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1. Einleitung

1.1 Lernen und Belohnung

Das Lernen ist ein essenzieller, lebenslang stattfindender Prozess, der evolutiv gesehen
elementar fir die Entwicklung des Menschen ist. Das Erlernen von Fertigkeiten, die
Erinnerung an bestimmte Orte oder an Ereignisse in der eigenen Biografie und damit
das Sammeln von Erfahrungen sind fir ein Individuum tberlebenswichtig. Auf der Basis
der Dauer der Informationsspeicherung wird zwischen Kurz- und Langzeitgedéachtnis
unterschieden. Das Kurzzeitgedachtnis speichert wenige Informationen, u. a. in Form
von Wortern, Zahlen oder Tonen (z. B. Telefonnummern) fir nur einige Sekunden im
Frontallappen (Atkinson und Shiffrin, 1971; Baddeley, 2012; Jonides et al., 2008).
Dagegen kann im Langzeitgedachtnis Wissen dauerhaft gespeichert werden. Dabei
lassen sich mit dem prozeduralen und deklarativen Gedachtnis zwei
Langzeitgedachtnis-Systeme unterscheiden. Das prozedurale Gedachtnis — auch
Verhaltens- bzw. implizites Gedachtnis — funktioniert oft unbewusst und ist fur das
Erlernen von Fertigkeiten und Gewohnheiten zustandig (z. B. Klavierspielen). Weiterhin
umfasst es Lernmechanismen wie Habituation, Sensibilisierung sowie die klassische
und operante Konditionierung (Birbaumer und Schmidt, 2010). Abhéngig von der
Aufgabe sind unterschiedliche Gehirnregionen beteiligt, u. a. das Cerebellum, der
Hippokampus und der Neokortex spielen hier eine wichtige Rolle (Loprinzi und Edwards,
2018). Fur die Thematik der vorliegenden Arbeit ist das explizite, deklarative Gedéachtnis
von Bedeutung. In diesem Teil des Gedachtnisses koénnen Menschen bewusst
Informationen Uber Gegenstande, Orte oder Personen abspeichern und auch wieder
bewusst aufrufen. In dem Teilbereich des semantischen Gedachtnisses werden einzelne
Fakten (z. B. Vokabeln) abgespeichert, im episodischen Gedachtnis beispielsweise
kontextabh&ngige autobiografische Ereignisse (Schacter und Wagner, 2013). Fir das
deklarative Gedachtnis sind Hippokampus und Neokortex (insbesondere Temporal- und
Frontalkortex) von besonderer Bedeutung. Das explizite Gedachtnis wird durch vier
unterschiedliche Prozesse vermittelt. Zuné&chst erfolgt das Verschlisseln (engl.
encoding) neuer Informationen. Diese Informationen missen langerfristig in einem

Speicher verbleiben (engl. storage). Damit neue, noch nicht komplett gefestigte
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Informationen auch stabil im Gedachtnis bleiben, mussen sie konsolidiert werden (engl.
consolidation). SchlieBlich konnen diese abgespeicherten Informationen aktiv

wiederaufgerufen werden (eng. retrieval).

Um ein Verhalten zu erlernen, als zielfihrend zu bewerten und entsprechend
abzuspeichern, braucht es einen Verstarker, z. B. eine Belohnung. Diese positive
Verstarkung erhoéht die Wahrscheinlichkeit diese Informationen in ahnlichen Situationen
(Assoziationen) wieder abzurufen. Die ersten Experimente zur Analyse des
Zusammenhangs zwischen Belohnung und Lernen waren der Pavlovsche Hund und die
Skinner-Box. In den Experimenten verstarkt die (potenzielle) Belohnung bestimmte
Verhaltensweisen in Saugetieren im Sinne der klassischen und operanten
Konditionierung (Pavlov, 1927). Positive Verstarker wie Belohnung sind fur die
Aufrechterhaltung grundlegender Uberlebenswichtiger Verhaltensweisen wie Essen,
Trinken und Fortpflanzung von elementarer Bedeutung (Aharon et al., 2001; Dickson et
al., 2011; Hurley et al., 2018). In der modernen Welt stellt Belohnung die Voraussetzung
fur den Konsum von Gitern und somit die Grundlage fir den Fortbestand des
Wirtschaftssystems dar (Erk et al., 2002; Weber et al., 2007). Positive Verstarker sind
jedoch auch fur pathologische Zustande wie die Entstehung und Aufrechterhaltung von
Suchterkrankungen von grofR3er Relevanz (Di Ciano und Everitt, 2004; Lu et al., 2003;
Sartor und Aston-Jones, 2012).

Die elementare Saule von Belohnung im zentralen Nervensystem (ZNS) bildet das
dopaminerge System, im Zusammenhang mit Lernen vornehmlich dopaminerge
Projektionsneuronen aus dem Area tegmentalis ventralis (VTA). Dopamin fordert viele
unterschiedliche Lernmechanismen des expliziten Gedachtnisses. Es ist an der
synaptischen Langzeitpotenzierung (engl. long term potentiation, LTP), den kognitiven
Reaktivierungsprozessen, der Darbietung bereits erlernter Ged&chtnisinhalte, dem
zielgerichtetem Handeln und kontextabhangigem Lernen, aber auch bei der
Suchtentstehung beteiligt (Barco et al., 2002; Laurier et al., 1994; Li et al.,, 2003;
McNamara et al., 2014; Schultz, 2010). Die Lernmechanismen werden sowohl tber
stimulatorische G-Protein gekoppelte Di- als auch inhibitorische G-Protein gekoppelte

D2-Rezeptorgruppen generiert (Laurier et al., 1994). Wolfram Schultz und seine
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Kollegen fanden heraus, dass Dopamin eine ganz besondere Aufgabe zukommt
(Schultz et al., 1997). Durch Untersuchungen an Affen stellten sie fest, dass es nicht nur
als Signal des Wohlbehagens, sondern ebenso als Vorhersagefehler-Signal dient, wobei
die Aktivitat dopaminerger Neuronen dann besonders stark war, wenn eine Diskrepanz
zwischen der erwarteten und tatsachlichen Belohnung bestand (Schultz, 1997; 2010).
Lernen bzw. Loschen von Informationen und Verhalten schreitet nach dem
Vorhersagefehler also dann wesentlich fort, wenn ein Uberraschungseffekt entsteht.
Damit lieferten Schultz und Kollegen das biologische Korrelat zum Rescorla-Wagner-
Modell. Diesem mathematischen Modell zufolge ist der Lernfortschritt (im Modell die
Assoziationsstarke des konditionierten Reizes) umso stérker, je mehr sich die maximal
mdogliche und die gegenwartige Assoziationsstarke voneinander unterscheidet (Rescorla
und Wagner, 1972). Eine Uberraschende Diskrepanz zwischen der erwarteten und der
erlebten Belohnung (sog. Vorhersagefehler) fuhrt dem Modell zufolge zu einer
signifikanten Verhaltensanpassung. Dieser Lernfortschritt wird Schultz (2016) zufolge
durch die Aktivitat dopaminerger Neuronen des VTA kodiert. Dopamin dient demzufolge
als Assoziationsverstarker zwischen Reiz und der eigentlichen Belohnung. Der
Vollstandigkeit halber ist zu erwahnen, dass neben dem dopaminergen System weitere
Dopamin-unabhangige Belohnungssysteme existieren (Giros et al., 1996).

Die vorliegende Arbeit thematisiert wichtige neuronale Strukturen, die das explizite
episodische Gedachtnis mit dem dopaminergen Belohnungssystem verknipfen:
Deszendierende hippokampale Fasern verbinden den Hippokampus Uber eine

Zwischenstation mit dopaminergen Neuronen des VTA.

Das VTA ist eine sehr heterogene Region mit nicht nur dopaminergen Neuronen (ca. 65
%), sondern auch Interneuronen mit dem Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA)
(ca. 33 %) und glutamatergen Neuronen. Das komplexe intrinsische Netzwerk projiziert
in viele unterschiedliche Regionen. Dabei hangen die Ausgange der dopaminergen
VTA-Neuronen malfigeblich von deren Eingédngen ab (Beier et al., 2015). Bedeutende
Strukturen sind der Nucleus accumbens, der Motorkortex, das Striatum, das Pallidum,
der entorhinale Kortex und der Hippokampus. Inputregionen sind mannigfaltig und

betreffen u. a. auch den medialen prefrontalen Kortex, die Amygdala und den
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Hypothalamus, wobei sich die Halfte des Inputs der dopaminergen VTA-Neuronen in
unmittelbarer anatomischer Nahe befindet (Beier, 2022; Mininni et al., 2018; Yetnikoff et
al., 2014).

Innerhalb der Verbindung zwischen Hippokampus und VTA befindet sich das bisher
kaum erforschte dorsale laterale Septum (dLS). Das dLS ist Ziel der meisten
extrahippokampalen Projektionen der Pyramidenneuronen des dorsalen Cornu ammonis
3 (dCA3) und sendet viele Fasern zum VTA (Yetnikoff et al., 2014). Es wird vermutet,
dass dieses Netzwerk eine Rolle bei der kontextabhangigen Steuerung zielgerichteten
Verhaltens durch raumliche Stimuli einnimmt (Luo et al., 2011; McNamara et al., 2014).
Luo et al. (2011) postulierten anhand von elektrophysiologischen, morphologischen und
Verhaltensstudien, dass glutamaterge hippokampale Fasern inhibitorische
Projektionsneuronen des dLS stimulieren, welche wiederum durch die Hemmung
GABAerger Interneuronen dopaminerge Neuronen im VTA disinhibieren und damit zur
indirekten Aktivierung dopaminerger Neuronen fihren (Luo et al., 2011; Risold und
Swanson, 1997b; Vega-Quiroga et al., 2017) (Abb. 2). Es ist bislang noch unbekannt,
welche Funktion das dLS innerhalb dieses Netzwerks einnimmt und in welcher Weise
die hippokampalen CA3-Eingénge im dLS verarbeitet werden.

1.2  Hippokampus

Der Hippokampus ist von zentraler Bedeutung fur die Bildung und das Abrufen von
Gedachtnisinhalten sowie die raumliche Orientierung. Die Funktion dieser Struktur
wurde durch die Geschichte des Patienten Henry Gustav Molaison (1926—-2008), kurz
auch H.-M.-Patient genannt, deutlich. Der Patient litt Gber mehrere Jahre an einer
Temporallappen-Epilepsie. Der Chirurg William Scoville entfernte daraufhin beide
Hippokampi, was zwar zu einer deutlichen Besserung seiner Epilepsie, aber auch zu
einer anterograden Amnesie fuhrte. Daneben kam es zu einer partiellen retrograden
Einschrankung 3 bis 4 Tage postoperativ. Das prozedurale Gedéachtnis war von dem
Eingriff nicht betroffen, wahrend der Patient die Fahigkeit zur Neubildung von
deklarativen Gedachtnisinhalten verlor. Der Patient konnte fir den Rest seines Lebens

keine neuen episodischen Informationen in seinem Langzeitgedachtnis abspeichern
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(Scoville und Milner, 1957). In den 1970er-Jahren ruckte der Hippokampus durch die
Entdeckung der ,Place-Cells’ in Nagetieren durch O’Keefe und Dostrovsky (1971)
vermehrt in den Fokus der Wissenschaft. Diese hippokampalen Neuronen sind
besonders aktiv, wenn sich das Tier an einer bestimmten Stelle in seiner Umgebung
befindet und kodieren somit die Position des Tieres. Basierend auf den ,Place-Cells’
entwickelten O’Keefe und Nadel (1978) ihre Theorie vom Hippokampus als kognitive
Landkarte im Sinne eines semantischen Netzwerkes. In den Folgejahren wurde diese
Hypothese durch weitere intensive Forschung am Hippokampus und die Entdeckung
sogenannter ,Head-direction-Cells’ (Taube, 1995), ,Grid-Cells’ (Hafting et al., 2005) und
,Border-Cells’ (Barry et al., 2006) erweitert. Diese Ortsinformationen sind wichtig fur
autobiographische Erinnerungen, da sie als Kontext assoziativ mit anderen
Informationen verknlipft und damit essenzieller Bestandteil des episodischen

Gedachtnisses werden.

Als Teil des limbischen Systems befindet sich der Hippokampus im Temporallappen. Er
besteht aus dem Hippokampus im engeren Sinne (Hippokampus proper oder Cornu
ammonis), der bei Nagetieren in drei Unterregionen CA1-CA3 (CA fur Cornu ammonis)
eingeteilt wird sowie dem Gyrus dentatus (GD). Zur hippokampalen Formation gehéren
ebenso im weiteren Sinne das Subikulum, Presubikulum, Parasubikulum und der
entorhinale Kortex (Amaral, 1993; Amaral und Lavenex, 2007; Stanfield und Cowan,
1979). Auffallig am neuronalen Netzwerk im Hippokampus ist der weitgehend gerichtete
Informationsfluss der exzitatorischen Signale. Diese durchlaufen im Wesentlichen drei
synaptische Ubergénge, ehe sie den Hippokampus wieder in Richtung des entorhinalen

Kortex verlassen.

Eine besondere Stellung im Hippokampus nimmt die CA3-Unterregion ein, deren
Pyramidenzellen durch rekurrente Fasern mit benachbarten CA3-Neuronen, durch
Schaffer-Kollateralen mit CA1-Neuronen sowie via Kommisuralfasern mit dem
kontralateralen Hippokampus verbunden sind (Swanson et al., 1978). Durch diese
ausgedehnten axonalen Verzweigungen zeigen CA3-Neuronen eine deutlich dichtere

und stérkere intraregionale Konnektivitdt als Neuronen in anderen hippokampalen
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Regionen auf. Die Verastelung der Axone einer einzelnen CA3-Pyramidenzelle deckt
2/3 des Volumens des Hippokampus ab (Lorente de N6, 1934).

Aufgrund dieser besonderen anatomischen Gegebenheit mit vielen rekurrenten
synaptischen Verbindungen zwischen den Pyramidenzellen, bildet die CA3-Region ein
autoassoziatives Netzwerk das neue Informationseingéange anhand &hnlicher Strukturen
in bereits abgespeicherten Informationen erkennt, zuordnet und aufruft (Buzsaki, 2006;
Knierim und Zhang, 2012). Ein autoassoziatives Netzwerk ist fir das Lernen neuer
Informationen und das Erkennen eines bekannten Kontexts sowie die Integration dieser
in bestehende Gedé&chtnisinhalte von Bedeutung und damit fundamental fur das
episodische Gedachtnis. Die Besonderheit des episodischen Gedéachtnisses ist hierbei,
dass es viele unterschiedliche Elemente miteinander verknipfen und chronologisch
ordnen muss (Duncan et al, 2011; Hasselmo und Schnell, 1994, Hasselmo et al., 1995;
Lisman und Grace, 2005).

Des Weiteren ist die CA3-Region mal3geblich an der Entstehung der Sharp-Wave-
Ripple-Komplexe (SPW-R) beteiligt. Diese hochfrequenten Oszillationen von 150 bis
250 Hz bestehen aus Sharp-Waves (negative Feldpotenziale im Stratum radiatum der
CAl-Region mit groRer Amplitude und 40-100 ms Dauer), die durch synchron aktive
Afferenzen aus der CA3 evoziert werden sowie Ripples (kurze schnelle Oszillationen im
Stratum pyramidale der CAl-Region). Sie treten insbesondere bei Inaktivitat (z. B.
Schlaf- oder wachen Ruhephasen) auf und sind malf3geblich an Prozessen der
Gedéachtniskonsolidierung beteiligt (Bliss und Lomo, 1973; Bragin et al., 1999; Buhry et
al., 2011; Buzsaki et al., 1983; Buzsaki, 1986, 2015; Cheng und Frank, 2008;
Diekelmann und Born, 2010; Lee et al., 2006; McClelland et al., 1995; O’Keefe, 1976;
Singer und Frank, 2009). Dariber hinaus beeinflussen sie moglicherweise auch schnelle
aktive Entscheidungsfindungen durch Integration neu erworbener und vorhandener
Gedachtnisinhalte (Buzsaki, 2015; Yu und Frank, 2014). Da, wie bereits oben
ausgefihrt, die Pyramidenzellen der CA3-Region bedeutende Efferenzen im dLS
ausbilden, kdénnen Informationen Uber das dLS subkortikal gelegene Strukturen, wie
dem zum Belohnungssystem gehérendem VTA oder Kerngebiete des lateralen
Hypothalamus erreichen (Carus-Cadavieco et al., 2017; Knowland und Lim, 2018).
Diese anatomische Gegebenheit kdnnte bei der Integration von belohnungsassoziiertem

Kontext fur die Belohnungserwartung eine Rolle spielen. Mit ihren kollateralen



16

Verbindungen fungiert die CA3-Region als autoassoziatives System, das schnelle
Assoziationen zwischen Objekt, Ort und Belohnung erlaubt (Rolls, 2013). Hier stellt sich
die Frage, inwieweit das dLS diese Informationen verarbeitet und welche Rolle es als

Verbindungsstation zum VTA einnimmt.

1.3 Laterales Septum (LS)

Das Septum befindet sich subkortikal im Telenzephalon. Beim Menschen liegt das
Septum verum in der Nahe des Genu des Korpus callosum rostral der Kommisura
anterior, in Nagetieren unmittelbar unterhalb des Korpus callosum zwischen dem ersten
und zweiten Ventrikel (Andy und Stephan, 1968; Patestas und Gartner, 2011; Sarwar,
1989). Das Septum besteht aus einem medialen (MS) und lateralen (LS) Teil. Beide
unterscheiden sich in ihren Verbindungen zu anderen Hirnregionen, z. B. zum
Hippokampus, aber auch in ihren neurochemischen Charakteristika (Amaral und Kurz,
1985; Risold und Swanson, 1997a, 1997b; Woolf, 1991). Das MS schickt aufsteigende
Fasern zum Hippokampus, wahrend das LS vornehmlich absteigende Fasern vom
Hippokampus erhélt. In der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf dem LS, weshalb auf
diese Struktur im Folgenden ausfihrlicher eingegangen wird. Das LS ist eine
heterogene Region mit unterschiedlichen Neuronentypen. Die meisten Neuronen sind
GABAerge Projektionsneuronen. Viele Neuronen senden jedoch auch rekurrente Fasern
zu den Dendriten anderer LS-Neuronen (Onténiente et al., 1987; Phelan et al., 1989).
Vereinzelt wurde auch messenger Ribonukleinsaure (mRNA) fur vesikulare Glutamat-
Transporter in LS-Neuronen nachgewiesen, ein Hinweis fir einige glutamaterge
Neuronen im LS (Lin et al., 2003). Das LS wurde von Risold und Swanson (1997b)
beruhend auf der anatomischen Lage, der Ein- und Ausgange und der Expression
bestimmter mRNA und/oder Proteine in drei Subregionen eingeteilt: rostroventrales LS
(rLS), ventrales LS (VLS) und dorsales LS (dLS) (Abb. 1, Tab. 1). Alonso und Frotscher
(1989) charakterisierten rein qualitativ die Morphologie der Neuronen dieser Gebiete

mittels Golgi-Farbung und Elektronenmikroskopie (Tab. 1).

Das rLS erhalt insbesondere Input von der CA1-Region und dem Subikulum. Die Fasern

der rLS-Neuronen projizieren vornehmlich in den anterioren Hypothalamus pars
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Abb. 1: Subregionen des lateralen Septums (LS) (eigene Darstellung)

Schematische Darstellung eines Mausegehirns im Sagittalschnitt 0,24 mm von der
Mittellinie entfernt mit Lokalisation der drei Untergruppen des LS. Oben links: H6he des
Sagittalschnittes in frontaler Ebene. Der rote Kreis markiert das Septum. Unten links ist
das Septum vergrol3ert mit drei Subregionen nach Risold und Swanson (1997b)
dargestellt: rostroventrales LS (rLS, grin), ventrales LS (VLS, blau) dorsales LS (dLS,
rot).

posteriores sowie in den lateralen Hypothalamus. Funktionell spielt dieses Gebiet eine

Rolle in der Modulation von Bewegung (Risold und Swanson, 1997b). Das VLS erhalt
wie das rLS Input von der CA1-Region und dem Subikulum, jedoch primar von deren
ventralen Anteilen. Es ist in viszeromotorische und endokrinologische Prozesse
involviert (Swanson et al., 1984, 1987). Die weiteren Charakteristika der rLS- und vLS-
Gebiete sind in Tab. 1 gelistet. Das dLS ist die grof3te nichthippokampale Output-Region
der dCAS3. Es innerviert u. a. den lateralen Anteil des Nucleus supramammilaris, den
lateralen Hypothalamus und das VTA (Risold und Swanson, 1997b). Morphologisch
lassen sich zwei Zelltypen beschreiben. Von den Typ-I-Neuronen mit grol3en ovalen
oder runden Somata gehen meist drei bis funf sehr dicke Dendriten ab, die sich wenig
verzweigen, jedoch viele Dornfortsétze mit kurzem Schaft aufweisen und asymmetrische
Synapsen formen (Gray Typ I). Der am haufigsten vorkommende Zelltypus im LS sind

die Typ-lI-Neuronen. Deren Soma ist zumeist rund oder dreieckig mit bis zu funf
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Dendritenabgangen. Die Dornfortsatze mit oft langen Stielen zeigen eine grol3e
Variabilitat in der Dichte entlang der Dendriten und sind vielfach schon im somanahen
Bereich erkennbar. Viele kleine Verastelungen zweigen von den Dendriten erster
Ordnung ab. Das Axon ist schwierig rekonstruierbar, scheint aber in Richtung des MS
und des diagonalen Bands von Broca orientiert (Alonso und Frotscher, 1989). Die dLS-
Neuronen synthetisieren mRNA fir das Peptid Somatostatin (SST) (Risold und

Swanson, 1997a).

Zusatzlich zur Diversitat bezuglich der Ein- und Ausgange sowie der Morphologie
weisen dLS-Neuronen auch physiologische Unterschiede auf. Gallagher et al. (1995)
charakterisierten im dLS durch elektrophysiologische Versuche drei Neuronentypen
anhand ihrer aktiven Membraneigenschaften. Grob unterteilten sie die Neuronen in
Burster und Nichtburster. Als Burster wurden Neuronen bezeichnet, die wahrend
langerer Depolarisation mindestens vier Aktionspotenziale (AP) mit einer Frequenz von
>20 Hz erzeugen. Das sogenannte Bursting, also das Generieren mehrerer AP mit
hoher Frequenz auf einen einzelnen Stimulus, spielt eine Rolle bei der Weiterleitung und
Verarbeitung von Informationen, aber auch bei Krankheiten wie der Epilepsie (Lisman,
1997; Sanabria et al., 2001). Meist kommt es durch Interaktion zwischen intrinsischen
und extrinsischen Mechanismen zum Bursting-Phdnomen. Zu den intrinsischen
Eigenschaften, die das Bursting fordern, gehdren eine langsame Depolarisation der
Neuronen (Masukawa und Prince, 1984), T-Typ Ca?*-Kanale (White et al., 1989; Yaari
et al., 2007), Ca?*-aktivierte Kaliumkanale (Ji und Shepard, 2006), persistierende Na*-
Strome (Chen et al., 2011) und N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA) (Abraham und
Kairiss, 1988; Deister et al., 2009). Mogliche extrinsische Mechanismen sind
Neuromodulatoren oder eine Verschiebung extrazellularer Elektrolyt-Konzentrationen (z.
B. K*) (Jensen et al., 1994; Wang und McCormick, 1993).

Die von Gallagher et al. (1995) als Typ-llI-Neuronen klassifizierten Burster machen ca.
15 % aller dLS-Neuronen aus, zeigen zumeist kein Nachhyperpolarisationspotenzial
(engl. afterhyperpolarization potential, AHP), jedoch eine langsame Nachdepolarisation
(ADP) im Anschluss an ein AP, was die Generierung von Bursts begunstig. Vornehmlich
generieren sie AP im Theta-Bereich (4—12 Hz). Zu den Nichtburstern gehtéren Typ-I- und

Typ-lI-Neuronen.
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Tab. 1: Charakteristika der Subregionen des lateralen Septums (LS)

Die Charakterisierung der drei Subregionen erfolgte entsprechend der qualitativen
Beschreibung der Neuronenmorphologie (Alonso und Frotscher, 1989), der afferenten
und efferenten Projektionen (Risold und Swanson 1997b), der mRNA-Expression von
fur die Subregion charakteristischen Markern (Risold und Swanson, 1997a) sowie der
funktionellen Einbindung der Subregion (Sheehan, 2004).

Rostroventrales LS

Morphologie der Neuronen: Typ |: mittelgrof3es eifdrmiges Soma, mittlere Anzahl an
Dornfortsatzen, Orientierung: vom dLS in Richtung MS, viele Synapsen mit
Dornfortsatzen und Stielen

Typ II: Soma rund oder dreieckig, bis 5 Dendritenabgange vom Soma, mittlere Anzahl
an Dornfortsatzen mit langen Stielen, grofRe Variabilitat der Dendriten, viele kleine
Verastelungen der Dendriten 1. Ordnung, Axon in Richtung MS und diagonalem Band
von Broca, haufigster Typ im rLS

Eingange aus: CA1, Subiculum

Ausgéange zu: Area praeoptica lateralies, anteriorer Hypothalamus pars posteriores,
lateraler Hypothalamus

Marker (MRNA-Expression): Enkephalin, Neurotensin

Funktionell beteiligt an: Bewegungsmodulation

Ventrales LS

Morphologie der Neuronen: unterschiedlich geformt, kleinste Somata der drei
Gebiete mit kiirzeren Dendriten, sehr variable Dendritenform, -anzahl und -dichte
Eingange aus: ventrale CA1l, ventrales Subikulum

Ausgange zu: Nucleus praeopticus, periventrikulare Zone des Hypothalamus
Marker (nRNA-Expression): Ostrogen-Rezeptor

Funktionell beteiligt an: viszeromotorischen/endokrinologischen Prozessen

Dorsales LS

Morphologie der Neuronen: Typ I: grol3e ovale/runde Somata, drei bis funf sehr dicke
Dendriten 1. Ordnung, wenige Verzweigungen der Dendriten, sehr viele Dornfortsatze
mit kurzem Schaft, alle Dendriten mit asymmetrischen Synapsen (Gray Typ I)

Typ 1I: wie die Typ-lI-Neuronen des rLS, haufigster Typ im dLS

Eingange aus: CA3

Ausgénge zu: Nucleus supramammilaris, lateraler Hypothalamus, VTA

Marker (mMRNA-Expression): Somatostatin

Funktionell beteiligt an: belohnungs-assoziiertem Lernen

Typ-I-Neuronen mit einem grof3en AHP und einer fehlenden ADP machen ca. 20 % der
Gesamtneuronen aus. Typ-lI-Neuronen wurden primar als Nichtburster klassifiziert, die
weder ein ausgepragtes AHP noch ADP aufweisen und die sich durch ein

gleichmaliiges Generieren von AP auszeichnen. Diese Gruppe von Neuronen konnte
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aber in vitro unter dem Einfluss von Modulatoren wie beispielsweise Muscarin, einem
Acetylcholin verwandten Stoff, bursten. Gallagher et al. (1995) ordneten ca. 60-70 %

der dLS-Neuronen den Typ-lI-Neuronen zu.

Pedemonte et al. (1998) untersuchten die Aktivitdt von dLS-Neuronen in vivo bezlglich
ihrer Korrelation mit lokalen Feldpotenzialableitungen im Hippokampus. Hierbei zeigte
sich, dass ca. 68 % der dLS-Neuronen AP zumeist als Bursts in Korrelation zum
hippokampalen Thetarhythmus generierten, wahrend ca. 32 der Neuronen
unabhéngige Aktivitdt in Form einzelner AP aufwiesen. Die theta-korrelierte
Burstaktivitdit von dLS-Neuronen, so Pedemonte et al. (1998), konnte in deren
Zielgebieten einen starken und zuverlassigen Einfluss hippocampaler Aktivitatsmuster

sicherstellen und gleichzeitig als Feedbackmechanismus dienen.

1.3.1 Hippokampus-VTA-Schleifen

Die Interaktion zwischen dem Hippokampus und dem VTA, und damit dem
dopaminergen System, kdnnte einerseits fir das Erinnern und die Integration neuer
belohnungsassoziierter Informationen, andererseits auch fur kontextabhangiges
zielgerichtetes Handeln durch bereits bekannte Informationen von Bedeutung sein (Luo
e al, 2011; McNamara et al., 2014). Dabei scheint der Informationsfluss vom
Hippokampus zum VTA bei diesen beiden Funktionen unterschiedliche Wege zu

nehmen.

In Bezug auf die Integration belohnungsassoziierter bislang unbekannter Informationen
und deren Konsolidierung geht man davon aus, dass der Informationsfluss in Form einer
Schleife verlauft, obwohl dopaminerge Neuronen vornehmlich keine geschlossenen
Netzwerke bilden (Menegas et al., 2015). Zunachst werden im Hippokampus neue, noch
nicht gespeicherte Informationen erkannt und gelangen vom Subikulum Uber den
Nucleus accumbens (NAc) und das ventrale Pallidum (vPal) zum VTA. Dieses projiziert
wiederum zurtick zum Hippokampus und verstarkt durch Dopamin-Freisetzung z. B. LTP
und Reaktivierungsprozesse (Lisman und Grace, 2005; McNamara et al., 2014). Dabei

wird davon ausgegangen, dass das ventrale Subikulum (vSub) exzitatorische
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glutamaterge Fasern zum NAc schickt, dieser wiederum hemmt das vPal, wodurch die
tonische Inhibition der dopaminergen VTA-Neurone aufgehoben und Dopamin
ausgeschittet wird (Floresco et al., 2001, 2003; Legault und Wise, 2001) (Abb. 2).
Daraufhin stimuliert das VTA Di- und Ds-Rezeptor-abhangig wieder den Hippokampus,
insbesondere die CAl-Region (Lisman und Grace, 2005; McNamara et al., 2014).
Erganzend ist hier anzumerken, dass die dopaminergen Eingadnge im Hippokampus aus
dem VTA jedoch rar sind und dopaminerge VTA-Neuronen, die von vPal-Neuronen
innerviert werden, ebenso zum medialen préafrontalen Kortex und der Amygdala sowie
auch dem NAc projizieren (Beier et al., 2015; 2019; Kempadoo et al., 2016; Menegas et
al., 2015; Takeuchi et al., 2016).

Unabhangig vom Netzwerk bestehend aus vSub->NAc->vPal->VTA kann der
Informationsfluss vom Hippokampus zum VTA auch einen bisher wenig erforschten Weg
nehmen. Luo et al. (2011) zeigten, dass eine von dem bisher bekannten neuronalen
Weg unabhéangige Verbindung von der dCA3-Region Uber das dLS zum VTA existiert.
Diese spielt im Gegensatz zum vSub->NAc->vPal->VTA-Weg weniger eine Rolle in der
Konsolidierung neuer belohnungsassoziierter Informationen, sondern scheint priméar fur
kontextinformiertes zielgerichtetes Handeln verantwortlich zu sein. Die Stimulation von
dCA3-Neuronen aktiviert die GABAergen Neuronen im dLS, die wiederum
nichtdopaminerge, vermutlich GABAerge Neuronen, im VTA inhibieren und dadurch
deren tonische Inhibition auf dopaminerge VTA-Neuronen aufheben (Abb. 2). Diese
dopaminergen VTA-Neuronen projizieren dann u. a. weiter zum medialen prafrontalen
Kortex, der wichtig fur die Integration und emotionale Bewertung von Gedachtnisinhalten
ist (Beier et al.,, 2019). Anders als beim vSub->NAc->vPal>VTA findet hier die
Disinhibition aber auf VTA-Ebene und nicht auf vPal-Ebene statt (Luo et al., 2011). Vor
dem Hintergrund der Relevanz des Hippokampus fir die Verarbeitung und Erkennung
kontextabh&ngiger Informationen und der Bedeutung dopaminerger VTA-Neuronen fir
verstarkende Effekte bei Suchtverhalten untersuchten die Autoren die Auswirkung der
Hemmung einzelner Komponenten dieser Verbindung auf den kontextabh&ngigen
Kokain-Konsum in Ratten. Die regionsspezifische Inhibition erfolgte dabei durch
intrazerebrale Injektion des GABAs-Rezeptor-Agonisten Baclofen und des GABAa-
Rezeptor-Agonisten Muscimol, entweder bilateral in die dCA3-Region oder ins dLS der

einen und das VTA der anderen Hemisphare. Beide Arten der Inhibition unterbanden
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das erlernte Suchtverhalten signifikant, wodurch Luo et al. (2011) die Bedeutung der
dCA3->dLS->VTA-Verbindung fur die Verknipfung von kontextabhangigen
Informationen aus dem Hippokampus mit dem dopaminergen Belohnungssystem
verifizierten. Detaillliertes Wissen zur konkreten Funktionsweise des dLS und die
Interaktion einzelner Komponenten dieser Verbindung wiirde somit einen Beitrag zum

Verstandnis kontextabhangigen Verhaltens leisten.
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Hippokampus

Abb. 2: Hippokampus-VTA-Verbindungen, links nach Floresco et al. (2001, 2003) und
rechts nach Luo et al. (2011)

Schematische Darstellung der Verbindungen des Hippokampus mit dem VTA.
Hippokampale Pyramidenzellen (rot, glutamaterg) erregen (+) GABAerge (blau)
Projektionsneuronen im NAc bzw. dLS, die wiederum GABAerge Neuronen im vPal bzw.
VTA inhibieren. Dies fuhrt schlief3lich zur Disinhibition dopaminerger VTA-Neuronen und
damit zu einer Erhéhung ihrer Aktivitat.
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1.4  Ziele des Projektes

Die Verbindung der hippokampalen dCA3-Region mit dem dopaminergen
Belohnungssystem des VTA (ber das dLS konnte fir das kontextinformierte
zielgerichtete Handeln von grof3er Bedeutung sein (s. Kap. 1.3.1). Dabei wurde die
dCA3-dLS-Verbindung bisher wenig erforscht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die intrinsischen Eigenschaften dLS-
Neuronen untersucht werden, insbesondere hinsichtlich ihrer Funktion einer effizienten
Hemmung GABAerger Neuronen im VTA. Daruber hinaus stellt sich die Frage, ob SST*-
Neuronen hier eine Sonderstellung zukommt.

Dabei wurden erstmals spezifische dLS-Neuronen (SST*-Neuronen) mittels eines
,Zyklorekombinase (Cre) / locus of X-over P 1 (loxP)’-Systems markiert und mittels der
,Whole-cell current-clamp’-Methode elektrophysiologisch charakterisiert.

Folglich stellte sich die Frage, wie die dCA3-Eingdnge durch die zuvor
herausgearbeiteten intrinsischen Eigenschaften der dLS-Neuronen beeinflusst werden.
Hier sollten sehr spezifisch die dCA3-Eingange auf dLS-Neuronen untersucht werden,
woflr optogenetische Methoden genutzt wurden. Ziel war es weiterhin zu erfahren, ob
inhibitorische Mechanismen eine Rolle bei der Transmission von CA3-Impulsen auf dLS-

Neuronen spielen.

Diese Arbeit leistet somit einen Beitrag, um Forschungsliicken tber das dLS zu flllen
und ermdglicht weitergehende Untersuchungen zur Rolle des dLS fir das

kontextabhéngige belohnungsassoziierte Handeln.
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2. Material und Methoden

2.1 Mause und Tierhaltung

C57B6/N-Mause
Mause der Zuchtlinie C57B6/N wurden von der Firma Charles River aus Erkrath
bezogen. Es wurden weibliche und mannliche Tiere im Alter von 7-12 Wochen

verwendet.

SST-Cre-Mause

Bei den SST-Cre-Mausen (C-SST™INea ' Novartis Pharma; MTD 36044) wurde das
Transgen fur Cre-Rekombinase in das endogene Somatostatin-Gen eingefigt, was zum
Verlust der SST-Expression von diesem Allel fuhrt. Hemizygote SST-Cre-Mause
entwickeln sich jedoch normal und sind fruchtbar. Fur die Experimente wurden weibliche

und méannliche hemizygote Tiere im Alter von 8—-10 Wochen verwendet.

Alle Tierexperimente fanden in Ubereinstimmung mit den Tierschutzrichtlinien der
Universitdt Bonn nach Genehmigung durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (AZ 84-02.04.2014.A254) statt. Die Tiere
wurden in konventionellen Kafigen fur Laborméause allein oder in Gruppen von bis zu
vier Tieren mit einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Den Tieren standen
Standardfutter (Altromin 1324, Altromin Spezialfutter GmbH, Lage) und Wasser

unbegrenzt zur Verfigung.

2.2  Stereotaktische Virusinjektion

2.2.1 Virale DNA-Vektoren

Zur Analyse der CA3-Eingange im dLS wurden stereotaktische Injektionen eines
rekombinanten adeno-assoziierten Virus (rAAV) in die dorsale CA3-Region von
C57B6/N-Mausen durchgefuhrt. Das rAAV diente als Vektor zur Transduktion eines

Fusionsproteins aus dem humanisierten lichtsensitiven Kationenkanal
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Channelrhodopsin-2 (ChR2) mit einer H134R-Mutation fir eine schnellere lichtinduzierte
Membrandepolarisation (Nagel et al., 2005) und einem grin-gelb fluoreszierenden
Protein (enhanced yellow fluorescent protein, eYFP), um ChR2-exprimierende Zellen zu
markieren. Die Expression erfolgte unter dem humanen Synapsin-Promotor. Das
Plasmid (Addgene 26973) wurde von Karl Deisseroth (Stanford Universitat, Kalifornien,
USA) zur Verfugung gestellt. Die Virusherstellung und -aufreinigung erfolgte durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Schoch (Universitat Bonn).

Zur spezifischen Analyse der SST*-Neuronen im dLS wurden stereotaktische rAAV-
Injektionen an SST-Cre-Tieren vorgenommen, wobei der rAAV als Vektor zur
Transduktion eines rot fluoreszierenden Proteins (mCherry oder tdTomato) diente. Fur
eine spezifische Expression in SST*-Neuronen war die Fluoreszenzprotein-kodierende
Desoxyribonukleinsdure (DNA) im Plasmid entgegengesetzt der Leserichtung
angeordnet und an beiden Seiten mit zwei inkompatiblen loxP-Sequenzen versehen.
Dadurch konnte eine Expression erst nach Modifikation der DNA durch die Cre-
Rekombinase (also nur in SST*-Neuronen) unter dem humanen Elongation-factor-1
alpha (EF-1a)-Promotor erfolgen. Das Plasmid fur mCherry (Addgene 20299) wurde von
Karl Deisseroth zur Verfugung gestellt. Die Virusherstellung erfolgte in der
Arbeitsgruppe von Dr. Martin Schwarz (Universitat Bonn). Das Plasmid fur tdTomato
wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Schoch (Universitat Bonn) zur Verfigung gestellt

und die Virusherstellung erfolgte ebenfalls in dieser Arbeitsgruppe.

2.2.2 Virusinjektion

Die stereotaktische Injektion der AAV-Partikel erfolgte im Alter von 7-10 Wochen. Die
Tiere wurden mit einer Lésung aus 0,05 mg/kg Fentanyl, 5,0 mg/kg Midazolam (beides
Rotexmedica, Trittau) und 0,5 mg/kg Medetomidin (Domitor®, Orion Pharma, Orionintie,
Finnland) mittels intraperitonealer Injektion (0,1 ml/10 g Koérpergewicht) anasthesiert.
Nachdem kein Zwischenzehenreflex mehr auslésbar war, wurde das Operationsfeld
rasiert und es wurden die Augen zum Schutz vor Austrocknung mit einer Augensalbe
(Bepanthen®, Bayer, Leverkusen, Deutschland) bedeckt. Die Tiere wurden in einen
stereotaktischen Operationsrahmen (Modell 902, Kopf Instruments, Tujunga, USA)

eingespannt und wahrend der gesamten Operation auf einem regulierbaren
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Temperaturkissen gelagert, um sie vor Auskuhlung zu schitzen. Die Schadelhaut wurde
mit dem Lokalanasthetikum Lidocain (10 % Xylocain® Pumpspray, AstraZeneca,
London, GroRRbritannien) betaubt und nach 60 s Einwirkzeit mit Povidon-lod
(BetaisodonaXylocain®, Mundipharma GmbH, Limburg (Lahn)) desinfiziert (Einwirkzeit
90 s). Nach Inzision der Schadelhaut wurden die Schadelsuturen Bregma und Lambda
identifiziert und der Schadel wurde so ausgerichtet, dass beide auf derselben Hohe
waren. Die anterio-posterioren und medio-lateralen Koordinaten wurden auf der
Schadeloberflache markiert (CA3: 2 mm posterior und 2,2 mm lateral, dLS: 0 mm
posterior und 0,9 mm lateral; Angaben relativ zu Bregma) und die Trepanationen an
diesen Markierungen erfolgten mittels eines feinen Dentalbohrers (Fine Science Tools,
Foster City, USA). Die Injektion erfolgte mittels einer Injektionspumpe (Modell Micro4,
World Precision Instruments, Sarasota, USA) und einer Prazisionsspritze (Kanile 34G)
in die CA3-Region senkrecht unter der Trepanation in einer Tiefe von 2,2 mm bzw. in
das dLS in einem Winkel von 25° (lateral - medial) und einer axialen Tiefe von 3 mm.
Vor jeder Injektion wurde die Durchlassigkeit der Kanule geprift, das Injektionsvolumen
betrug 500 nl in der CA3-Region (50 nl/min) und 600 nl im dLS (60 nl/min). Vor der
Virusinjektion wurde 5 min gewartet, um eine vollstandige Auffaltung des Gewebes zu
garantieren, nach der Injektion wurde die Injektionsnadel fir 5 min an der Stelle
belassen, um ein ZurickflieBen des Virus zu vermeiden. Schlie3lich wurde die
Schadelhaut mit einem resorbierbaren Faden (Vicryl Plus 5-0, Johnson & Johnson, New
Brunswick, USA) mit Einzelknopfndhten geschlossen und die Wunde mit einer
antibiotischen Salbe (Refobacin® Creme, Allmiral Hermal GmbH, Reinbeck) versorgt.
Nach dem Eingriff wurden die Anasthetika mit 1,2 mg/kg Naloxon (Inresa Arzneimittel
GmbH, Freiburg), 0,5 mg/kg Flumazenil (Hikma, Fervenca, Terrugem SNT, Portugal)
und 2,5 mg/kg Atipamezolhydrochlorid (Antisedan®, Orion Pharma, Espoo, Finnland)
antagonisiert (0,1 ml/kg Koérpergewicht). Des Weiteren erhielten die Tiere intrakutan das
Analgetikum Ketoprofen (Gabrilen®, mibe GmbH, Brehna; 5 mg/kg, 0,1 mikg
Korpergewicht).

Die Tiere wurden fir 1 bis 2 h bis zum Abklingen der Anasthesie auf einem Heizkissen
(ThermoLux®, Warmeunterlage, Witte + Sutor GmbH, Murrhardt) gelagert.

Die elektrophysiologischen Versuche wurden 3-6 Wochen nach der Injektion

durchgefuhrt.
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2.3 Praparation von Hirnschnittpraparaten fur die elektrophysiologischen Messungen

Zur Gewinnung der Gehirne wurden die Tiere fur mindestens 30 s mit Isofluran (Forene,
AbbVie, Ludwigshafen) in einer geschlossenen Kammer anéasthesiert. Nachdem keine
Schmerzreflexe mehr auslosbar waren, wurden die Tiere mittels Schere dekapitiert. Das
Gehirn wurde zlgig und mdglichst ohne mechanischen Stress aus der Schadelgrube
freiprapariert und in eine mit Carbogen begaste (95 % Oz, 5 % COz2; Linde, Bonn) auf
ca. 4 °C abgekihlte Sucrose-Losung gelegt.

Die Sucrose-Losung enthielt (in mM): 100 Sucrose, 60 NaCl, 26 NaHCOs, 20 D-
Glucose, 5 MgClz - 6 H20, 2,5 KCI, 1,25 NaH2PO4, 1 CaClz-- 2 H20.

Nach Entfernung von Cerebellum und Hirnstamm wurde das Gehirn mit der kaudalen
Seite (Occipitalcortex) auf die Schneideplattform geklebt (Pattex Sekundenkleber,
Henkel, Dusseldorf). Mit einem Vibratom (Microm HM 650 V, Thermo Fisher Scientific,
Walldorf) wurden 300 uM dicke coronare Schnitte auf Hohe des dLS erstellt. Dabei
befand sich das Gehirn in der gekuhlten, mit Carbogen begasten Sucroselosung. Die
Schnitte wurden in einer Aufbewahrungskammer in einem auf ca. 35°C erwarmten
Wasserbad (Sonorex Super RK 102 H, Bandelin, Berlin) mit Carbogen begaster
Sucroselésung fir 30 min inkubiert und anschlieBend in einer anderen
Aufbewahrungskammer bei Raumtemperatur in einer mit Carbogen begasten,
artifiziellen zerebrospinalen Flussigkeit (ACSF) fir mindestens 30 min belassen, ehe sie
fur elektrophysiologische Versuche verwendet wurden.

Das ACSF bestand aus (in mM): 125 NaCl, 26 NaHCOs, 15 D-Glucose, 3,5 KCI, 2
MgClz-- 6 H20, 2 CaClz-- 2 H20, 1,25 NaH2POa.

2.4  Elektrophysiologische Versuche

2.4.1 ,Whole-cell current-clamp’-Versuche

Fur die elektrophysiologischen Messungen wurde jeweils ein Hirnschnitt in eine
Messkammer mit kontinuierlichem Durchfluss von ACSF (3 ml/min) Uberfuhrt. Die
Kammer war in ein Mikroskop integriert (Zeiss Axioskop FS) und temperiert (35 + 1 °C,

Temperaturkontroller 1ll, Luigs und Neumann, Ratingen). Die Visualisierung der
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Neuronen erfolgte mit nah-infraroter Beleuchtung, Differentialinterferenzkontrast (TILL
Photonics, Gréfelfing), einem Wasserimmersionsobjektiv (Olympus 60 x/NA 0.9, Tokyo,
Japan) und einer TILL-IMAGO Kamera (ebenfalls TILL Photonics, Gréfelfing). Der
Nachweis der Expression von ChR2 bzw. tdTomato / mCherry erfolgte mittels
Epifluoreszenz (Filter fir ChR2-eYFP (in nm): Exzitation: 500/24; Dichroischer Spiegel:
520; Emission: 542/27; Filter fur tdTomato / mCherry (in nm): Exzitation: 562/20,
Dichroischer Filter: 593, Emission: 640/75). Fur die ,Whole-cell current-clamp’-Versuche
wurden Pipetten aus Borosilikatglas-Kapillaren (GB150F-8P, Science Products,
Hofheim) mit einem horizontalen Pipettenpuller (Sutter Instruments, Model P-97,
Novato, USA) gezogen. Der Elektrodenwiderstand in der Badldsung betrug 3—6,5 MQ.
Die Pipetten-Innenlésung bestand aus (in mM): 140 K-Gluconate, 10 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES), 0,16 Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA), 0,5 MgClz, 5 Dinatrium-
phosphokreatin (PCr2Na).

Der pH-Wert wurde mit KOH (1 mol/l) auf 7,27—-7,33 adjustiert. Die Osmolalitat wurde
mit Sucrose auf 288-293 mOsmol/kg eingestellt. Vor den Messungen wurde die
Innenlésung mit einem Zentrifugal-Filter filtriert. Das kalkulierte Ubergangspotenzial fur
die Losungen betrug 17 mV und wurde bei der Analyse mathematisch berlcksichtigt.
Die somatischen ,Whole-cell current-clamp’-Ableitungen wurden mit einem BVC-700A
Verstarker (Dagan Corporation, Minneapolis, Minnesota, USA) durchgefiihrt. Die
,Whole-cell’-Konfiguration wurde im ,Voltage-clamp’-Modus hergestellt. Nach
Umschaltung auf den ,Current-clamp’-Modus, wurde die Brickenbalance kontrolliert und
kompensiert.

Der Serienwiderstand betrug 5-25 MQ, abweichende Werte fuhrten zum Abbruch der
Messung.

Die Signale wurden gefiltert (10 kHz Tiefpass) und mit einem Analog-Digital-Wandler
(Digidata 1440 (Molecular Devices, CA, USA) digitalisiert (100 kHz). Kontrolle des
Membranpotenzials, Speicherung der Signale und ein Teil der Analyse erfolgten mittels
pClamp Software (Version 10.2, Molecular Devices), zusatzlich wurde zur Analyse das
Programm IgorPro (Wavemetrics, Lake Oswego, Oregon, USA) herangezogen.
Neuronen mit einem Membranpotenzial positiver -60 mV wurden von der Analyse

ausgeschlossen.
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2.4.2 Bestimmung der passiven und aktiven Membraneigenschaften

Zur Bestimmung der passiven und aktiven Eigenschaften der dLS-Neuronen wurden
unterschiedliche Protokolle im ,Whole-cell current-clamp’-Modus verwendet.

Fur die passiven wurden 250 ms lange Strominjektionen von -100 bis 20 pA im Intervall
von 30 pA appliziert. Das Ruhemembranpotenzial (mV) wurde lber einen Zeitraum von
100 ms ohne Strominjektion gemittelt. Der Membranwiderstand (MQ) wurde mithilfe des
Ohm’schen Gesetzes aus den Quotienten des gemessenen Spannungssprungs und
dem zugehorigen applizierten Strom aus den hyperpolarisierenden Strominjektionen
berechnet. Die Membranzeitkonstante t (ms; Geschwindigkeit, bei der es zu einer
Potenzialanderung von 1/e, entspricht ca. 37 % des Ausgangswertes, kommt) wurde
anhand der zuvor mit Clampfit 10.2 (Molecular Devices, Union City, Californien, USA)
exponentiell angepassten hyperpolarisierenden Zellantwort bei -70 pA Strominjektion
ermittelt. Die Membrankapazitat (pF) wurde rechnerisch aus dem Quotienten der

Membranzeitkonstante und des Membranwiderstandes ermittelt.

Fur die Bestimmung der aktiven Zelleigenschaften wurden unterschiedliche Protokolle
verwendet. Zunachst erfolgte eine kurze Strominjektion von 8 ms Lange mit einer
Stromstarke von 100 bis max. 500 pA im Intervall von 10 pA. Die Neuronen wurde so
lange mit steigender Stromamplitude stimuliert, bis ein AP generiert wurde. Dieses
Protokoll diente zur Bestimmung des ADP (mV*ms). Zur Quantifizierung wurde das ADP
Uber die Zeit ab der schnellen Nachhyperpolarisation bis zur Rickkehr der Spannung
zum Haltepotenzial integriert und die passive Komponente (ermittelt anhand der
Messung ohne ausgelosten AP) subtrahiert. Weiterhin erfolgten 1 s lange
Strominjektionen mit einer Starke von -100, -50, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150,
175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 und 500 pA. Hierbei wurde jeweils das erste AP bei
einer Strominjektion mit > 3 AP analysiert. Fur die weitere Bestimmung wurden jene AP
nicht beriicksichtigt, die Bestandteil eines Bursts waren. Folgende Parameter wurden
untersucht:

- das Schwellenpotenzial (mV)

- die AP-Amplitude Gber dem Schwellenpotenzial (mV)

- AP-Dauer auf H6he der halben Amplitude (ms)
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- das Nachhyperpolarisationspotenzial von mittlerer Geschwindigkeit (mMAHP; mV)
definiert als Differenz zwischen Schwellenpotenzial und negativstem Wert
unterhalb des Schwellenpotenzials nach dem AP

Dartber hinaus wurden die AP-Frequenzen der drei Zellpopulationen wéhrend der 1 s
langen Strompulsen in Abhangigkeit von der injizierten Stromstarke analysiert.

Zusétzlich wurden die Neuronen mit finf je 5 ms langen Strominjektionen (0,5-2,5 x der
Starke der Strominjektion, bei dem das Schwellenpotenzial bei einzelnen kurzen
Strominjektionen von 8 ms Uberschritten wurde) mit einer Frequenz von 5, 10, 20, 30

und 50 Hz stimuliert.

2.4.3 Zelleigenschaften der SST*- und SST-Neuronen

Zur Bestimmung der physiologischen Eigenschaften von SST*-Zellen im dLS wurden die
Tiere 3—-6 Wochen nach der AAV-Injektion ,Whole-cell current-clamp’-Messungen
unterzogen. SST*- und SST-Neuronen wurden anhand der mCherry/tdTomato-
Fluoreszenz vor den Messversuchen identifiziert. Beide Zelltypen wurden mittels der
oben beschriebenen Stimulationsprotokolle (s. Kap. 2.4.2) untersucht.

2.5 Optogenetische Stimulationsversuche

2.5.1 Stimulationsprotokolle

Die Lichtstimulation der ChR2-exprimierenden CA3-Fasern im dLS erfolgte mit einem
Diodenlaser (Wellenlange 473 nm, max. Lichtleistung 100 mW; LuxX® 473-100,
Omicron Laserprodukte GmbH), dessen Licht mit einer multimodalen Lichtfaser (0.22
NA, 550 ym Durchmesser, BFL22-550, Thorlabs, Newton, NJ, USA) zum Hirnschnitt
gefuhrt wurde. Das Ende der Lichtfaser wurde in einem Abstand von ca. 300 um von
den elektrophysiologisch zu untersuchenden Zellen auf Hohe des Korpus callosum
positioniert. Die Laserintensitat wurde mit einer speziellen Software (Omicron
Laserprodukt GmbH) eingestellt.

Die zeitliche Steuerung erfolgte mittels pClamp Software (Version 10.2, Molecular

Devices) parallel zu den physiologischen Messungen.
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2.5.2 Prifung des GABAAa-Rezeptor-Einflusses auf das CA3-dLS-Netzwerk

Zur Prufung eines moglichen Einflusses des GABAa-Rezeptors auf die CA3-Eingange
im dLS wurde der GABAa-Rezeptor-Blocker Gabazine (SR 95531 hydrobromide, 10 yM
in ACSF, Tocris Bioscience, Bristol, Grof3britannien) genutzt. Die Applikation erfolgte

Uber die Badkammerperfusion.

2.6  Morphologische Rekonstruktion der elektrophysiologisch untersuchten Neuronen

Fur die morphologische Rekonstruktion von elektrophysiologisch untersuchten
Neuronen wurde fir die Messungen Pipetteninnenlésung mit zusatzlich 0,3 % Biocytin
genutzt. Die Hirnschnitte wurden nach den Messversuchen fur 1 h bei Raumtemperatur
in 0,1 M PBS mit 4 % Paraformaldehyd (Sigma, Steinheim) fixiert. Danach wurde der
Gehirnschnitt dreimal 5 min mit 0,1 M PBS gewaschen und fur weitere 2 h mit
Streptavidin-Alexa Fluor 555 (Life Technologies, Carlsbad, USA, 1:500 in PBS and 0,5
% Triton X 100) zum Nachweis von Biocytin inkubiert. Nach einem erneuten
Waschschritt (dreimal 5 min mit 0,1 M PBS) wurden die Gehirnschnitte mit Aqua-
Poly/Mount (Polyscience Inc., Warrington, USA) auf Objekttrager aufgezogen und mit
Deckglasern bedeckt. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem konfokalen
Laserscanmikroskop (Eclipse Ti, Nikon, Chiyoda, Japan mit der Steuerungssoftware
NIS—Elements 4.00, 20-faches Objektiv) und die Rekonstruktion und Analyse mittels z-
Stacks (Abstand Schrittweite: 3 um) mit dem Bildbearbeitungsprogramm Fiji (National
Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA). Es wurden die Somagréi3e, die Anzahl
der Dendriten und deren Verzweigungsmuster analysiert. Zur quantitativen Analyse der
dendritischen Verzweigungen wurde eine Sholl-Analyse durchgefuhrt. Dabei wurden
ausgehend vom Zentrum des Somas konzentrische Kreise mit einem Radius von 10 um
gezogen (Abb. 8 B). Danach wurden die Anzahl der Schnittpunkte der Dendriten mit
dem Kreis im Abstand zum Somazentrum sowie der dekadische Logarithmus aus dem
Quotienten dieser Schnittpunkte mit der zugehdrigen Kreisflache ermittelt. Bestimmt
wurde die kritische Distanz, also der Radius, bei dem die meisten Dendriten vorlagen,

die maximale Anzahl an Dendriten und der Ramifizierungsindex nach Schoenen, der als
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Mal3 fur die Dendritifizierungsstarke dient. Ferner wurde der Regressionsindex nach
Sholl berechnet, der auch ein Richtwert fur die Dichte der Dendriten in Abhangigkeit der
Entfernung vom Soma ist. Das Axon wurde morphologisch als Neurit ohne
Verzweigungen und ohne Spines mit < 1 pum Dicke definiert und dessen

zweidimensional abgebildete Lange wurde gemessen.

2.7 Immunhistochemische Farbungen

2.7.1 Perfusion der Mause

Vor den immunhistochemischen Farbungen erfolgte eine transkardiale Perfusion der
Tiere 3-6 Wochen nach der stereotaktischen intrakraniellen Virusinjektion. Hierfur
erhielten die Tiere intraperitoneal eine Mischung aus 100 mg/kg Ketamin (bela-pharm,
Vechta) und 15 mg/kg Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen). Nachdem kein
Zwischenzehenreflex mehr auslosbar war, wurden die Extremitaten der Tiere fixiert.
Nach Eroffnung des Peritoneums wurde das Diaphragma kaudal von den Rippen
freiprapariert. Anschlie@end wurde zugig das rechte Atrium eroffnet, der linke Ventrikel
punktiert und mit 5 ml 0,1 M PBS und anschlie3end mit 15 ml Paraformaldehyd (4 % in
0,1 M PBS, Geschwindigkeit 15-20 ml/min, entsprechend dem Herzzeitvolumen von
Mausen) perfundiert. Dann wurden die Tiere dekapitiert und das Gehirn wurde Uber
Nacht in 0,1 M PBS mit 4 % Paraformaldehyd nachfixiert. Von den fixierten Gehirnen
wurden 50 um dicke Schnitte auf Hohe des dLS sowie der CA3-Region mittels Vibratom
(Microm HM 650 V, Thermo Fisher Scientific, Walldorf) hergestellt, in eine Multititerplatte
(24-Well, VWR International, Radnor, USA) uUberfuhrt und lichtgeschitzt bei 4 °C

gelagert.

2.7.2 Immunohistochemische Farbungen

Zur Untersuchung der ChR2-eYFP exprimierenden CA3-Fasern im dLS sowie der CA3-
Injektionsstelle erfolgte eine anti-eYFP-Farbung. Wurden die Schnitte keiner Nissl-
Farbung unterzogen, wurden sie in 0,1 M PBS-Triton (0,25 %, TritonTM X-100, Sigma-
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Aldrich®, St. Louis, USA) und 5 % Eselserum fir 45 min inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde der Priméarantikorper anti-GFP (1:1000,
Wirt: Ziege, ab5449, abcam, Cambridge, Grof3britannien) gelést in 0,1 M PBS-Triton
(0,05 %) und 1 %igem Eselserum fur 24 h auf die Schnitte gegeben und bei 4 °C unter
Schutteln inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte zun&achst dreimal fur je 15 min mit
PBS gewaschen, anschlieBend mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper
(anti-Ziege-IgG; 1:500, Wirt: Esel, konjugiert mit Alexa Fluor® 488, 705-545-147,
Jackson ImmunoResearch) in 0,1 M PBS-Triton 0,1 % mit 5 %igem Eselserum fir 2 h
inkubiert und danach erneut dreimal fur je 15 min mit PBS gewaschen. Folgte auf die
anti-eYFP-Farbung eine Nissl-Farbung, wurden die Schnitte zunachst zweimal fir je 10
min in 01 M PBS-Triton (0,25 %) gewaschen und anschlieBend fir
1 bis 2 h bei Raumtemperatur im Blockserum inkubiert. Das Blockserum bestand aus
0,05 % Fischhautgelatine (fish skin gelatin, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) in 0,1 M
PBS-Triton (0,25 %). Die Inkubation mit dem Primarantikdrper anti-eYFP (1:1000, Wirt:
Maus sc-166458, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) gel6st im Blockserum erfolgte
Uber Nacht bei 4 °C auf dem Ruttelinkubator. Am Folgetag wurden die Schnitte dreimal
fur je 10 min mit PBS gewaschen und anschlieend mit dem fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikorper (anti-Maus-IlgG  1:500, Wirt: Esel, Alexa Fluor® 88, Jackson
ImmunoResearch, gelost in PBS) erneut Uber Nacht bei 4 °C auf dem Ruttelinkubator
inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Sekundarantikorper dreimal fur je 10 min mit PBS
ausgewaschen. Anschlie3end wurden die Schnitte fur 10 min in 0,1 M PBS-Triton (0,1
%) permeabilisiert und erneut zweimal fur je 5 min mit PBS gewaschen. Die Nissl-
Farblosung (1:500, NeuroTrace™ Fluorescent Nissl Stain, 433/455, N21479, Thermo
Fisher Scientific, Walldorf) wurde fiir 20 min auf die Schnitte gegeben und danach fur 10
min mit 0,1 M PBS-Triton (0,1 %) ausgewaschen. Abschlie3end wurden die Schnitte
zweimal fur 5 min mit PBS gewaschen und mit Aqua-Poly/Mount auf dem Obijekttrager

mit einem Deckglas befestigt.

2.8 Datenanalyse und statistische Auswertung

Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Fur

die statistische Auswertung wurden der t-Test nach Student (gepaart bzw. ungepaart),
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one- und two-way ANOVA gegebenenfalls mit Tukey’s post-Test sowie der Durbin-
Sklillings-Mack-Test und Wilcoxon-Test verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Prism® (Graphpad Software, San Diego, Californien, USA), und/oder Microsoft Office

Excel 2007 (Microsoft, Redmond, Washington, USA) sowie XLSTAT (Addinsoft, Paris,
Frankreich).



36

3. Ergebnisse

3.1 Intrinsische physiologische Membraneigenschaften der Zellen im dLS

3.1.1 Zellpopulationen im dLS

Es ist bereits bekannt, dass dLS-Neuronen sowohl morphologisch,
immunohistochemisch als auch elektrophysiologisch eine Heterogenitat aufweisen.
Zunachst wurde versucht, die Neuronen anhand ihrer physiologischen Eigenschaften zu
charakterisieren. Hierfir wurde das Membranpotenzial der Neuronen im dLS im ,Whole-
cell current-clamp’-Modus gemessen. Es wurden Stromimpulse mit einer Lange von
1000 ms und einer Amplitude von -100, -50, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200, 250, 300, 350, 400, 450 und 500 pA zur Hyper- bzw. Depolarisierung verwendet.
Hierbei fiel auf, dass 86,0 % der untersuchten Neuronen aufeinanderfolgende APs auf
einem depolarisierten  Plateaupotenzial generierten, bevor eine markante
Hyperpolarisation auftrat. Nach dieser Hyperpolarisation folgten APs auf einem deutlich
niedrigeren Repolarisationsniveau mit relativ regularem Abstand. Dieses sogenannte
,Bursting’ wurde zur Klassifikation der Neuronen herangezogen. Es diente bereits in
friheren Arbeiten zur Kategorisierung der Zellen (Gallagher et al., 1995).

Als ,Burster’ wurden Zellen definiert, die mindestens zwei aufeinanderfolgende APs
erzeugten, bevor ein markantes AHP auftrat. Das Bursting wurde anhand der Differenz
aufeinanderfolgender AHPs (AAHPn= AHPn+1 - AHPR) bei Messungen mit > 3 AP dhnlich
der Methode von Chen et al. (2011) bestimmt, wobei die AHP-Amplitude als negativster
Punkt zwischen zwei APs definiert wurde. Lag das negativste AAHP, dessen Betrag als
Bursting-Index (Bl) bezeichnet wird, unterhalb der festgelegten Marke von -2,5 mV,
wurde die Zelle als Burster klassifiziert.

Insgesamt lieRen sich unter allen gemessenen dLS-Neuronen (n=128) drei
unterschiedliche Populationen ausmachen (Abb. 3; 4). Die grof3te Population bildeten
mit 80,5 % (n=103) High-Threshold-Burster (HTB). Diese Zellen zeigten bei niedrigeren
Strominjektionen ein reguléares Feuerverhalten, bei hoheren Strominjektionen von 214,0
+ 9 pA ein Bursting-Verhalten; die geringste Strominjektion, die zur Generierung eines
APs fiihrte (Rheobase), |6ste dagegen noch kein Bursten aus (Abb. 3 B, E; 4). Es
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folgten mit 14,1 % (n=18) die regular feuernden Neuronen (RF), die bei keiner der
verwendeten Strominjektionen ein Bursting-Verhalten zeigten (Abb. 3 A, D; 4) und
schlie3lich die Low-Threshold-Burster (LTB) (5,5 %, n=7), bei denen das Bursting-
Verhalten bereits bei der ersten Strominjektion, die zur AP-Generierung fiihrte (57,0 £
11 pA), auftrat (Abb. 3 C, F; 4). Der BI unterschied sich signifikant zwischen Burstern
und Nichtburstern, aber nicht zwischen HTB und LTB (one-way ANOVA, F(, 125=22,08,
p<0,0001 fur HTB vs. RF und LTB vs. RF nach Tukey’s post-Test; p=0,6701 fir HTB vs.
LTB; Signifikanzniveau: p<0,001) (Abb. 4 B). Im Gegensatz dazu zeigte sich kein
wesentlicher Unterschied in der Rheobase der drei Neuronengruppen (one-way
ANOVA, Fe, 125=1,134, p=0,3249; Signifikanzniveau: p<0,05) (Abb. 4 D).
Erwartungsgemal unterschied sich die Stromstarke zwischen HTB- (214,0 £ 9 pA) und
LTB-Neuronen (57,14 + 11,5 pA), die zur Generierung des ersten Bursts notwendig war,
signifikant (ungepaarter t-Test, two9=4,443, p<0,001) (Abb. 4 C). Diese initiale
Klassifikation diente als Basis, um weitere physiologische Unterschiede bzw.

Gemeinsamkeiten der drei Zellpopulationen herauszuarbeiten.

3.1.2 Aktive und passive Membraneigenschaften der drei dLS-Zellpopulationen

Das ADP beeinflusst das Bursting von Neuronen, da gro3enabhdngig das
Schwellenpotential fur ein weiteres darauffolgendes AP erreicht werden kann (Metz et
al., 2005). Daher wurde im Folgenden Uberprift, ob das ADP der drei identifizierten
Zelltypen relevante Unterschiede zeigt. Hierfir erfolgten wiederholte kurze
Strominjektionen von 8 ms Dauer, deren Amplitude bei jeder Wiederholung sukzessive
um 10 pA erhéht wurde. HTB und LTB wiesen ein signifikant grof3eres ADP auf als RF-
Neuronen, wahrend sich das ADP zwischen LTB und HTB statistisch mittels one-way
ANOVA auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 nicht unterschied (one-way ANOVA,
Fe, 125y = 4,308, mit Tukey’s post-Test: p=0,0279 fur HTB vs. RF und p=0,0405 fur LTB
vs. RF; p=0,5152 fuir HTB vs. LTB; n=103; 7; 18) (Tab. 2).

In hippokampalen Pyramidenzellen folgt auf ein AP oder einen Burst ein AHP, das fur
die Regulation der Exzitation und Frequenzadaptation relevant zu sein scheint (Gu et
al., 2005).
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Abb. 3. Spektrum des Feuerverhaltens der Zellen im dLS

A, B, C: Die Zellen wurden mit 1 s langen Strominjektionen stimuliert. Uber jedem
Strompuls ist das gemessene Signal abgebildet. Unten links zu Beginn der
Spannungsmessung ist das jeweilige Ruhemembranpotenzial angegeben. A: RF, B:
HTB und C: LTB. D, E, F: Differenz der AHPs aus den darUber gezeigten Messungen
(AAHP). Die untere gestrichelte Linie markiert den AAHP-Wert von -2,5 mV, der als
Grenzwert zur Unterscheidung zwischen Burstern (Neuronen B und C) und
Nichtburstern (A) definiert wurde. G, H, I. Grafische Darstellung der AP-Frequenz in
Abhéngigkeit von der injizierten Stromstarke bei 1 s langen Stimulationen von RF (G,
n=18), HTB (H, n=103) und LTB (I, n= 7). Roter Graph: Mittelwerte + SEM.

Im Folgenden wurden die AHPs von mittlerer Geschwindigkeit (mAHPs) der dLS-
Neuronen miteinander verglichen. AHPs werden anhand ihres zeitlichen Auftretens nach
einem AP in schnelle sowie langsame AHPs unterteilt, wobei die mAHPs (50-100 ms
nach einem AP) ebenso zu den langsamen gehdren. Sie enstehen mal3geblich durch
Kalzium-aktivierte Kaliumkanéle (Matthews et al., 2009). Fur die Bestimmung des mAHP

wurden keine APs berlcksichtigt, die Bestandteil eines Bursts waren.
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Abb. 4. Klassifizierung der Neuronen im dLS anhand des Bursting-Verhaltens

A: Anteil von RF, HTB und LTB an der Gesamtzahl der gemessenen dLS-Neuronen B:
Darstellung der Mittelwerte (+ SEM) des Bl von RF (n=18), HTB (n=103) und LTB (n=7).
Signifikante Unterschiede der Bl bestanden zwischen RF und HTB sowie RF und LTB
(one-way ANOVA mit Tukey’s post-Test, *** markiert p<0,001). C: Schwellenamplitude
der Strominjektion zur Evozierung eines Bursts bei HTB (n=103) und LTB (n=7). ***
markiert p<0,001 mit ungepaartem t-Test. D: Die Rheobase bis zum ersten AP von HTB
(n=103), LTB (n=7) und RF (n=18) zeigte im Vergleich keine signifikanten Unterschiede
(one-way ANOVA, p>0,05).

In 90,6 % der gemessenen dLS-Neuronen konnte ein mAHP nach dem AP detektiert
werden (HTB: 94/103; RF: 16/18; LTB: 6/7). Es bestanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mAHP-Amplituden der drei Zelltypen (HTB: n=94; LTB: n=6;
RF: n=16; one-way ANOVA, F(, 125=1,318, p=0,2714,; Signifikanzniveau: p<0,05) (Tab.
2). Des Weiteren wurde das erste AP bei einer 1 s langen Strominjektion mit > 3 AP

analysiert. Mittels one-way ANOVA konnten keine signifikanten Unterschiede des



40

Schwellenpotenzials (Fe125y = 1,908, p=0,1526), der AP-Amplitude Uber dem
Schwellenpotenzial (F, 125) = 0,2589, p=0,7723) und der AP-Dauer auf Hohe der halben
Amplitude (Fe, 125y = 0,5587, p=0,5733) fur die drei Neuronengruppen auf einem
Signifikanzniveau von p<0,05 festgestellt werden (Tab. 2).

Ein weiteres Kriterium, das haufig zur physiologischen Charakterisierung von Neuronen
herangezogen wird, ist die Frequenz von APs wahrend langer andauernder
Depolarisationen. Dazu wurden die AP-Frequenzen der drei Zellpopulationen wahrend
den Strompulsen (1 s) in Abhangigkeit von der injizierten Stromstarke analysiert (s. Abb.
3 G, H, I). Wird in diesen Messungen die maximale Frequenz der APs verglichen, so ist
kein signifikanter Unterschied zwischen den Neuronen auszumachen (HTB: 14,8 + 0,7
Hz, n=103; LTB: 17,3 + 2,7 Hz, n=7; RF: 13,6 + 1,3 Hz, n=18; one-way ANOVA, F¢,
125)=0,7806, p=0,4604; Signifikanzniveau: p<0,05).

Es wurden weiterhin passive Membraneigenschaften bestimmt, woftir die Neuronen mit
250 ms lange Strominjektionen von -100 bis 20 pA im Intervall von 30 pA stimuliert
wurden. Weder das Ruhemembranpotenzial (one-way ANOVA, Fe, 125=1,808,
p=0,1683), der Membranwiderstand (one-way ANOVA, F, 125)= 2,197, p=0,1154) noch
die Membrankapazitat (one-way ANOVA, F2, 125)= 2,586, p=0,0793) zeigten signifikante
Unterschiede auf einem Signifikanzniveau p<0,05. Lediglich die Membranzeitkonstante
war signifikant unterschiedlich zwischen HTB- und RF-Neuronen (one-way ANOVA mit
Tukey’s post-Test, F, 125) = 2,905, p=0,0457 fir HTB vs, RF; Signifikanzniveau: p<0,05)
(Tab. 2).
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Tab. 2: Passive und aktive Membraneigenschaften der LTB-, HTB- und RF-Neuronen
im dLS

LTB (n=7) HTB (n=103) RF (n=18)

Passiv Ruhemembranpotenzial | -64,2+1,1 -65,6 £ 0,3 -64,2+0,7

(mV)

Membranwiderstand 198,3+45,1 182,8 + 10,8 247,8 £ 45,3

(MQ)

Membranzeitkonstante 33,9+4,1 348+12* 27, 7+24

(ms)

Membrankapazitat (pF) | 245,8 + 64,7 261,4+155 173,8 + 26,8
Aktiv Schwellen -36,3+2,1 -37,5+0,4 -39,3+1,2

potenzial (mV)

AP-Amplitude Uber dem | 70,4 + 6,9 73,8+1,2 73,1+2,6

Schwellenpotenzial

(mV)

AP-Dauer auf Hohe der | 1,4+0,2 1,6 +0,04 16+0,1

halben  AP-Amplitude

(ms)

Aktionspotenzial- 490 + 145,4 * 346,8+34,5* 125,5 £ 40,3

Nachdepolarisation /

ADP (mV*ms)

Nachhyperpolarisations | -42+1,1 -4,7+0,4 -6,1+0,8

potenzial von mittlerer | (n=6) (n=94) (n=16)

Geschwindigkeit mAHP

(mV)

Aufgelistet sind die Mittelwerte + SEM. Nicht alle Neuronen zeigten ein mAHP (LTB: 6/8;
HTB: 94/103; RF: 16/18). * markiert eine statistisch signifikante Differenz (one-way
ANOVA, gefolgt von Tukey’s post-Test fur p<0,05).

3.1.3 Reaktion von HTB-Zellen auf héherfrequente Stimulationen

Der grof3te nichthippokampale CA3-Ausgang ist die Projektion zum dLS (Swanson et al.,
1981). Das CA3-Region

hochfrequente netzwerkspezifische SPW-R mit Oszillationsfrequenzen bis zu 200 Hz,

neuronale Netzwerk der hippokampalen generiert
die fur die Ubertragung von Gedéachtnisinhalten vom Hippokampus zum Neokortex von
Bedeutung sind (Buzsaki, 1986; Oliva et al., 2016; Ego-Stengel und Wilson, 2010). Da
dLS-Neuronen bei langer anhaltender Depolarisation nur mit ca. 15 Hz feuern (Abb. 3
G-1), sollte geprift werden, ob hoéhere AP-Frequenzen durch frequenz-modulierte

Stimulationen erreicht werden konnen. Dies wurde in 18 HTB-Zellen, dem
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dominierenden Zelltyp des dLS, im Anschluss an die o. g. Stimulationsprotokolle
untersucht. Die Zellen wurden mit finf depolarisierenden 5 ms langen Strominjektionen
(1-2,5-fache Stromamplitude, bei der das Schwellenpotenzial bei der einzelnen kurzen
Strominjektion von 8 ms Uberschritten wurde) stimuliert (s. Abb. 5). Sowohl der Einfluss
des Interstimulus-Intervalls (Frequenzen von 5, 10, 20, 30 und 50 Hz) als auch der
Stimulus-Amplitude wurden untersucht. In 16 von 18 Neuronen wurden APs auf jeden
Stimulus generiert. Dabei war die AP-Wahrscheinlichkeit unabhéngig von der Puls-
Nummer und Frequenz (Abb. 5 F, G; two-way ANOVA, n=8 fur 1-1,49-fache
Stromstarke, F (16,140) = 0,9013 mit p=0,5690 und n=12 fur 1,5-2,5-fache Stromstarke, F
(16, 220) = 0,5391 mit p=0,9242; Signifikanzniveau: p<0,05). Die Wahrscheinlichkeit der
AP-Generierung in diesen Neuronen war bei jedem Stimulus von der Stimulus-
Amplitude abhangig (Abb. 5 F, G; two-way ANOVA, 5 Hz: F (1,90) =14,97, 10 Hz: F (1, 90)
=24,87, 20 Hz: F (1,90) = 29,67, 20 Hz: F (1, 90) = 29,67, 30 Hz: F (1,90) = 23,00, 50 Hz: F
(1, 90) = 17,09; Signifikanzniveau: p<0,05).
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Abb. 5. Verhalten von HTB des dLS nach Anregung mit Stromimpulsen bis zu 50 Hz
A-E: Beispiel eines zuvor als HTB klassifizierten Neurons, stimuliert mit funf je 5 ms
langen Stromimpulsen (doppelte initiale Schwellenstromstarke). Die Stromimpulse
wurden mit einer Frequenz von 5 (A), 10 (B), 20 (C), 30 (D) und 50 Hz (E) appliziert.
Das Ruhemembranpotenzial der Zelle betrug -63,9 mV. F, G: Wahrscheinlichkeit der
AP-Generierung der in A—E dargestellten Messungen. Die Stromstarke betrug in (F) das
1-1,49-fache und in (G) das 1,5-2,5-fache der Schwellenstromstarke. Die Graphen
bilden die Mittelwerte + SEM der AP-Wahrscheinlichkeiten bei unterschiedlichen
Frequenzen (5, 10, 20, 30, 50 Hz) in Abhangigkeit von der Puls-Nummer ab. F: n=8, G:
n=12. Insgesamt konnten in 16 von 18 stimulierten Zellen APs generiert werden. Dabei
war die AP-Wahrscheinlichkeit unabhéngig von der Puls-Nummer und Frequenz (two-
way ANOVA Fas, 140) = 0,9013, p=0,5690 fur die 1-1,49-fache Stromstarke und Fs, 220)
= 0,5391, p=0,9242 fur 1,5-2,5-fache Stromstarke; Signifikanzniveau: p<0,05). Durch
die Steigerung der Stromstérke stieg die Wahrscheinlichkeit der AP-Generierung bei
jedem der funf Pulse (two-way ANOVA; p<0,05).
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3.2 SST*- und SST--Neuronen im dLS

Das dLS enthalt zahlreiche SST-exprimierende GABAerge Neuronen (Risold und
Swanson, 1997a). In der vorliegenden Untersuchung sollte gepruft werden, ob die SST-
Expression mit den unterschiedlichen physiologisch charakterisierten Gruppen korreliert.
Versuche mit einem gefloxten rAAV-Vektor mit mCherry oder tdTomato in SST-Cre-
Tieren belegten die Prasenz zahlreicher SST-synthetisierender Neuronen im dLS (Abb.
6). Zur Analyse des physiologischen Verhaltens der dLS-Zellen wurden 3—6 Wochen
nach der Injektion des rAAV-Vektors die passiven und aktiven Eigenschaften der
fluoreszenten SST*- und der nichtfluoreszenten SST-Zellen analysiert und verglichen.
Von den acht untersuchten fluoreszenten SST*-Zellen wurden sieben als HTB und eine
als RF klassifiziert; unter den sechs nichtfluoreszenten SST--Zellen waren funf HTB und
eine RF. Es erscheint daher unwahrscheinlich, dass SST*- oder SST-Zellen
unterschiedlichen physiologischen Neuronenklassen (z. B. HTB oder RF) angehoren
(Abb. 7). Beim Vergleich der passiven und aktiven physiologischen Eigenschaften der
HTB-Neuronen, wurden keine signifikanten Unterschiede mittels ungepaarten t-Test auf
einem Signifikanzniveau von p<0,05 zwischen SST*- oder SST-Zellen sichtbar
(Ruhemembranpotenzial:  tu0=1,703, p=0,1194; Membranwiderstand: tu0=1,074,
p=0,308; Membranzeitkonstante: t10=0,5152, p=0,6176; Membrankapazitat: t0=1,08,
p=0,3055; Schwellenpotenzial: tu0=2,057, p=0,0667; AP-Amplitude Uber dem
Schwellenpotenzial: tw0=1,992, p=0,0835; AP-Dauer auf Ho6he der halben AP-
Amplitude: tw0=1,396, p=0,1928; mMAHP: t10=0,5828, p=0,5729; ADP: t©=0,3918,
p=0,7043; BI: t10=0,9506, p=0,3642) (Tab. 3). Auch die durchschnittliche Feuerfrequenz
der beiden Populationen zeigte statistisch keine relevanten Unterschiede (SST*: 12 +
1,3 Hz, SST: 16,4 + 2,3, ungepaarter t-Test, te4=1,779, p=0,0879; Signifikanzniveau:
p<0,05) (Abb. 7 D).
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tdTomato Expression in dLS

Abb. 6. Nachweis von SST*-Neuronen im dLS

Nach der Injektion eines konditionierten Cre-abhangigen rAAV-Vektors mit tdTomato in
SST-Cre Tieren lieBen sich SST*-Neuronen (rot) im dLS nachweisen. Links:
Ubersichtsaufnahme. Das Quadrat markiert die Nahaufnahme, die rechts zu sehen ist.
LV=lateraler Ventrikel, CC=Korpus callosum. Malstableiste: 200 um fur beide
VergréRerungen. Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Mikroskop durchgefihrt.
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Abb. 7. SST*-und SST-HTB im dLS
A, B: Beispiele fur die Generierung von APs einer fluoreszenten SST*-(A) und einer

nichtfluoreszenten SST-Zelle (B) im dLS. Die Neuronen wurden mit 1 s langen
Strominjektionen stimuliert (unterste Signale). Neben der untersten Spannungsableitung
steht das jeweilige Ruhemembranpotenzial. C: Differenzen des
Nachhyperpolarisationspotenzials (AAHP) aus A und B, die die gestrichelte Linie von
-2,5 mV (Grenzwert zwischen Burster und Nichtburster) Giberschreiten und das Neuron
als HTB identifizieren. Rot: SST*-Neuron, Blau: SST-Neuron. D: Vergleich der
Mittelwerte + SEM der AP-Frequenzen von SST*- und SST-Neuronen (rot, n=7) und
SST-Neuronen (blau, n=5) evoziert durch 1 s lange Strominjektionen. Ein signifikanter
Unterschied in den Feuerfrequenzen bestand nicht (ungepaarter t-Test; p>0,05).



Tab. 3: Passive und aktive Membraneigenschaften der HTB-SST*- und SST-Neuronen

a7

im dLS
SST* (n=7) SST (n=5)
Passiv Ruhemembranpotenzial (mV) -61,6+2,0 -65,8+0,7
Membranwiderstand (MQ) 202,7 + 44,2 279,8 + 58,3
Membranzeitkonstante (ms) 345+1,9 32,7+ 3,2
Membrankapazitat (pF) 245,8 + 64,7 261,4+ 155
Aktiv Schwellen -38,0+£0,9 -41,0+1,1
potenzial (mV)
AP-Amplitude Uber dem | 79,1+ 6,7 68,6 + 12,3
Schwellenpotenzial (mV)
AP-Dauer auf Hohe der halben | 1,4+ 0,2 1,0+£0,1
AP-Amplitude (ms)
Aktionspotenzial- 213,2+85,1 1746 £32,4
Nachdepolarisation ADP | (n=6)
(mV*ms)
Nachhyperpolarisationspotenz | -5,3+ 0,5 -59+1,0
ial von mittlerer
Geschwindigkeit mAHP (mV)
Bursting-Index (BI) -16,6 £ 3,9 -21,7+3,3

Passive und aktive Membraneigenschaften von SST*- und SST-HTB-Neuronen im dLS.
Die Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Man beachte, dass nur 6/7 der SST*-
Neuronen ein ADP aufwiesen. Keiner der Parameter zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen SST*-und SST-HTB Neuronen (ungepaarter t-Test, p>0,05).

3.3  Quantitative morphologische Eigenschaften der dLS-Neuronen

Fur die quantitative Analyse der Morphologie der dLS-Zellen wurde der Pipetten-
Innenlésung bei den ,Whole-cell current-clamp’-Messungen 0,3 % Biocytin zugefigt und
die Neuronen wurden nach den ,Patch-clamp’-Versuchen mit Streptavidin Alexa Fluor
555 gegengefarbt. Zu den sieben rekonstruierten Neuronen gehdrten sechs HTB und
ein LTB. Bei nur einer LTB-Zelle wurde der weitere Schwerpunkt auf HTB-Neuronen
gesetzt. Alle Neuronen waren multipolar mit 3—7 Dendriten, die initial vom Soma
abzweigen. Wie schon bei Alonso und Frotscher (1989) zeigten alle rekonstruierten

Neuronen dendritische Spines (Abb. 8 A), jedoch erst ab der zweiten bis dritten
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Verzweigung ab dem Soma (Dendriten 3. und 4. Ordnung). Die Somagrof3e der sechs
HTB betrug durchschnittlich 225,4 + 33,6 um?. Das Axon konnte lediglich sicher bei 4/6
identifiziert werden. Die abgebildete durchschnittliche Lange betrug 133,3 + 52,4 um.

A B
Streptavidin Alexa 555

Abb. 8. Morphologie der HTB

A: Rekonstruktion eines mit 0,3 % Biocytin geflllten und mit Streptavidin Alexa Fluor
555 inkubierten HTB im dorsalen Lateralen Septum (dLS). Die Aufnahmen wurden mit
einem konfokalen Mikroskop durchgefuhrt. Mal3stableiste: 100 ym. Die Dendriten des
Neurons zeigen eine umfangreiche Verzweigung. B: Modell-Rekonstruktion des
Neurons aus A. Eine Sholl-Analyse zur Quantifizierung der Dendritifizierung wurde
anhand der konzentrisch gezogenen Kreise (Radiusintervall 10 ym) um das Zentrum
des Somas durchgefuhrt.

Die durch die Sholl-Analyse ermittelte kritische Distanz befand sich 67 + 5,6 ym vom
Soma entfernt. Durchschnittlich wurden hier 20,8 + 2,3 Dendriten gezahlt. Dabei nahm
die Anzahl der Schnittpunkte bis 200 um von der Somamitte entfernt genauso rapide
wieder ab, wie sie vom Zentrum bis zur kritischen Distanz zugenommen hatte. Danach
bestanden nur noch wenige Schnittpunkte mit 2—3 bis 350 um vom Soma entfernt (Abb.
9 A). Der Ramifizierungsindex nach Schoenen betrug dabei 4,2 + 0,4. Korrespondierend
nahm der Logarithmus des Quotienten der Schnittpunkte eines konzentrischen Kreises
durch dessen zugehdriger Flache bis 350 um vom Soma ab (Abb. 9 B). Die Analyse der

Anzahl der Dendriten der verschiedenen Ordnungen sowie deren Lange zeigte, dass
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Dendriten der 2. und 3. Ordnung die meisten Verzweigungen besal3en und sich hier
auch die kritische Distanz befand. Ebenso konnten erst ab dieser Verzweigungshohe
Spines ausgemacht werden. Dieser Befund lasst vermuten, dass hier der Hauptteil der
exzitatorischen Afferenzen die Neuronen erreicht.

Mehr als bis zu funf Verzweigungspunkte besald keines der rekonstruierten Neuronen
(Abb. 9 C). Die Lange bis zur nachsten Verzweigung betrug durchschnittliche 82,5 + 9,7
um (Abb. 9 D).
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Abb. 9. Dendritenmorphologie der HTB-Neuronen im dLS

A-D: Quantitative Analyse der zuvor als HTB identifizierten Neuronen (n=6). A: Sholl-
Analyse: Mittelwerte + SEM der Anzahl der Schnittpunkte mit steigendem Radius. Rot:
Polynominale Kurvenanpassung. B—D: Rot: Mittelwerte + SEM B: Semi-log Methode der
Sholl-Analyse: Quotient aus Anzahl der Schnittpunkte der konzentrischen Kreise und
der zugehdrigen Kreisflache. Die Dichte der Dendriten sank mit steigender Entfernung
vom Soma. C: Anzahl der Dendriten der verschiedenen Ordnungen. D: Dendritenlange
in Abhangigkeit von der Dendritenordnung.
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3.4 CA3-dLS-Verbindung

3.4.1 dLS-Input von CA3-Projektionsfasern

Nach der Charakterisierung der intrinsischen physiologischen Eigenschaften der dLS-
Zellen, wurden die synaptischen CA3-Eingénge sowie das CA3-dLS-Netzwerk mittels
Optogenetik analysiert. Mittels eines rAAV-Vektors wurde ChR2-eYFP in Neuronen der
CA3-Region der rechten Hemisphéare exprimiert. Drei Wochen nach rAAV-Injektion
konnte ChR2-eYFP auch in Axonen von CA3-Neuronen bilateral innerhalb des dLS
detektiert werden (Abb. 10). Die Fasern der CA3-Neuronen projizieren dabei zunachst
strikt unilateral bis sie sich im Zielgebiet des dLS in beide Hemisphéaren aufzweigen. Die
Moglichkeit der Lokalisation des ChR2 ermoglichte in den folgenden Experimenten eine

schnelle und selektive lichtinduzierte Membrandepolarisation von CA3-Fasern im dLS.

3.4.2 Abhangigkeit der EPSP-Amplitude im dLS von der zur Stimulation der CA3-Fasern

verwendeten Laserintensitat

Vor der Analyse der synaptischen Eingange der CA3-Fasern wurden die aktiven und
passiven Membraneigenschaften bestimmt, um die Zellen anhand des Bursting-
Verhaltens zu kategorisieren. Alle folgenden Ergebnisse stammen von HTB. Insgesamt
wurde der Einfluss der synaptischen Eingdnge der CA3-Fasern auf 44 dLS-Neuronen
untersucht. Vier Neuronen waren keine HTB und wurden von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Die ChR2-exprimierenden Fasern wurden mit einzelnen, 10 ms langen
Lichtpulsen (Wellenlange 473 nm) mit steigender Laserintensitat stimuliert bis ein EPSP
zu erkennen war. Die notwendige Laserintensitat betrug zwischen 1,5 und 100 mW. Der
strikt monoexponentielle Anstieg des EPSP deutet auf eine synchrone Aktivierung der
dLS-Neuronen hin. IPSPs wurden nie detektiert (Abb. 11 A). Die EPSP-Amplitude hing
von der verwendeten Laserstarke ab (Abb. 11 A und B). Dabei kam es zur Saturierung

der weiteren EPSP-Zunahme bei dem 2,2-fachen der initialen Laserintensitat.
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Abb. 10. Input der CA3-Projektionsfasern zum dLS

3-6 Wochen nach stereotaktischer Injektion eines rAAV zur Transduktion eines
Fusionsproteins aus ChR2-eYFP in die rechte CA3-Region wurden die Tiere perfundiert
und koronare Hirnschnitte des Gehirns hergestellt. Es folgte die Signalverstarkung mit
einem anti-eYFP Antikdrper und die Analyse mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie.
A: Zusammengesetzte Aufnahme des Hippokampus 2.0 mm caudal vom Bregma.
ChR2-eYFP wird nach Injektion in CA3-Neuronen exprimiert. B, C: Darstellung des
Septums 1.0 mm rostral vom Bregma. Deutlich erkennbar sind die Axone der CA3-
Neuronen, die als mediales Faserbiindel im Septum aufsteigen und sich schlief3lich im
dLS aufzweigen. Das Quadrat in B markiert das vergrol3erte Areal dargestellt in C.
Mal3stableiste: stets 500 um. CC = Korpus callosum, V = 3. Ventrikel, GD = Gyrus
dentatus, CA1 = Cornus ammonis 1, CA3 = Cornus ammonis 3, LV = Seitenventrikel,
NC = Neokortex.
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Abb. 11. Abhangigkeit der Amplitude von EPSPs von der zur Stimulation verwendeten
Laserleistung der CA3-Eingénge

A: Zunahme der EPSP/AP-Amplitude in Abhéngigkeit der Laserintensitat. Das Beispiel
zeigt lichtevozierte EPSP und AP in einem Neuron des dLS durch die Stimulation von
CA3-Fasern mit 10 ms langen Lichtpulsen (473 nm) unterschiedlicher Intensitat (mW).
Das Ruhemembranpotenzial des Neurons betrug -68,7 mV. B: Mittelwerte + SEM der
EPSP-Amplituden von 40 HTB-dLS-Neuronen (Messungen wie in A). Die grune Linie
zeigt eine exponentielle Anpassung der Abhangigkeit der EPSP-Amplitude von der
Laserintensitat.  Uberschwellige  Stimulationen wurden nicht analysiert. Die
Normalisierung erfolgte auf die geringste Laserleistung, die zur Generierung eines
EPSP notig war. Es zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit der Amplitude von der
Laserleistung. Die maximale Amplitude wird dabei bei der 2,2-fachen der initialen
Laserleistung erreicht.

3.4.3 Synaptische Kurzzeitplastizitat im Theta-Bereich zwischen den CA3-dLS-

Verbindungen

Zur Charakterisierung der Dynamik von EPSPs in dLS-HTB-Neuronen wurden die
Fasern der CA3-Neuronen mit Mustern von je funf Pulsen (10 ms) und einer Frequenz
von 5, 10, 20 und 30 Hz und unterschiedlicher Laserintensitat (1,5-100 mW) stimuliert
(Abb. 12 A). Auch hier wurden die dLS-Neuronen zuvor anhand ihres Bursting-
Verhaltens (Bestimmung der aktiven und passiven Membraneigenschaften)
charakterisiert. Die Messdaten wurden auf Ph&nomene der Kurzzeitplastizitdt wie
synaptische Fazilitierung oder Depression hin untersucht. Zur Analyse wurde initial die
prozentuale Anderung der EPSP-Amplituden bei den einzelnen Stimuli untersucht.

Dabei wurde die Amplitude des ersten EPSP mit dem Durchschnitt der Amplituden der
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drei letzten EPSPs verglichen (Abb. 12 E). Bei Stimulationen mit 5 und 10 Hz zeigte sich
eine deutliche Zunahme der EPSP-Amplituden mit 34,0 + 5,9 % bei 5 Hz- und 17,2 + 4,6
% bei den 10 Hz-Stimulationen (stets n=40). Bei Frequenzen von 20 und 30 Hz
hingegen trat das gréf3te EPSP immer nach dem ersten Puls auf, weitere Pulse |6sten
geringere oder keine EPSPs aus. Von den 40 mit 20 Hz stimulierten dLS-Neuronen
folgte in 18/40 Zellen nach dem ersten EPSP kein weiteres. Bei den restlichen 22
Neuronen zeigte sich mit -80,5 + 5,9 % ein ausgepragter Amplitudenverlust. Vergleicht
man die Amplitudendynamik bei den 5, 10 und 20 Hz Messungen zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen (Abb. 12 C, F; Durbin-Sklillings-
Mack Test, Beobachteter Wert: X=42,467, Kritischer Wert: X(0,05, 2)=5,991, p<0,05). In
den Messungen mit 30 Hz wiesen lediglich drei der 38 stimulierten Neuronen weitere
EPSPs nach dem ersten auf. Zwar ist die Anzahl von drei wenig reprasentativ, dennoch
zeigt sich ein zunehmender Amplitudenverlust im Vergleich zu 20 Hz Stimulation mit -88
+ 5,9 %. Diese Ergebnisse zeigen eine ausgepragte Frequenzabhangigkeit synaptischer
Kurzzeitplastizitat. In 30 von 40 Messungen konnte mindestens ein AP mit einem der
funf Pulse generiert werden (Abb. 12 B). Es wurde daher die Wahrscheinlichkeit fur die
Generierung eines AP auf die finf Pulse errechnet (Abb. 12 D). Hierfir wurden nur
Messreihen ausgewahlt, bei denen mindestens ein und maximal vier AP generiert
wurden (Abb. 12 B), um unterschwellige und sattigende Stimulationen von der Analyse
auszuschlieBen. Ein Vergleich der AP-Wahrscheinlichkeiten bei den unterschiedlichen
Frequenzen korrespondierte mit den Ergebnissen der EPSP-Dynamik. Auch hier wurde
mit dem ersten Puls bei Frequenzen von 20 und 30 Hz ein AP generiert, danach nahm
die Haufigkeit immens ab. Dabei war die Wahrscheinlichkeit sowohl von der Frequenz
als auch von der Stimulusnummer abhangig (two-way ANOVA, F (12, 480) = 19,26 flr die
Interaktion, F (4 480) = 16,07 fur die Stimulusnummer und F (3, 480) = 83,08 flr die
Frequenz; nach Tukey’s post-Test p<0,001) (Abb. 12 D).
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Abb. 12. Ubertragung synaptischer Eingange von der CA3-Region auf das dLS

A: Beispiele der synaptischen Antworten eines dLS Neurons durch die Stimulierung der
CA3-Fasern im dLS mit 5, 10 und 20 Hz bei einer Laserintensitdt von 70 mW. B:
Beispiel eines dLS-Neurons mit 10 Hz Stimulierung der CA3-Fasern zur
Veranschaulichung der Aktionspotenzial- (AP) Generierung bei einer Laserintensitat von
75 mW. Links unten neben der obersten Signalkurven (A, B) ist das
Ruhemembranpotenzial angegeben. C: Frequenzabh&ngige Dynamik der Amplituden
von exzitatorischen postsynaptischen Potenzialen (EPSP) nach lichtevozierter
Stimulation von Channel-Rhodopsin-2- (ChR2) transzifierten CA3-Axonen mit funf je 10
ms lang dauernden Pulsen mit 5, 10, 20 und 30 Hz. Die Graphen bilden die Mittelwerte
+ SEM (5-20 Hz: n=40, 30 Hz: n=39) ab. D: Mittelwerte + SEM (5 Hz: n=25; 10 Hz: n=
27; 20 Hz: n= 27; 30 Hz: n=25) der AP-Wahrscheinlichkeit auf einen der funf Pulse. Die
AP-Wahrscheinlichkeit war signifikant sowohl von der Frequenz als auch von der
Stimulusnummer abhangig. (two-way ANOVA; p<0,001; Tukey’'s post-Test). Die
Ergebnisse aus D korrespondieren mit denen aus C. E: Beispiel einer 10-Hz-
Stimulation. Stim. zeigt die einzelnen Stimuli an. Die blauen Rechtecke markieren den
ersten und die letzten drei Stimuli. Die blauen Pfeile zeigen die Amplituden an. Die
Darstellung dient zum besseren Verstandnis von F. F: Anderung der EPSP-Amplitude in
% wahrend der Stimulation gemaf der Methode veranschaulicht in E. Der Mittelwert der
letzten drei Amplituden wurde mit der Amplitude des ersten EPSP verglichen. Negative
Werte bedeuteten eine Amplitudenabnahme, also Depression, wéahrend positive auf
Fazilitierung hindeuteten. Die Box-Plots zeigen den Median, den Interquartilsabstand,
Minimum und Maximum der Amplitudenanderung bei Stimulationen mit 5 Hz (rot), 10
Hz (blau) und 20 Hz (grin). * bedeutet p<0,05 (Durbin-Sklillings-Mack-Test,
beobachteter Wert: X=42,467, Kritischer Wert: X(0,05, 2)=5,991).

3.4.4 Einfluss des GABAa-Rezeptor-Antagonisten Gabazine auf die CA3-dLS/HTB-
Verbindung

Des Weiteren wurde untersucht, ob eine GABAa-Rezeptor-vermittelte Inhibition eine
Rolle bei der Verarbeitung der hippokampalen Eingéange einnimmt und ob sie zur
frequenzabhangigen Dynamik der exzitatorischen synaptischen Transmission beitragt.
Hierzu wurden wieder die ChR2-exprimierenden CA3-Axone mittels kurzer (10 ms)
Lichtpulse (473 nm) erregt und die resultierenden postsynaptischen Potenziale
gemessen. Diese Messungen wurden dann in Anwesenheit des selektiven GABAAa-
Rezeptor-Antagonisten Gabazine (10 uM) wiederholt und der Effekt von Gabazine auf
die Kinetik und Amplitude der postsynaptischen Potenziale quantifiziert. Insgesamt
wurde nach Laserstimulation optogenetisch die Kinetik der CA3-Eingange auf acht HTB
vor und nach Gabazine-Applikation untersucht (Abb. 13 A). Bei den 10 ms langen

Einzelpuls-Stimulationen kam es durch die Gabazine-Gabe weder zu einer signifikanten
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Erhéhung der EPSP-Amplitude (Kontrolle: 6,0 + 1,4 mV; Gabazine: 6,8 + 1,5 mV;
gepaarter t-Test, t7)=0,8, n=8, p=0,4308; Signifikanzniveau: p<0,05), noch zu einer
veranderten Spanne zwischen De- zu Repolarisation auf halber Hohe der Amplitude
nach einem Laserpuls von 10 ms (Kontrolle: 33,9 + 4,1 ms; Gabazine: 39,7 + 4,5 ms;
gepaarter t-Test, t7)=1,3, n=8, p=0,2476; Signifikanzniveau: p<0,05) (Abb. 13 B und C).
Jedoch kam es zu einer signifikanten Depolarisation des Ruhemembranpotenzials von
-67 mV + 1 mV vor Gabazineapplikation auf -65 + 0,8 mV danach (gepaarter t-Test,
t»=4,579, p=0,0025; n=8; Signifikanzniveau: p<0,01) (Abb. 13 D, F). Eine
Depolarisation des Ruhemembranpotenzials nach Hemmung der GABAa-Rezeptoren
deutet auf eine mogliche tonische Inhibition hin. Zur weiteren Validierung dessen, wurde
untersucht inwieweit sich durch Hemmung der GABAa-Rezeptoren die
Membranzeitkonstante wahrend der EPSP-Repolarisation verandert. Die Messungen
wurden hierfur gegebenenfalls skaliert und die Membranzeitkonstante mittels
exponentiellem Fit vom Amplitudenmaximum bis zum Ruhemembranpotenzial ermittelt
(Abb. 13 E). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Repolarisationszeit unter
Gabazine in den acht Zellen von vor 58,1 + 7,6 ms auf durchschnittlich 51,3 + 5,8 ms
nach  Gabazineaaplikation  (gepaarter t-Test, t{»=2,076, p=0,0766; n=8,
Signifikanzniveau: p<0,05) (Abb. 13 G).

Bezlglich der Untersuchung des Einflusses von Gabazine auf die Dynamik der
synaptischen Transmission erfolgten Faserstimulationen mit funf Pulsen (je 10 ms) mit
einer Frequenz von 5, 10 und 20 Hz in acht Neuronen (Abb. 14 A, B, C). Die Analyse
der Kurzzeitplastizitat zeigte beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der Gabazine-
Gruppe sowohl bei 5- als auch 10-Hz-Stimulationen keinen signifikanten Einfluss von
Gabazine auf die prozentuale EPSP-Anderung (n=8, Wilcoxon-Test; 5 Hz: p=0,3125; 10
Hz: p=0,6406) (Abb. 14 F). Da bei den 20 Hz-Stimulationen in nur zwei Neuronen auf
das erste EPSP weitere EPSPs folgten, wurde auf die weitere Analyse verzichtet.

Zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit der AP-Generierung wurden 5-Puls-
Stimulationsexperimente (je 10 ms, 5 und 10 Hz) vor und nach Gabazine-Gabe
durchgefuhrt. Ausgewertet wurden sechs der acht Neuronen, die Uuberschwellig
stimuliert werden konnten. Sowohl bei 5 Hz als auch bei 10 Hz stieg die
Wahrscheinlichkeit der AP-Generierung nach Gabazine-Applikation nach jedem Puls
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signifikant an (gepaarter t-Test, 5 Hz: t«=7,5, p=0,0017; 10 Hz: t«=13,2, p=0,0002;
Signifikanzniveau: p<0,05) (Abb. 14 D und E).

Bei den Einzelpuls-Stimulationen und der EPSP-Dynamik war zwar kein Einfluss der
GABAAa-vermittelten Inhibition erkennbar, jedoch bei Gberschwelligen Stimulationen im
Theta-Bereich von 5-10 Hz.
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Abb. 13. Einfluss der GABAAa-Rezeptor-vermittelten Inhibition im CA3-dLS-Netzwerk auf
HTB-Neuronen

Wahrend der optogenetischen Versuche wurde die GABAAa-Rezeptor-vermittelte
Inhibition mittels des Rezeptorblockers Gabazine aufgehoben. A: Die CA3-Fasern
wurden im dLS zunachst mit 10 ms langen Einzelpulsen vor und nach
Gabazineapplikation stimuliert und die EPSP-Amplituden in dLS-HTB-Neuronen
untersucht. Grau: Kontroll-EPSP, Grin: EPSP nach Gabazineapplikation. B, C: Der
Vergleich der Kinetik zeigte keine signifikanten Unterschiede bei den EPSP-Amplituden
(B) und der Spanne zwischen De- zu Repolarisation auf halber Héhe der Amplitude bei
den Einzelpuls-Stimulationen (C) (gepaarter t-Test; Amplitude: t7=1,2, n=8, p=0,2875;
Spanne zwischen De- zu Repolarisation auf halber Hohe der Amplitude: t#=1,3, n=8,
p=0,2476; p>0,05). Das Ruhemembranpotenzial stieg hingegen signifikant in allen
Neuronen nach Gabazineapplikation an (gepaarter t-Test; n=8; ** markiert p<0,01) (D,
F). Ein signifikanter Unterschied der Membranzeitkonstante nach Hemmung der IPSPs
war nicht festzustellen (gepaarter t-Test; n=8; p>0,05) (E, G). Das
Ruhemembranpotenzial des dargestellten Neurons betrug -69,4 mV. Grau: Kontrolle
EPSP, Grin: EPSP nach Gabazineapplikation. Rot: Mittelwerte + SEM.
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Abb. 14. Einfluss der GABAa-Rezeptor-vermittelten Inhibition auf Ph&nomene der
Kurzzeitplastizitat auf HTB-Neuronen im CA3-dLS-Netzwerk

A, B, C: Bezuglich der Untersuchung auf Phanomene der Kurzzeitplastizitat erfolgten
Faserstimulationen mit finf Pulsen von je 10 ms Lange mit einer Frequenz von 5, 10
und 20 Hz in acht Neuronen. Dargestellt sind stets die Mittelwerte + SEM. Die
Amplituden zeigen einen ahnlichen Verlauf in der Kontroll- und Gabazinegruppe bei 5
(A), 10 (B) und 20 Hz (C). D, E: Dagegen erhohte sich die Wahrscheinlichkeit der AP-
Generierung bei einer 5-Puls-Stimulation (5 (D) und 10 Hz (E)) nach Gabazine-Gabe fir
jeden der funf Pulse (n=6, gepaarter t-Test; p<0,05). * markiert einen signifikanten
Unterschied. F: Vergleich der prozentualen Anderungen der EPSP-Amplituden zwischen
der Kontrollgruppe (K, grau) mit der Gabazinegruppe (G, grin) bei 5 und 10 Hz. Der
Mittelwert der letzten drei Amplituden wurde mit dem ersten EPSP verglichen (Methode:
S. Abb. 12 E). Darstellung von Box-Plots mit dem Median, Interquartilsabstand sowie
Minima und Maxima. Es zeigte sich keine signifikante Anderung in Bezug auf
Phanomene der synaptischen Kurzzeitplastizitit durch GABAa-Rezeptor-vermittelte
Inhibition (Wilcoxon-Test; 5 Hz: p=0,3125; 10 Hz: p=0,6406).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die dLS-Neuronen sowohl
elektrophysiologisch (,Whole-cell current-clamp’-Methode) als auch morphologisch
charakterisiert sowie die physiologischen Eigenschaften von SST-Neuronen im dLS
(CrelloxP-System) untersucht. Weiterhin wurden die dCA3-Eingange selektiv auf HTB-
dLS-Neuronen analysiert, um ein tiefergehendes Verstandnis des dCA3->dLS—>VTA-

Netzwerks zu erhalten.

4.1  Charakterisierung der Mehrheit der dLS-Neuronen als Burster

Es wurde zunachst versucht, mittels ,Whole-cell current-clamp’-Messungen anhand von
passiven und aktiven Membraneigenschaften, einen Einblick in die Physiologie der dLS-
Neuronen zu erhalten sowie diese zu klassifizieren. Bei der Untersuchung der aktiven
Membraneigenschaften fiel auf, dass die Mehrheit der dLS-Neuronen Burstentladungen
zeigen. Eine physiologische Klassifikation der dLS-Neuronen anhand der Bursting-
Fahigkeit wurde bereits von Gallagher et al. (1995) durchgefuhrt. Bei der
Kategorisierung der Zellen anhand ihres Bursting-Verhaltens definierten die Autoren
Burster als Zellen, die mindestens vier APs mit einer Frequenz von > 20 Hz generieren.
Dabei wurden in der Arbeit Bursts beschrieben, die bei leichter, jedoch standiger
Depolarisation aufgetreten sind und die Stimulation ging tber mehrere Sekunden. In der
vorliegenden Arbeit wurden jedoch Zellen als Burster bezeichnet, die mindestens zwei
APs aufeinanderfolgend generierten, bevor sie eine markante Hyperpolarisation zeigten.
Die Zuordnung der Zellen zu Burstern bzw. Nichtburstern erfolgte anhand der Differenz
der AAHP in Messungen mit > 3 AP &hnlich der Methode von Chen et al. (2011) (s. Kap.
3.1.1). In der Literatur existieren unterschiedliche Bursting-Definitionen (Ranck, 1973;
Sanabria et al., 2001; Simonnet und Brecht, 2019). Gemeinsame Charakteristika sind
jedoch eine kurze Generierung mehrerer schnell aufeinanderfolgender APs, haufig auf
einer plateauartigen  Depolarisation, gefolgt von einer Pause und/oder
Repolarisationsphase. Die Entscheidung fiel hier auf diese Definition, da bei den initialen

explorativen Messungen zwischen einzelnen AP-Gruppen eine ausgepragte
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Hyperpolarisation auffiel. Analog zur Arbeit von Gallagher et al. (1995) wurden im
Rahmen der vorliegenden Untersuchung im dLS Neuronen mit der Fahigkeit zum
Bursten sowie regular feuernde Neuronen mit gleichmafigen AP-Abstand beobachtet.
Auch bei Gallagher et al. (1995) wurden drei Zellgruppen mit unterschiedlichen Bursting-
Fahigkeiten beobachtet. Trotz abweichender Definition wurde ein relativ dhnliches
Verhéltnis der Zelltypen ermittelt. Neuronen, die bereits bei der Rheobase bursten (LTB,
Gallagher et al.: Typ-llI-Neuronen) waren am seltensten (Gallagher et al.: 15 %, hier: 5,5
%), gefolgt von Neuronen ohne Bursting-Fahigkeit (RF, 14,1 %; bei Gallagher et al.:
Typ-I-Neuronen, 20%). In beiden Arbeiten dominierten Neuronen, die bursten (HTB,
80,5 %; Gallagher et al.: Typ-lI-Neuronen, 60-70 %). Bei Gallagher et al. (1995) konnten
diese Zellen jedoch nur im Beisein von Muscarin, einem Agonisten an muskarinergen
Acetylcholinrezeptoren, oder  trans-ACPD ((£)-1-Aminocyclopentane-trans-1,3-
dicarboxylic Saure), einem Agonisten der Gruppe | und |l metabotropen
Glutamatrezeptoren, bursten. Ein Bursten ohne die Aktivierung von metabotropen
Rezeptoren, wie in der hier vorliegenden Arbeit, konnten Gallagher et al. nicht
beobachten. Eine Ursache kdnnte in der Nutzung der scharfen Mikroelektroden liegen.
Bereits in zuvor publizierten Arbeiten wurde gezeigt, dass im Vergleich zu ,Whole-cell
patch-clamp’-Messungen deutlich mehr Strom notwendig war, um in bestimmten
Neuronen das gleiche Feuermuster zu erhalten (Aiken et al., 2003). Haufig liegt dies an
den Membranschaden, die scharfe Elektroden verursachen und mit damit
einhergehenden Leckstromen. Einschrankend ist zu erwahnen, dass andere Studien
veranschaulichen konnten, dass sich mit scharfen Mikroelektroden die eigentlichen
Feuermuster nicht verandern (Li et al., 2004).

Eine weitere Ubereinstimmung der hier vorliegenden Arbeit und den Ergebnissen von
Gallagher et al. besteht darin, dass das ADP in burstenden Neuronen signifikant grof3er
war als in RF- bzw. Typ-I-Neuronen. Dariiber hinaus hatten bei Gallagher et al. Typ-I-
Neuronen grof3ere Nachhyperpolarisationpotenziale im Vergleich zu den anderen
beiden Zellgruppen, wéhrend es in dieser Arbeit keine relevanten statistischen
Unterschiede in den mAHPs gab (Kap. 3.1.2).

Die Burstentladung ist ein ubiquitar vorkommendes Phanomen im ZNS. Sowohl
extrinsische als auch intrinsische Eigenschaften fuhren zu diesem Vorgang. Die

Wirkmechanismen sind mannigfaltig. Generell lassen sich jedoch einige wesentliche
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Feststellungen zusammenfassen. Zum einen erhoht die Burstentladung die
Wahrscheinlichkeit der Informationsibertragung, insbesondere an instabile Synapsen
(Huerta und Lisman, 1995; Lisman, 1997). Burstende Neuronen zeigen dabei einen viel
starkeren Einfluss auf ihre Zielneuronen als regular feuernde Zellen (Shermann, 2001).
In einem Stimulationsverlauf kodieren einzelne APs und Bursts parallel far
unterschiedliche Informationen (Malinow et al., 1994; Oswald et al., 2004; Stevens und
Wang, 1995). Gleichzeitige sensorische und motorische Eingédnge rufen dendritische
Spikes hervor (durch supralineare Integration) (Xu et al., 2012). Diese dendritischen
Spikes konnen AP-Bursts hervorrufen, die dann wiederum als Code fur gefuhlte
Beruhrung (sensorisch) bei gleichzeitiger Bewegung (motorisch) dienen (Kock et al.,
2021; Larkum et al., 1999). Auch férdern Burstentladungen die Komprimierung, Filterung
und Prazisierung von Informationen (Lisman, 1997). ,Place-Fields’ lassen sich praziser
definieren, wenn Neuronen bursten (Otto et al., 1991). Wie bereits in der Einleitung
dargelegt stellten Luo et al. (2011) fest, dass der dCA3—>dLS—>VTA-Pfad eine Rolle bei
kontextabhéngigem zielgerichtetem Handeln spielt. Dies setzt voraus, dass zuverlassig
Informationen Uber den raumlichen Kontext des Tieres vom Hippokampus zum VTA
weitergeleitet werden, um eine Assoziation mit einer moglichen Belohnungen
herzustellen. Bei Luo et al. (2011) waren dies Informationen tber bestimmte oOrtliche
Begebenheiten, die auf die Verfugbarkeit von Suchtmitteln hinwiesen. Um
kontextrelevante Informationen von der dCA3 weiterzuleiten, sind Filtermechanismen in
den Zielregionen unabdingbar. Cattaneo et al. (1981) zeigten, dass im priméren
visuellen Kortex die Prasentation von visuellen Stimuli sowohl die Rate an einzelnen
APs, aber auch an Bursts erhdhte. Burstentladungen schienen dabei insbesondere bei
der Orientierung eines Gegenstandes im Raum von grol3er Relevanz zu sein wéhrend
einzelne APs hierbei keine Rolle spielten und eher eine Form von Rauschen darstellen.
Die Fahigkeit einzelner APs, die eventuell beim spontanen Feuern einen Stdrfaktor
darstellen, zu filtern ohne Bursts zu kompromittieren, stellt eine sinnvolle Filterfunktion
dar (Lisman, 1997). Auch im dLS konnte dies das Feuerverhalten der Neuronen erklaren
und den burstenden Interneuronen eine Filterfunktion zusprechen. Burstentladung ware
hier auch ein Ansatz, um die Ubertragungssicherheit von Informationen zu

gewahrleisten.
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Einschrankend ist zu erwdhnen, dass in den Versuchen der vorliegenden Arbeit durch
die optogenetischen Stimulationen keine Bursts generiert werden konnten, sondern
lediglich durch die elektrischen Stimulationen. Dies spricht dafir, dass es sich bei den
dLS-Neuronen eher um eine intrinsische Eigenschaft der Neuronen handelt (ein quasi

fest installierter Filter) als um eine Netzwerkeigenschatft.

In den vorliegenden Messungen generierten sowohl HTB als auch LTB wéhrend einer
Stimulation vornehmlich initial eine plateauartige Burstentladung, um dann nach einem
signifikanten AHP akkomodierend regulare APs zu erzeugen (Abb. 3 B, C). Ein initiales
Burstentladen wurde sowohl bei einigen Pyramidenneuronen im Subikulum und in der
Schicht V des Neokortex als auch bei einigen Interneuronen nachgewiesen (Dunn et al.,
2019; Markram et al., 2004; Wang et al., 2004). Der initiale Burst entsteht vor allem
wahrend einer starken Depolarisation der Dendriten. Die reine Stimulation des Somas
fuhrt dagegen u. a. in den Pyramidenzellen der Schicht V des Neokortex zu reguléren
APs. Ursache hierfiir ist meist eine Interaktion aus dendritischen Ca?*- und somatischen
Na*-Stromen (Schwindt und Crill, 1999). Es zeigte sich somit in dieser Arbeit, dass das
dLS eine weitere Region darstellt, die burstende Projektionsneuronen besitzt, die stets,
jedoch nicht ausschlief3lich, zu Beginn einer Stimulation bursten. Welche Funktion das

initiale Burstentladen erfillt ist bisher ungewiss.

4.1.1 SST*-HTB-Neuronen des dLS

Neben einer physiologischen Klassifikation, erfolgte in der vorliegenden Arbeit erstmals
eine Charakterisierung der Neuronen des dLS unter Bericksichtigung ihres
hauptsachlichen molekularen Markers. Risold und Swanson (1997b) klassifizierten
anhand der anatomischen Lage, der Ein- und Ausgange sowie mittels in-situ
Hybridisierung drei Regionen im LS wund identifizierten SST*-Neuronen als
Hauptneuronen im dLS. SST*-Neuronen sind relativ heterogen, unterscheiden sich je
nach Gebiet und Funktion in ihren molekularen, elektrophysiologischen sowie
anatomischen Eigenschaften (Fishell und Rudy, 2011; Gibson et al., 1999; Hu et al.,
2013; Markram et al.,, 2004). Sie sind u. a. im Hippokampus sowie im Neokortex

wichtige Interneuronen mit hoher Spontanaktivitat speziell im Theta-Bereich von 4-10
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Hz (Fanselow et al., 2008; Urban-Ciecko et al., 2015). Durch die vorliegenden
Untersuchungen konnte das Ergebnis von Risold und Swanson (1997b), dass das dLS
vorwiegend durch viele SST-exprimierende Neuronen charakterisiert wird, in transgenen
SST-Cre-Mausen reproduziert werden. Eine Cre-abhéangige Expression von tdTomato-
bzw. mCherry-Genen nach AAV-Injektion ins Septum dieser Mause fiuhrte
ausschlie3lich im dLS zur Expression der beiden Marker. Das Experiment belegt die
Existenz eines ausgedehnten Netzwerkes von SST*-Neuronen im dLS (Abb. 6). Bei der
physiologischen Charakterisierung der SST*- und SST-Neuronen mittels der ,Whole-cell
current-clamp’-Methode zeigte sich, dass die Mehrheit der SST*-Neuronen HTB waren.
Weiterhin zeigten die SST*- und SST-Neuronen im dLS keine Unterschiede beztglich
der Burstentladungen und der passiven und aktiven elektrophysiologischen
Eigenschaften auf. Die Mehrheit der SST*- und SST-Neuronen waren HTB, die sich in
den aktiven und passiven Membraneigenschaften nicht unterschieden. Dennoch bleibt
offen, ob die Zellen unterschiedliche Ein- und Ausgange aufweisen und so in
unterschiedlichen Netzwerken eine Rolle einnehmen. Auch lieBen sich Rezeptoren fir
SST in den dLS-Zielgebieten bisher nicht nachweisen. Sowohl im Ncl. supramammilaris,
lateralen Hypothalamus sowie dem VTA sind SST*-Interneuronen vorzufinden, jedoch
konnten entsprechende Rezeptoren, bis auf im dLS selbst, bisher nicht nachgewiesen
werden (Gonzalo Ruiz et al.,, 1999; Nagaeva et al., 2020; Reubi und Maurer, 1985).
Interessanterweise sinkt die SST-Produktion in erwachsenen Nagern (Forloni et al.,
1990). Moglicherweise unterscheidet sich die Funktion der Zellen daher nur in den
frihen Phasen der Ontogenese. Dartber hinaus wurde im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung ein SST*-Neuron mit RF-Charakteristika identifiziert. Dieser Befund lasst
den Schluss zu, dass nicht alle SST*-Neuronen per se HTB sind. Bei der Interpretation
der Ergebnisse sollte bertcksichtigt werden, dass nicht auszuschliel3en ist, dass einige
der als SST-Neuronen klassifizierten Zellen SST exprimieren, da moglicherweise nicht
alle Neuronen mittels rAAV infiziert wurden. Ebenso ist zu beachten, dass Neuronen
auch falschlicherweise als SST* identifiziert wurden. Eine solche falsch positive
Markierung mittles rAAV-Vektor konnte bei der hier verwendeten SST-Cre-Mauslinie
bereits in der hippokampalen CA3 nachgewiesen werden (Muller-Komorowska et al.,
2020). Diese falsche Markierung betrifft jedoch nur wenige Zellen (Hu et al., 2013). Eine

gleichzeitige Markierung der Neuronen nach den Messungen mittels einer
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Antikorperfarbung héatte hier ergédnzend zur Verifizierung und Prazisierung fihren

konnen.

4.1.2 Morphologische Eigenschaften der HTB-dLS-Neuronen

Die HTB-Neuronen wurden mittels einer Kombination aus elektrophysiologischen und
morphologischen Experimenten genauer charakterisiert. Die Somagrtf3e der Zellen
betrug 225,4 + 33,6 um? Weiterhin zeigten die HTB-Zellen morphologisch eine
immense Dendritifizierung mit initial 3—7 Dendritenabgadngen und einer kritischen
Distanz, also die héchsten Verzweigungsdichte, 67 + 5,6 ym vom Soma entfernt. Hier
befanden sich die Dendriten der dritten Ordnung. Ebenso konnten erst ab dieser
Ordnungshohe dendritische Spines ausgemacht werden. Die meisten exzitatorischen
Synapsen sind auf dendritischen Spines lokalisiert (Berry und Nedivi, 2017), wo sich
vermutlich auch hier der meiste dCA3-Input befindet. Diese Gegebenheit gewahrleistet
durch eine relativ kurze kritische Distanz im Vergleich zur Gesamtlange der Dendriten
eine reliable, schnelle und effektive Informationsibertragung und tragt damit zu einer
starken funktionellen Konnektivitat der dCA3-dLS-Verbindung bei. Da alle untersuchten
Neuronen initiale Burstentladungen generierten und diese durch eine starke
Depolarisation von Dendriten, durch Interaktion dendritischer Ca?*- und somatischer
Na*-Strome (Schwindt und Crill, 1999), verursacht werden, liegt die Vermutung nahe,
dass nahe der aktivierten Spines auch die erwarteten Ca?*-Stréme generiert werden.
Die Morphologie der RF- und LTB-Neuronen und eventuelle Unterschiede dieser
Zellpopulationen im Vergleich zu den HTB-Neuronen bleiben offen, da es nicht gelang,
diese Neuronen in ausreichender Anzahl zu rekonstruieren. Weitere systematische
Untersuchungen wéren notwendig, um die Morphologie der SST*/SST-Neuronen in

Kombination mit deren elektrophysiologischen Eigenschaften zu erkunden.

4.1.3 Theta als fuhrender Rhythmus der dLS-Neuronen

Eine auch klinisch weit verbreitete Moglichkeit Gehirnaktivitat zu messen, ist das

Elektroenzephalogramm (EEG). Die dabei registrierten rhythmischen oszillierenden
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Feldpotenziale werden anhand ihrer Frequenz eingeteilt und sind sowohl in Nagetieren
als auch in Menschen mit bestimmten Verhaltensmustern assoziiert. Die dominierende
oszillatorische Aktivitat des Hippokampus sind Theta-Wellen mit einer Frequenz von ca.
4-10 Hz. Sie entstehen durch die synchronisierte Aktivitdt von inhibitorischen und
exzitatorischen Neuronen vornehmlich in Verbindung mit cholinergen Eingdngen des
medialen Septums/diagonalen Bands von Broca (Dannenberg et al., 2015; Petsche et
al., 1962). Theta-Wellen im Hippokampus von Mausen treten wahrend des Erforschens
der Umgebungen (z.B. Lokomotion, Schniffeln und dergleichen) auf, aber auch
wéahrend des paradoxen REM- (engl. Rapid Eye Movement) Schlafs (Jouvet, 1969;
Vanderwolf, 1969). Sie sind fundamental fur das Kodieren und die Integration neuer
Informationen in bestehende Gedachtniskonstrukte bzw. bei der Kopplung von
semantischen und episodischen Gedachtnisinhalten (Berry und Thompson, 1978;
Buzsaki, 2002; Buzséaki, 2005; Lega et al., 2012; Pickenhain und Klingberg, 1967). In
Menschen ist die klinische Definition von Theta 4-8 Hz, wahrend Alpha mit 8-12 Hz
definiert wird. In Nagetieren hingegen haben Frequenzen von 4-10, z. T. bis 12 Hz die
gleiche physiologische Bedeutung und gelten kombiniert als Theta (Goyal et al., 2020).
Bereits 1998 machten Pedemonte et al. zwei unterschiedliche Populationen im dLS aus:
zum einen ca. 68 % der Neuronen, die in Korrelation mit hippokampalen Theta-
Rhythmen aktiv waren und zum anderen die restlichen 32 %, deren physiologische
Aktivitat unabhangig von hippokampalen Theta-Feldpotenzialen war. Dabei zeigten
diejenigen Neuronen, die in Korrelation mit hippokampalen Theta-Wellen aktiv waren,
eine Bursting-Aktivitat, wahrend die anderen meistens isolierte APs generierten. Luo et
al. (2011) verifizierten durch die elektrische Stimulation der dCA3 und Ableitungen im
VTA, dass die Mehrheit der VTA-Neuronen auf Stimulationen der dCA3-Neuronen in
Theta-Frequenzbereich reagierte. Dabei beobachteten sie zwei unterschiedliche
Antworten. Die Stimulation erhfhte zum einen die Feuerrate von potenziell
dopaminergen Neuronen, wahrend die Feuerrate der vermeintlich GABAergen
Interneuronen sank. Die Hemmung des dLS mittels GABA unterband diese
Signalweitergabe und lasst somit vermuten, dass die hippokampale Theta-Aktivitat das
VTA via dLS erreicht. Somit scheint das dLS nicht nur mit der hippokampalen Theta-
Aktivitat verbunden, sondern auch bei der Weitergabe dieser Rhythmen an subkortikal

gelegene Regionen wie dem VTA beteiligt zu sein. In unseren Untersuchungen zeigten
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alle Neuronen ein grundlegendes Feuerverhalten auf langere Depolarisationen im
Theta-Bereich, wobei kein Unterschied zwischen RF, LTB und HTB bestand (s. Kap.
3.1.2, Abb. 3 G, H und I). Die Mehrheit dieser Neuronen generierte Bursts. Vermutlich
sind dabei die Neuronen mit der Fahigkeit der Burstentladung, also HTB und LTB,
diejenigen, die in Abhangigkeit der Theta-Wellen im Hippokampus aktiv sind. Diese
wurden dann dafir sorgen, dass hippokampale Aktivitdtsmuster reliabel in den
Zielgebieten ankommen, also auch im VTA. Umgekehrt wirde dies bedeuten, dass die
RF-Zellen unabhangig von der hippokampalen Theta-Aktivitat sind. Hier ergeben sich
mehrere Fragen. Zum einen ist unklar, ob ein Unterschied zwischen der Ubertragung
mittels HTB oder LTB existiert. Auch bleibt offen, welche Funktion den RF-Neuronen
zukommt. Weitere Untersuchungen waren hier notwendig. Ebenso sollte das
Vorkommen der dCA3-Eingange auf RF-Neuronen néher untersucht werden, da es sich
in der vorliegenden Arbeit bei zwei der auf dCA3-Eingange analysierten dLS-Neuronen
um RF-Neuronen handelte. Durch die vorliegende Untersuchung konnte gezeigt
werden, dass die Neuronen im dLS nach langeren Depolarisationen APs im Theta-
Bereich generieren und die Mehrheit dieser Neuronen zur Burstentladung fahig waren.
Zudem waren die untersuchten Neuronen in der Lage, exzitatorische Signale im Theta-
Bereich aus der dCAS3 reliabel zu verarbeiten. Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass vor allem LTB und HTB an der Weitergabe der hippokampalen Thetaaktivitét
beteiligt sind. Dieser Befund ist insbesondere fir die Betrachtung der potenziellen Rolle
des dLS bei der Informationsweitergabe von der dCA3 an das VTA sowie bei der
kontextabhéngigen Steuerung zielgerichteten Verhaltens durch raumliche Stimuli
relevant. Die Generierung von APs im Theta-Bereich in dLS-Neuronen spricht fir eine
Beteiligung des dLS an der Verknupfung von kontextabhéngigen Informationen aus dem

Hippokampus mit dem dopaminergen Belohnungssystem des VTA.

4.2  dLS als Filterstation zwischen Lernen und Belohnung

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die dCA3-dLS-Verbindung mittels der
optogenetischen Methode untersucht. Dabei wurde die Mehrzahl der Messungen von
HTB-Neuronen abgeleitet. Im Folgenden beschrénkt sich die Diskussion daher auf die

Eingange der dCA3-Pyramidenzellen auf die HTB, die im dLS den dominanten
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Neuronentyp darstellen. Der Einfluss der dCA3-Pyramidenzellen auf RF und LTB konnte
aufgrund der geringen Anzahl (von allen untersuchten 44 Neuronen waren drei RF und
eines LTB) dieser Zellen nicht ausreichend analysiert werden, allerdings wurde in allen

untersuchten RF- und LTB-Zellen synaptischer Input von dCA3-Neuronen beobachtet.

4.2.1 Theta als dominantes Stimulationsmuster der dCA3->dLS-Verbindung

In den vorliegenden Versuchen erhielt das dLS massiven Input von der dCA3-Region (s.
Kap. 3.4.1). Die Analyse der dCA3-Eingdnge mittels Fasersimulation der dCA3-
Pyramidenzellen im dLS ergab eine von der Laserintensitat abhéngige EPSP-Amplitude
in den dLS-Neuronen (s. Kap. 3.4.2). In den Experimenten wurde eine Laserleistung von
1,5-100 mW verwendet. Bei einigen Neuronen fihrten schon wenige mW zu einem AP,
wahrend andere bei voller Laserleistung (100 mW) nur ein kleines EPSP generierten.
Die Ursache fur dieses unterschiedliche Verhalten ist mdglicherweise die individuell
unterschiedliche dCA3->dLS-Verbindung, woraus ein unterschiedlicher Input resultiert.
Aber auch methodische Ursachen sind denkbar. Mdglicherweise wurden durch den
koronaren Schnitt Fasern derart angeschnitten, dass keine ausreichende Stimulation
maoglich war. Bei einem konstanten Abstand der Laserquelle wurden potenziell Fasern,
die sich weiter weg von der Lichtquelle befanden, nicht ausreichend stimuliert. Eine
weitere mogliche Ursache ist die variable ChR2-eYFP-Expression in den
Pyramidenzellen, die ein bestimmtes dLS-Neuron innervieren. Denkbar ware, dass
einige der dCA3-Pyramidenzellen nicht mit dem AAV infiziert wurden und daher bei
fehlender ChR2-eYFP-Expression nicht durch Licht aktivierbar waren. Eine geringere
Stimulation durch dCA3-Fasern lie3e sich auch durch ein Absterben von CA3-Fasern
bei einem verlangerten Intervall zwischen Praparation und Messung erklaren.

Fur eine detaillierte Analyse der dCA3-Eingange wurden die EPSP/AP in HTB-dLS-
Neuronen nach einer 5-Puls-Stimulation der CA3-Fasern (Einzelpuls 10 ms, Frequenz 5,
10, 20 oder 30 Hz) mit unterschiedlicher Laserintensitat abgeleitet. Dabei wurde eine
Stimulation im Theta-Bereich (5 und 10 Hz) reliabel Ubertragen, wahrend
hoherfrequente Stimulationen erstaunlicherweise nur beim ersten Puls verlasslich
EPSP/AP generieren konnten; die weiteren Pulse fiuhrten zu keinen oder nur geringen
EPSP/AP. Die EPSP-Amplituden und die AP-Wahrscheinlichkeit zeigten bei den
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Stimulationen im Theta-Bereich eine synaptische Fazilitierung, wobei bei den 5-Hz-
Stimulationen die Zunahme der EPSP-Amplituden mit 34,0 % deutlich grof3er war als bei
10-Hz-Stimulationen mit 17,2 %. Die konsekutive Zunahme der EPSP-Amplituden
spricht fir den Vorgang der Fazilitierung. Bei der synaptischen Fazilitierung kommt es
durch die Erhéhung der prasynaptischen Ca?*-Konzentration zu einer verstarkten und
schnelleren Vesikelausschittung und folglich bei aufeinanderfolgenden Stimuli zu
steigenden EPSP-Amplituden (Wu und Saggau, 1994; Zucker und Regehr, 2002). Der
komplexe Mechanismus der synaptischen Depression beinhaltet pra-, aber auch
postsynaptische Phanomene (Wong et al. 2003; Xu et al.,, 2007). Anders als die
synaptische Fazilitierung auf3ert sich die Depression in einer sinkenden EPSP-
Amplitude bei aufeinanderfolgenden Stimuli. Die durch Fazilitierung erleichtere
Informationstibertragung stellt eine Form der synaptische Kurzzeitplastizitat dar und
fuhrt damit zu einer verlasslicheren synaptischen Ubertragung der hippokampalen
Aktivitat auf dLS-Neuronen und méglicherweise konsekutiv auf das VTA.

Fraglich bleibt, warum hoherfrequente Stimulationen vom dLS nicht verarbeitet bzw.
weitergeleitet wurden. Intrinsische Ursachen lassen sich ausschlie3en, da die Zellen des
dLS durch hoherfrequente direkte Depolarisation (£ 50 Hz) repetitiv erregbar waren
(Abb. 5). Moglicherweise fungiert das dLS als physiologischer Filter @hnlich einem
Tiefpassfilter und leitet nur Informationen im Theta-Bereich von der dCA3-Region an das
VTA weiter. Die Hypothese wird zusatzlich dadurch gestitzt, dass die dLS-Neuronen
selbst vornehmlich APs im Theta-Bereich generieren. Die genauen physiologischen
Mechanismen sind aktuell jedoch noch unbekannt. Ho6herfrequente CA3-
Faserstimulationen werden in den dLS-Neuronen dagegen weniger verlasslich
weitergeleitet. Auch bei diesen Experimenten sollten mégliche methodische Grenzen
bericksichtigt werden. Bei der verwendeten reinen Faserstimulation kénnte es im
Vergleich zu einem am Soma der dCA3-Pyramidenzelle generierten AP zu einer
geringeren Transmitteribertragung kommen (Gruver und Watt, 2019). Des Weiteren
zeigten ChR2-lonenkanale ein von spannungsabhéngigen lonenkanélen abweichendes
Verhalten. Die Zeit, die ein Kanal fir die Offnung nach Lichtstimulation benotigt, ist mit
0,2 ms relativ gering und mit der Offnungszeit von spannungs- oder ligandenaktivierten

Kanalen vergleichbar. Die Zeit bis zum Ubergang in den geschlossen aktivierten
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Zustand dauert je nach pH-Wert zwischen 10 und 400 ms (Nagel et al., 2003). Fur die
Versuche wurde eine mutierte Form des ChR2 (H134R) verwendet, die im Dunkeln nur
max. 10 ms bendtigt, ehe es wieder aktiviert werden kann (Nagel et al., 2005). Die
Dauer konnte dennoch eine Ursache fir die fehlende reliable Ubertragung der
hoherfrequenten dCA3-Eingange sein und damit gegen die Theorie vom dLS als
Tiefpassfilter sprechen. Da jedoch in anderen Praparationen Axone auch mit
Frequenzen von 30-50 Hz reliabel und schnell depolarisiert werden konnten, ist ein
methodisches Artefakt dieser Art in der vorliegenden Arbeit eher unwahrscheinlich
(Boyden et al., 2005).

4.2.2 Potenzieller Einfluss der GABAAa-Rezeptor-vermittelten Inhibition auf dCA3->dLS-

Eingange

Des Weiteren wurde gepruft, ob Netzwerkeigenschaften ursachlich fir die mangelnde
Weiterleitung von hochfrequenten Stimulationen sein konnten. Dazu wurde der Einfluss
der GABAa-vermittelten Inhibition auf die synaptische Ubertragung untersucht. Der
GABAAa-Rezeptor ist ein ionotroper Kanal, der bei Aktivierung zu einem Einstrom von
Chlorid- und Bicarbonationen fuhrt. Bei kurzzeitig erhohter GABA-Konzentration kommt
es daher in vielen Neuronen zu hyperpolarisierenden Potenzialen (inhibitorische
postsynaptische Potenziale). In den vergangenen Jahren wurde gezeigt, dass dieser
Rezeptor sowohl bei phasischer als auch bei tonischer Inhibition eine Rolle einnimmt.
Dabei entsteht die phasische Inhibition an synaptischen Rezeptoren, wahrend die
tonische Form an extrasynaptischen Rezeptoren generiert wird (Farrant und Nusser,
2005; Nusser und Mody, 2002). Die Inhibition ist fir die Weiterleitung von Informationen
sowie die Synchronisierung von neuronalen Netzwerken notwendig (Mann und Paulsen,
2007; Pouille und Scanziani, 2001). Die Neuronen des dLS erhalten zahlreiche
GABAerge Eingange, darunter vornehmlich Axon-Kollateralen von anderen dLS-
Neuronen (Sheehan et al., 2004). GABAerge inhibitorische Strome beeinflussen die
Verarbeitung von hippokampalen Eingangen im dLS (Hasuo und Akasu, 2001). In der
vorliegenden Arbeit wurden die dCA3-Eingdnge im dLS mit und ohne Blockierung der
GABAAa-Rezeptoren durch Gabazine untersucht. Es zeigte sich, dass die GABAa-

Rezeptor-vermittelte Inhibition die Eingangs-Ausgangs-Transformation der dCA3-
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Eingadnge auf die dLS-Neuronen beeinflusst. Die Kinetik der einzelnen EPSPs blieb
unbeeinflusst, was nahelegt, dass durch die Stimulation der CA3-Eingdnge weder
prasynaptische noch dendritische GABAa-Rezeptoren aktiviert wurden. Hingegen war
die Wahrscheinlichkeit der AP-Generierung nach der Gabazine-Gabe bei der 5-Puls-
Stimulation im Theta-Bereich erheblich hoéher (s. Kap. 3.4.4), wenngleich die
untersuchte Stichprobe mit n=6 doch relativ klein ist. Trotz Hemmung der GABAa-
Rezeptoren, konnten keine héherfrequenten Signale (20 und 30 Hz) Ubertragen werden.
Ebenso fiel auf, dass durch Gabazine das Ruhemembranpotenzial signifikant
depolarisierte (Abb. 13 F), was eine potenzielle tonische GABAa-Rezeptor-vermittelte
Inhibition vermuten lasst. Es bleibt zudem unklar, warum die Kinetik der einzelnen
EPSPs unbeeinflusst blieb und welche Mechanismen eine Rolle bei der Ubertragung
einnehmen. Prasynaptische Phanomene kdnnten ebenso einen Einfluss besitzen. Da
die GABAB-Rezeptor-vermittelte Inhibition bei der Informationsverarbeitung von CA3-
Eingangen im dLS involviert ist, ware es denkbar, dass ein starkerer Effekt oder ggf. die
Ubertragung von hoherfrequenten Signalen im Gamma-Bereich durch die Blockierung
des GABAs-Rezeptors erreicht werden kann (Hasuo und Akasu, 2001). Auch konnten
andere Faktoren, die den Filtermechanismus beeinflussen kdnnten, im Rahmen der
Untersuchungen nicht identifiziert werden. Festzuhalten bleibt jedoch, dass das dLS als
eine Art Frequenzfilter fungiert, der durch die tonische Inhibition mittels GABAa-
Rezeptoren einen zusétzlichen Abschwachungs- bzw. Verstdrkungsmechanismus an

seinem Ausgang besitzt.

4.3  Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen die Heterogenitat der dLS-Neuronen
beziglich ihres physiologischen Potenzials zur Generierung von Bursts. Die grofte
Gruppe der untersuchten Zellen bildeten die HTB, sowohl unter den SST*- als auch
unter den SST-Neuronen. Folgeuntersuchungen sollten klaren, inwieweit die SST-
Expression eine funktionelle Relevanz flr die Klassifizierung der Neuronen besitzt. Es
stellen sich bespielsweise die Fragen, ob SST*-Neuronen einen anderen Input als SST-
Neuronen erhalten und ob Unterschiede zwischen diesen Gruppen lediglich wahrend

bestimmter Phasen der Ontogenese von Bedeutung sind. SST*- und SST-Neuronen,
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die nicht als HTB klassifiziert werden konnten, wurden aufgrund der geringen Anzahl
nicht analysiert. Des Weiteren wurde der Schwerpunkt auf die Morphologie der HTB-
Neuronen gelegt. Auch hier ware eine weitere Analyse der RF- sowie der LTB-Zellen
notwendig. Das dLS erhélt massiven Input aus der dCA3-Region. Im Rahmen der
Untersuchungen wurden ausschlief3lich die Eingdnge der dCA3-Neuronen auf HTB-
Neuronen analysiert, dabei erhalten auch RF und LTB Input von der dCA3-Region. Eine
Analyse dieser Verbindungen kénnte Informationen liefern, um die Struktur des dLS
aufzuklaren. Ebenso ware eine getrennte Analyse der dCA3-Eingange auf SST*-HTB-
Neuronen winschenswert. Der genaue Filtermechanismus der HTB-Neuronen auf
dCA3-Eingange bleibt unbekannt. Es sollte weiter untersucht werden, ob GABAs-
Rezeptor-vermittelte Inhibition fir das Netzwerk der dLS-Neuronen relevant ist. Die
dCA3->dLS>VTA-Verbindung spielt fur das belohnungsassoziierte Lernen eine
bedeutende Rolle. Laut einer Hypothese stimulieren exzitatorische glutamaterge dCA3-
Pyramidenzellen die inhibitorischen GABAergen dLS-Neuronen, die wiederum die
GABAergen VTA-Interneuronen und deren tonische Inhibition auf dopaminerge VTA-
Zellen hemmen, was schlie3lich zur Dopamin-Ausschuittung fuhrt (Luo et al., 2011). Es
fehlen jedoch valide Daten zur dLS->VTA-Verbindung. Um die funktionelle Rolle dieses
Netzwerkes Zu verstehen, wéren In-vivo-Messungen kombiniert mit
Verhaltensversuchen von grofRer Bedeutung. Mit Hilfe eines solchen Studiendesigns
kénnten der Fluss der dCA3-Signale zum VTA verfolgt und durch eine spezifische
Hemmung die Rolle der dLS-Neuronen bei der Verarbeitung der Informationen eruiert
werden. Dabei lie3e ich auch verifizieren, ob das dLS als eine Form von Tiefpassfilter
fungiert. Zukinftig kdonnte dies eine Grundlage zur Forschung an medikamentdsen

Therapien bei bestimmten Lernschwéachen am Menschen bilden.
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5. Zusammenfassung

In der Verbindung zwischen der hippokampalen dCA3-Region mit dem dopaminergen
Belohnungssystem des Area tegmentalis ventralis (VTA) spielt das dorsale laterale
Septum (dLS) eine wichtige Rolle. Die dLS-Struktur und die dCA3-dLS-Verbindung sind
bisher kaum erforscht. Zur Analyse des dLS und der CA3-Eingdnge wurden
elektrophysiologische (,Whole-cell current-clamp’-Methode) und molekularbiologische
Methoden (Markierung Somatostatin-positive-(SST*) Neuronen mittels Cre/loxP-
Verfahren, optogenetische Stimulation der CA3-Eingange) kombiniert. Insbesondere
sollte die potenzielle Rolle der y-Aminobuttersdure-(GABA)a-rezeptorvermittelten
Inhibition bei der Transmission von CA3-Impulsen auf dLS-Neuronen geklart werden.

Die Experimente belegen, dass das dLS eine heterogene Gruppe von Neuronen enthélt,
die durch ein unterschiedliches Bursting-Vermdgen gekennzeichnet sind. Der mit
Abstand haufigste Phanotyp ist der High-Threshold-Burster (HTB). Das dLS enthélt eine
hohe Dichte an SST*-Neuronen. Sowohl SST*- als auch SST-Neuronen sind
mehrheitlich HTB. Die immense Anzahl an Afferenzen aus der CA3-Region klassifiziert
das dLS als wichtiges hippokampales Zielgebiet. Synaptische Eingange aus der CA3-
Region im Theta-Frequenzbereich werden reliabel Ubertragen, héherfrequente Signale
dagegen nur eingeschrankt. Diese Tiefpassfilter-Wirkung des dLS koénnte synaptisch
begriindet sein, da dLS-Neuronen durchaus in der Lage sind, auf schnellere (20-50 Hz)
Uberschwellige Membranpotenzialanderungen mit einem Aktionspotenzial zu reagieren.
Ein methodisches Artefakt als Ursache scheint dagegen unwahrscheinlich. Die Befunde,
dass Informationen vom Hippokampus priméar im Theta-Bereich an das dLS ubertragen
werden und dass sich die Spontanfrequenzen der dLS-Neuronen ebenfalls im Theta-
Bereich bewegen, unterstreicht die potenzielle Rolle dieses Gebietes in Lernprozessen.
Dabei scheint auch eine tonische GABAa-rezeptorvermittelte Inhibition involviert zu sein,
obwohl die exakten Mechanismen noch weiter abgeklart werden mussen. Zur
Aufklarung der lokalen Informationsverarbeitung im dLS sind weitere Untersuchungen
erforderlich. Die Vielzahl an modulatorischen Eingangen und die in der vorliegenden
Arbeit identifizierte umfangreiche Dendritifizierung weisen auf komplexe Verbindungen

innerhalb des Netzwerkes hin.
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