 0,06 031 54528 -0,41 335 0,17 2,66 3,93 0,16 021
Paraventricular hy pothalamic nucleus Pa L 13 2 137,18 57 41 16 0,281 506,285 0,05 0,04 1849 0,71 0,55 021 036 029 0,02 0,71 37,709 0,02 0,22 78638 0,33 1,47 0,62 2,92 3,74 035 0,13
Lateral hy pothalamic area LH R 11 1 137,22 41 25 16 0,39 526,073 0,03 0,08 28,08 083 03 0,17 034 028 0,01 0,18 24321 003 026 53207 04 2,48 0,41 2,85 3,66 049 0,09
Accumbens nucleus Ac L 11 113786 40 8 32 08 138885 006 0,1 2572 06 028 022 027 035 001 005 24878 005 0,17 40611 -0,43 22 038 2,56 411 0,1 031
Lateral hy pothalamic area LH L 11 1 138,04 41 25 16 039 526,072 0,03 0,08 28,08 0.8 03 0,17 034 028 001 0,18 24321 0,03 026 53207 04 241 038 2,85 3,66 049 0,09
Extra spinal segmental structures4 ExSL4 R 11 13 13933 69 15 54 0,783 7085,07 0,06 0,01 13,55 091 0,7 0,14 022 033 0 0,25 248,083 0,09 0,26 94379 -0,61 432 0,44 221 4,01 0,01 0,7
Primary somatosensory cortex st R 13 213955 21 7 14 0667 448404 006 017 21,53 063 009 023 027 028 0 005 14321 002 028 8864 -0,51 127 0,09 2,52 3,66 0,07 007
Extra spinal segmental structures3 ExSL3 R 11 13 139,67 69 15 54 0,783 7085,07 0,06 0,01 13,55 091 0,7 0,14 022 033 0,01 0,25 248,083 0,09 0,26 94433 -1,43 432 044 2,21 4,01 0,01 0,7
Extra spinal segmental structures5 ExSL5 L 11 15 139,73 71 17 54 0,761 7085,07 0,06 0,01 13,55 091 0,71 0,14 022 033 0,01 0,29 288,179 0,09 029 122004 -0,78 4,48 0,13 2,21 4,01 0,02 0,7
Central amy gdaloid nucleus Ce R 12 113988 29 9 20 069 504,13 004 0,1 2596 096 024 017 03 026 0 0,12 19359 0,04 024 8998 0,07 193 0,19 2,68 3,53 024 0,14
Primary somatosensory cortex S1 L 13 213998 21 7 14 0,667 448,403 0,06 0,17 21,53 0,63 0,09 023 027 028 0 0,05 14321 0,02 0,28 8864 -0,51 1,15 0,09 2,52 3,66 0,07 0,07
Stomach OrgsStom¢ L 5 5 140,18 66 7 59 0,894 9303,07 0,06 0,01 13 095 0,7 016 031 032 003 0,2 168519 0,15 0,11 376091 -0,78 3,29 0,37 2,72 3,97 0,05 0,6
Central amy gdaloid nucleus Ce L 12 114024 29 9 20 0,69 50413 004 0,1 2596 096 024 0,17 03 026 0 012 19359 004 024 8998 007 1,78 0,19 2,68 3,53 024 0,14
Extra spinal segmental structures6 ExSL6 R 11 12 140,29 69 15 54 0,783 7085,07 0,06 0,01 14,11 091 0,69 0,14 02 033 0,01 022 228,036 0,09 025 82215 -0,52 4,42 0,43 2,03 4,01 0,01 0,7
Substantia nigra A9 SN L 11 3 140,61 28 14 14 0,5 662,396 0,05 0,12 286 09 0,17 0,18 0,28 0,28 0,01 0,06 39267 0,07 032 22278 -1,86 1,68 0,19 2,61 3,7 0,32 0,03
Extra spinal segmental structuress ExSL5 R 11 15 14122 71 17 54 0,761 7085,07 0,06 001 13,55 091 071 014 022 033 001 029 288179 0,09 0,29 122004 -0,78 0,68 046 221 401 0,02 07
Substantia nigra A9 SN R 11 3 141,22 28 14 14 05 662,397 005 0,12 286 09 0,17 0,18 028 028 001 0,06 39267 0,07 032 22278 -1,86 1,82 02 2,61 3,7 032 0,03
Stomach OrgsStom! R 5 5 141,47 66 7 59 0,894 9303,07 0,06 0,01 13 095 0,7 016 031 032 003 0,2 168519 0,15 0,11 376091 -0,78 3,22 0,58 2,72 3,97 0,05 0,6
Dorsal cell column DCeCo L 13 1 14473 19 7 12 0,632 17381 005 0,12 30,67 071 -0,06 0,11 029 03 0 009 16681 0,04 027 19331 016 031 0,56 2,64 3,84 0,19 0,11
Dorsal cell column DCeCo R 13 1 14504 19 7 12 0,632 1738,1 0,05 0,12 30,67 0,71 -0,06 0,11 029 03 0 0,09 16,681 0,04 027 19331 0,16 05 0,5 2,64 3,84 0,19 0,11
Medial prefrontal cortex mPFC R 13 2 14508 48 7 41 0854 10959 0,04 007 162 0,79 055 035 027 031 001 0,05 38435 0,08 0,14 20820 -0,11 3,8 0,19 2,55 39 0,07 0,19
Extra spinal segmental structuresd ExSL4 L 11 13 14565 69 15 54 0,783 708507 0,06 001 13,55 091 07 014 022 033 0 025 248083 009 026 94379 -0,61 432 0,14 221 401 001 07
Medial prefrontal cortex mPFC L 13 2 1459 48 7 41 0,854 10959 0,04 0,07 162 0,79 0,55 035 0,27 031 001 005 38435 0,08 0,14 20820 -0,11 3,67 0,16 2,55 3,9 0,07 0,19
Extra spinal segmental structures3 ExSL3 L 11 13 14596 69 15 54 0,783 7085,07 0,06 0,01 13,55 091 0,7 0,14 022 033 0,01 0,25 248,083 0,09 0,26 94433 -1,43 4,32 0,14 2,21 4,01 0,01 0,7
Extra spinal segmental structures6 ExSL6 L 11 12 14657 69 15 54 0,783 708507 0,06 001 14,11 091 069 014 02 033 001 022 228036 009 025 82215 -0,52 424 0,16 2,03 401 001 07
Accumbens nucleus Ac R 11 1 15147 40 8 32 0,8 138886 0,06 0,1 2572 06 028 022 027 035 001 005 24878 0,05 0,17 40611 -043 0,11 0,38 2,56 4,11 0,1 0,31
Basolateral amy gdaloid nucleus BL R 13 1 151,57 15 11 4 0267 365139 0,09 02 3929 0,69 -03 01 03 025 0 0,08 18,798 0,02 0,24 5747 0,4 0,28 043 2,71 345 028 0,02
Adrenaline cell group ADC R 10 115228 17 15 2 0118 19563 006 013 2413 08 -0,01 0,17 033 023 0 048 16639 001 0,12 20388 001 0,06 0,62 2,83 325 0,12 004
Reticular thalamic nucleus Rt R 10 2 153,28 41 7 34 0,829 1067,95 0,04 0,09 1836 0,61 043 031 024 03 0 0,03 36,527 0,06 0,16 16548 023 3,03 0,23 2,37 3,8 0,07 02
Reticular thalamic nucleus Rt L 10 2 15433 41 7 34 0829 1067,95 0,04 0,09 1836 0,61 043 031 024 03 0 0,03 36,527 0,06 0,16 16548 023 2,93 0,18 2,37 3,8 0,07 02
Adrenaline cell group ADC L 10 1 155 17 15 2 0,118 195,63 0,06 0,13 24,13 08 -0,01 0,17 033 0,23 0 048 16,639 0,01 0,12 20388 0,01 0 0,58 2,83 3,25 0,12 0,04
Paraventricular thalamic nucleus PV R 11 0 15502 25 18 7 028 208,199 006 0,11 27,04 092 0,13 0,15 027 022 0 0,07 6,126 0,01 0,21 32614 -0,59 1,16 041 2,57 3,17 0,28 0,07
Lateral globus pallidus LGP R 12 2 1552 18 13 5 0,278 281,222 0,07 0,15 26,19 0,52 -0,09 0,14 031 025 001 0,1 20409 0,01 026 25976 -0,28 0,61 0,35 2,72 3,44 0,1 0,03
Lateral globus pallidus LGP L 12 215569 18 13 5 0278 281,222 007 0,15 2619 052 -0,09 0,14 031 025 001 0,1 20409 001 026 25976 -028 0,52 035 2,72 3,44 0,1 0,03
Diagonal band of Broca DBB R 10 2 1559 13 9 4 0308 205912 0,09 028 2809 0,51 -0,27 0,16 027 023 0 0,05 12,086 0,02 031 2015 0,33 0,5 0 2,56 3,28 0,1 0,02
Basolateral amy gdaloid nucleus BL L 13 115633 15 11 4 0267 365139 009 02 3929 069 -03 01 03 025 0 0,08 18,798 0,02 0,24 5747 0,4 042 023 2,71 345 028 0,02
Diagonal band of Broca DBB L 10 215655 13 9 4 0308 205911 0,09 028 2809 051 -027 016 027 023 0 005 1208 002 031 2015 033 042 0 2,56 328 0,1 0,02
Thoracal segment 6 T6 R 10 4 1582 21 10 11 0,524 396885 0,06 0,06 47,65 039 -034 0,05 027 0,29 0 0,18 88,091 0,04 039 56355 0,15 02 0,56 2,57 3,75 0,39 0,09
Paraventricular thalamic nucleus PV L 11 0 15855 25 18 7 0,28 208,199 0,06 0,11 27,04 092 0,13 0,15 027 0,22 0 0,07 6,126 0,01 0,21 32614 -0,59 1,26 0,29 2,57 3,17 0,28 0,07
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Tabelle 9: Haufigkeiten von Regionen des VI T-Netzwerkes, die an der Bildung von Motiven beteiligt
sind. Mit rot hervorgehoben wurde das relativ seltene zirkulére Motiv 3-07.

Langname Kurzname Rang 3-01 3-02 3-03 3-04 3-05 3-06 3-07 3-08 3-09 3-10 3-11 3-12 3-13
Nucleus of the solitary tract Sol 14846 596 308 731 277 50 233 1 36 14 10 10 14 1
Nucleus of the solitary tract Sol 14,846 596 308 731 277 50 233 1 3 14 10 10 14 1
Mediodorsal thalamic nucleus MD 26,846 229 352 329 84 60 128 7 13 5 16 22 70
Mediodorsal thalamic nucleus MD 26,846 229 352 329 84 60 128 7 13 5 16 22 70
Flocculonodular lobe CEREFL 27,308 248 175 4027 27 148 438 0 4 6 8 129 0 4
Flocculonodular lobe CEREFL 27,308 248 175 4027 27 148 438 0 4 6 8 129 0 4
Stomach OrgsStomS 30,769 285 213 1408 130 30 282 0 1 15 3 9 6 0
Stomach OrgsStomS 30,769 285 213 1408 130 30 282 0 115 3 9 6 0
Zona incerta Z1 33,308 153 219 436 64 36 125 1 5 13 8 15 4 0
Zona incerta Z1 33308 153 219 436 64 36 125 1 5 13 8 15 4 0
Caudal bulbar reticular formation CBRF 33,923 363 112 88 8 27 158 0 18 8 11 3 4 1
Caudal bulbar reticular formation CBRF 33,923 363 112 858 80 27 158 0 18 8 11 3 4 1
Peribrachial region PBR 35308 200 392 558 54 66 43 4 13 1 4 16 6 0
Peribrachial region PBR 35308 200 392 558 54 66 43 4 13 1 4 16 6 0
Lateral prefrontal cortex IPFC 35,615 189 277 309 94 57 126 O 4 15 11 16 5 0
Lateral prefrontal cortex IPFC 35615 189 277 309 94 57 126 0 4 15 11 16 5 0
Caudal part of cerebellum CERCca 35,923 227 248 1172 20 51 178 0 2 6 4 49 0 1
Caudal part of cerebellum CERCca 35,923 227 248 1172 20 51 178 0 2 6 4 49 0 1
Medial prefrontal cortex mPFC 37,154 166 246 719 24 118 118 2 4 2 7 7 2 0
Medial prefrontal cortex mPFC 37,154 166 246 719 24 118 118 2 4 2 7 7 2 0
Accumbens nucleus Ac 38,538 354 302 517 28 106 46 1 11 1 s 7 3 0
Accumbens nucleus Ac 38,538 354 302 517 28 106 46 111 1 5 7 3 0
Reticular thalamic nucleus Rt 39,154 203 215 511 30 8 53 2 8 1 5 14 5 0
Reticular thalamic nucleus Rt 39,154 203 215 511 30 8 53 2 8 1 5 14 5 0
Extra spinal segmental structures5 ExSL5 39462 372 158 725 88 20 596 0 2 144 0 6 0 0
Extra spinal segmental structures5 ExSL5 39462 372 158 725 88 20 596 0 2 14 0 6 0 0
Lateral hypothalamic area LH 40,231 361 420 586 25 103 56 1 4 2 6 7 0 0
Lateral hypothalamic area LH 40231 361 420 58 25 103 56 1 4 2 6 71 0 0
Paraventricular hypothalamic nucleus Pa 41,154 840 739 313 8 77 55 0 36 4 2 5 4 0
Paraventricular hypothalamic nucleus ~ Pa 41,154 840 739 313 83 77 55 0 36 4 2 5 4 0
Extra spinal segmental structures4 ExSL4 41308 387 174 80 71 24 53 0 2 115 0 2 0 0
Extra spinal segmental structures4 ExSL4 41,308 387 174 800 71 24 53 0 2 115 0 2 0 0
Extra spinal segmental structures3 ExSL3 41462 383 174 800 79 24 53 0 2 111 0 2 0 0
Extra spinal segmental structures3 ExSL3 41462 383 174 800 79 24 53 0 2 111 0 2 0 0
Lateral orbital cortex LO 43308 134 147 314 43 6 92 3 4 6 10 11 3 0
Lateral orbital cortex LO 43308 134 147 314 43 62 92 3 4 6 10 11 3 0
Extra spinal segmental structures6 ExSL6 47,154 38 215 873 79 34 55 0 2 100 0 0 0 0
Extra spinal segmental structures6 ExSL6 47,154 386 215 873 79 34 505 0 2 100 0 0 0 0
Cerebellar lobule 10 CERL10 49 175 226 462 19 34 18 0 0 6 4 28 0 1
Cerebellar lobule 10 CERLI10 49 175 226 462 19 34 18 0 0 6 4 28 0 1
Substantia nigra A9 SN 49,154 75 163 419 38 40 61 3 2 5 9 8 2 0
Substantia nigra A9 SN 49,154 75 163 419 38 40 61 3 2 5 9 8 2 0
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Abbildung 55: Vergleichende Darstellung lokaler Parameter. a) Ubersicht des Input-Output Balken-Diagramms
mit Markierung des vergrof3erten Bereiches in b). Die magenta bis rosa Farbwerte markieren einen gréBeren Input
Parameter. Die blauen Farbtone einen ausgeglichenen Input- und Output-Parameter und die griinen bis tiirkisen
Farbtone eine groBeren Output-Parameter. ¢) Ubersicht iiber die Gebietsvergleichende Darstellung lokaler
Parameter mittels Balken. d) Zeigt den vergroBerten Ausschnitt aus c). Die Grauwerte kodieren die Groen der
Parameter.
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8 Thesen

1. Samtliche 7052 begutachtete Publikationen, in denen Verbindungen des Nervensystems
der Laborratte beschrieben werden, bilden ein gerichtetes und gewichtetes bilaterales
Konnektom. Verbindungen aus 363 viralen Tract-tracing Studien wurden mit dieser
Arbeit den nicht viralen Tract-tracing Daten hinzugefiigt, so dass nunmehr 7415
Publikationen die Datengrundlage des Laborratten-Konnektoms bilden.

2. In den meisten Arbeiten wurden Pseudorabies Viren gefolgt von Adenoviren und
Herpes Viren fiir das neuronale Tract-tracing eingesetzt.

3. Aus der hierarchischen Organisation der Regionen wurde eine spezifische Filterung von
Gebieten vorgenommen, so dass besonders zahlreiche virale Tract-tracing
Verbindungen in dieser Regionenfilterung sichtbar werden. Dieses Konnektom besteht
aus 716 Regionen, die links- und rechtsseitig im zentralen und peripheren Nervensystem
liegen.

4. Werden nur Verbindungen in diesem 716-Knoten Netzwerk gefiltert, die durch virales
Tract-tracing beobachtet wurden, so liegen 3323 Verbindungen im VTT-Konnektom
VOr.

5. Die Gesamtzahl der Verbindungen, die mittels viralen Tract-tracing im Konnektom der
Laborrate vorhanden sind, betragt 3773.

6. Poly- bzw. multisynaptische sowie kolaterale Verbindungen des viralen Tract-tracing
sind ebenfalls im Konnektom integriert. Diese besonderen Verbindungsmodi wurden
erstmals in ein umfangreicheres Konnektom eingebaut.

7. Typisch fiir das virale Tract-tracing Konnektom sind zahlreiche efferente und afferente
Verbindungen des peripheren Nervensystems sowie umfangreiche propriospinale
Verbindungen. Diese kommen besonders gut in der connectivity matching Matrix auf
der Hauptdiagonalen zur Darstellung.

8. In der Motiv-Analyse des VTT-Konnektoms fillt auf, dass das zirkuldre 3-07 Motiv
signifikant haufiger vorkommt, was eine interessante Ausnahme im Vergleich mit
anderen Konnektomstudien darstellt (Amygdala Konnektom, Basalganglien
Konnektom). In anderen Konnektomen fand sich dieses Motiv entweder signifikant
seltener oder genauso hédufig wie in randomisierten Netzwerken.

9. Das virale Tract-tracing Konnektom (VTT) enthilt nur Verbindungen, die mittels
viralen Tract-tracing gefunden wurden und es wird abgegrenzt vom kompletten
Konnektom (cVTT), welches zusétzlich simtliche nicht viralen Verbindungen der

gleichen Gebiete sowie dem Konnektom welches nur nicht virale Verbindungen
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10.

11.

12.

13.

(nVTT) enthidlt. Das VTT-Konnektom ldsst durch einen relativ groBen Small-
Worldness Parameter von iiber 21 als Kleines-Welt Netzwerk einstufen. Zudem hat es
mit 204 reziproken Verbindungen deutlich mehr Reziprozitét als in 1000 Iterationen des
Erdos Rényi Zufallsnetzwerkes (10,08 Reziprozitéten).

Die differentielle Konnektomanalyse des nVTT- und cVTT-Konnektoms ergibt, dass
die viralen Tract-tracing Verbindungen eine wichtige Ergénzung des nicht viralen
Tract-tracing Konnektoms darstellen. So steigt die Modularitdt des Konnektoms, wenn
das nVTT-Netzwerk virale Tract-tracing Verbindungen zusétzlich erhilt (cVTT).

Die Rangberechnung der differentiellen lokalen Netzwerkparameter Analyse ergab,
dass die Zona incerta den ersten Rang einnimmt, gefolgt von der Lateral hypothalamic
area und dem Central amygdaloid nucleus.

Die Rich-Club Analyse ergab, dass sich ab einer Kantenanzahl von ca. 240 die Kurven
der cVTT- und nVTT-Kantenverteilungen deutlich von den Kurven der randomisierten
Netzwerke absetzen, so dass Regionen mit mehr als 240 Verbindungen zur Rich-Club
Menge gehoren. Diese besteht sowohl in nVTT, als auch ¢VTT aus den gleichen 56
Gebieten.

Die vergleichende Modularititsanalyse der nVTT- und c¢cVTT-Konnektome ergab
deutliche Unterschiede in der Anzahl der Regionen der Module. AuBlerdem sieht man
in der Regionen-Zusammensetzung der Module Ahnlichkeiten, so dass von einer

konnektionalen modularen Konsistenz gesprochen werden darf.
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