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Kurzreferat

GABAerge Neurone sind essentiell fir die Regulierung von neuronalen Netzwerken und fiir die
funktionelle Interaktion zwischen Hippocampus und Amygdala. Die vorliegende Arbeit bestatigt, dass
diese nicht nur lokal agieren, sondern auch eine GABAerge Projektion vom ventralen Hippocampus
und dem angrenzenden Subiculum zur Amygdala existiert. Mit Hilfe von Fluoro-Gold-Injektionen in
die Amygdala wurden hippocampo-amygdaldre Projektionsneurone retrograd markiert. Unter der
Verwendung einer GAD67-GFP knock-in Mausmutante konnten GABAerge Neurone mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie identifiziert werden. Hierdurch wurde gezeigt, dass 19 % der GABAergen
Neurone vom ventralen Hippocampus in die Amygdala projizieren. Davon sind die meisten im
Stratum oriens und Stratum pyramidale lokalisiert. Gemessen an der Zahl aller hippocampo-
amygdaldren Projektionsneurone haben die GABAergen Neurone einen Gesamtanteil von 4 % und
sind am haufigsten im Stratum oriens zu finden. Trotz dieses vermeintlich geringen Anteils an allen
hippocampo-amygdaldaren Projektionen, kommt den GABAergen Projektionsneuronen eine
bedeutende Rolle bei der Synchronisation der neuronalen Aktivitat zwischen Hippocampus und
Amygdala sowie der Generierung von Oszillationen zu. Dadurch wird ein schneller Informationsfluss
gewidhrleistet, der eine physiologische Verarbeitung vor allem von emotionsgefédrbten
Gedachtnisinhalten erlaubt. Zur weiteren Charakterisierung der GABAergen Projektionsneurone
wurden Immunfluoreszenzfarbungen zur Detektion von Parvalbumin-, Neuropeptid Y- und
Cholecystokinin-exprimierenden Neuronen durchgefiihrt. Am haufigsten wurde mit 39 % PARV von
den GABAergen Projektionsneuronen synthetisiert. Allerdings sind auch NPY und CCK mit 15 % bzw.

12 % nennenswerte Kotransmitter der GABAergen Projektionsneurone.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

,Cogito ergo sum” (in Originalsprache ,Je pense donc je suis“), ,Ich denke, also bin ich“, dieses
berihmte Zitat von René Descartes (1596-1650) bildet einen bekannten Grundsatz der Philosophie.
Die Frage nach den biologischen Korrelaten des Denkens motiviert Hirnforscher seit Jahrzehnten zur
taglichen Arbeit. Viele Erkenntnisse wurden bereits gewonnen, die dabei helfen, unser Denken und
den Vorgang der Gedachtnisbildung zu verstehen. Zur traurigen Berlihmtheit gelangte dabei der
Patient H.M., der an Epilepsie litt. Zur Therapie seines Leidens wurde nach frustraner
medikamentdser Therapie eine bilaterale, mediale Temporallappenlobektomie inklusive
Hippocampus und Amygdala durchgefiihrt. Diese MalRnahme fiihrte zur Reduzierung der
Anfallshaufigkeit, jedoch litt der Patient postoperativ an einer ausgepragten und anhaltenden
anterograden Amnesie, die sowohl das deklarative als auch das episodische Gedachtnis
beeintrachtigte. Das Kurzzeit- und Arbeitsgedachtnis blieben davon unbeeinflusst (Scoville und
Milner 1957; Corkin 1984; Eichenbaum 2013). Diese Erkenntnis verstarkte die Vermutung, dass
Hippocampus und Amygdala essentiell flir Gedachtnisbildung und Konsolidierung von Wissen sind. Es
folgten zahlreiche weitere Versuche und Experimente, die diese Annahme festigten und die
Beteiligung weiterer Hirnstrukturen an den komplexen Vorgédngen der Informationsverarbeitung und
Emotionsbildung zeigten. Konsistent bei allen Daten war die Bedeutung von Amygdala und
Hippocampus bei der Verarbeitung von Sinneseindriicken und der Gedachtnisbildung, vor allem bei
jenen Gedachtnisinhalten, die mit Emotionen assoziiert sind und in einem bestimmten rdumlichen
Kontext stattfinden (Davis 1992; LeDoux 2000; McGaugh 2000; Kentros 2006; Quirk und Mueller
2008). Im Rahmen dessen wurde der Begriff des limbischen Systems stets moduliert und erweitert.
Es umfasst Hirnstrukturen, die unter anderem essentiell fiir Gedachtnis und Emotionen sind. Dazu
zahlen zum einen Amygdala und Hippocampus, zum anderen aber auch zahlreiche weitere
Strukturen, wie z. B. Corpus mamillare und Gyrus cinguli (MacLean 1949; Isaacson 1982). Allerdings
besteht keine einheitliche Definition, welche Strukturen zum limbischen System gehéren (LeDoux
2000). Vielfach wurde bei den Untersuchungen , Angst” als elementare und verhaltnismaRig leicht
provozierbare Emotion genutzt, um Erkenntnisse Gber die neurobiologischen Korrelate zu gewinnen.
Das Modell der kontextuellen Furchtkonditionierung stellt hierbei eine haufig angewandte
Versuchsmethodik in der Hirnforschung dar, bei dem Tieren ein neutraler konditionierter Reiz (Ton,
Licht, Geruch) in einer bestimmten Umgebung geboten wird, der mit einem aversiven,
unkonditionierten Reiz wie, z. B. einem FuBschock, gekoppelt ist. Die Tiere lernen die Assoziation

zwischen konditioniertem und unkonditioniertem Reiz und reagieren infolgedessen auf den vormals
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neutralen Reiz mit Furchtverhalten (Fendt und Fanselow 1999; Makkar et al. 2010). Heutzutage
ermoglicht die Verwendung von Tiermodellen intensive Forschung mit sehr hohem Erkenntnisgewinn

ohne verfriihten Einsatz am Menschen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein besonderes Augenmerk auf die Konnektion zwischen Hippocampus
und Amygdala gelegt werden, speziell auf Projektionen, die von GABAergen Neuronen des
Hippocampus ausgehen. Zundchst folgen allgemeine Ausfliihrungen zu den beteiligten

Hirnstrukturen, Hippocampus und Amygdala.

1.2 Der Hippocampus

1.2.1 Anatomie

Der Hippocampus (griech.: ,Seepferdchen”) ist ein wichtiger Bestandteil des limbischen Systems. Er
befindet sich beim Menschen an der Wand des Seitenventrikelunterhorns und stellt sich
makroskopisch als bilaterale, bogenférmige Struktur dar, die sich ausgehend von den Septumkernen
von rostral-dorsal nach kaudal-ventral in den Temporallappen erstreckt. Er bildet den groRten Anteil
des Archicortex und weist typischerweise, im Gegensatz zum Neocortex, eine dreischichtige Struktur
auf (Andersen et al. 1969). Oftmals wird auch von der Hippocampusformation gesprochen, die aus
folgenden Teilen besteht: Gyrus dentatus (DG, auch Fascia dentata), Cornu ammonis (CA,
Ammonshorn, Hippocampus im engeren Sinne) und Subiculum (Witter und Amaral 1995). Von
manchen Autoren wird auch der entorhinale Cortex (EC) zur Hippocampusformation gezihlt
(Blackstad 1956; Amaral und Witter 1989). Das Ammonshorn wurde aufgrund seiner
unterschiedlichen Neuronendichte und Verschaltung nach der Nomenklatur von Lorente de Né
zusatzlich in die Cornu ammonis-Regionen CA1-3 gegliedert (Lorente De N6 1934). Prinzipiell sind der
Aufbau und die Konnektivitat des Hippocampus bei den verschiedenen Arten, wie z. B. Maus, Katze,
Affe oder Mensch konsistent und miteinander vergleichbar (Abbildung 1A) (Swanson et al. 1987,
Suzuki und Amaral 1990; Burwell 2000; van Groen et al. 2003; Witter und Amaral 2004; Cenquizca
und Swanson 2007; Chrobak und Amaral 2007).

Die zytoarchitektonische Struktur der Cornu ammonis-Regionen ist dhnlich und gliedert sich in ein
Stratum oriens (so, Korbzellschicht), ein Stratum pyramidale (sp, Pyramidenzellschicht) und
schlieBlich in ein zellarmes Stratum moleculare (sm, Molekularschicht), das in ein Stratum radiatum
(sr) und Stratum lacunosum (sl) unterteilt werden kann. Das Stratum moleculare wird deshalb auch
als Stratum radiatum-lacunosum-moleculare (Trepel 2008) bezeichnet. In der CA3-Region befindet
sich zwischen dem Stratum pyramidale und dem Stratum radiatum zusatzlich ein Stratum lucidum
(slu). Der Gyrus dentatus zeigt einen vergleichbaren dreischichtigen Aufbau und legt sich ,,C*-férmig
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um die Cornu ammonis-Struktur. Er besteht aus einem Stratum moleculare (mo), einem Stratum
granulosum (sg, Kornerzellband) und einem Stratum multiforme (po, auch polymorphe Schicht). Das
Stratum granulosum weist anstelle des Stratum pyramidale kleinere, kdrnerzellartige Neurone auf,
deren Dendriten sich in der Molekularschicht befinden. Die Axone der Kérnerzellen werden auch als
Moosfasern bezeichnet und entsenden diese unter anderem ins Stratum multiforme sowie in die
CA3-Region, wo sie Pyramidenzellen und beiliegende Interneurone kontaktieren (Amaral et al. 2007).

Abbildung 1B stellt den Hippocampus eines Nagetiers mit seinem laminaren Aufbau dar.

A Rat Monkey Human
Posterior

Ventral, V D

L
Dorsal

Intermediate  Anterior

s | o
= ]

® Hippocampus OEC

Eingang, Tractus perforans yKbrnerzellarﬁges %Pyramidenzelle CA3 _Pyramidenzelle CA1
Neuron o

== Moosfaser == Schafferkollaterale Ausgang

Abbildung 1 Der Hippocampus

(A) Schematische Darstellung der Hippocampuslage in Ratten, Affen und Menschen. Die
longitudinale Achse wird bei Nagetieren als ventro-dorsal beschrieben und entspricht bei
Primaten der anterior-posterioren Achse. EC: entorhinaler Cortex (Strange et al. 2014).

(B) Hippocampusaufbau einer Maus (rechts) und schematische Darstellung des unidirektionalen,
trisynaptischen Schaltkreises (links). Abstand zum Bregma -2,255mm. HPF: Hippocampal
formation, CA: Ammon’s Horn, DG: Dentate gyrus, so: Stratum oriens, sp: Pyramidal layer, sr:
Stratum radiatum, sl: Stratum lacunosum, slu: Stratum lucidum, mo: Molecular layer, sg: Granule
cell layer, po: Polymorph layer, hf: Hippocampal fissure, fi: Fimbria, df: Dorsal fornix, dhc: Dorsal
hippocampal commissure, FC: Fasciola cinerea (gedndert nach Franklin und Paxinos 2007).
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1.2.2 Funktion und intrinsische Konnektivitat

Der Hippocampus ist fundamental fiir Gedachtnisbildung, Verhalten und spezielle Aspekte von
Emotionen (Scoville und Milner 1957; O'Keefe und Nadel 1979; Swanson et al. 1987). Als Teil des
limbischen Systems dient er der Verarbeitung und Integration von Sinneswahrnehmungen und
beeinflusst das vegetative Nervensystem durch Regulierung der hypothalamisch-hypophysaren-
adrenalen Achse. Anatomisch und funktionell kann man ihn entlang seiner longitudinalen Achse in
einen dorsalen, intermedidren und ventralen Hippocampus unterteilen. Das dorsale Kompartiment
entspricht dem posterioren Hippocampus des Primaten, das ventrale Kompartiment entspricht dem
anterioren Hippocampus beim Primaten (Abbildung 1A) (Bannerman et al. 2004; Fanselow und Dong
2010; Strange et al. 2014). Der dorsale Hippocampus ist in kognitive Prozesse des Lernens und der
Gedachtnisbildung involviert, die insbesondere mit Navigation, Lokomotion und Exploration
assoziiert sind, und ist fur das rdumliche Lernen unverzichtbar (Moser et al. 1995; Pothuizen et al.
2004). Emotionales Verhalten und affektive Prozesse werden durch den ventralen Hippocampus
moduliert und verarbeitet (Fanselow und Dong 2010). Insbesondere furcht- bzw. angst-assoziiertes
Verhalten wird mafRgeblich vom ventralen Hippocampus beeinflusst (Bannerman et al. 2004; Rudy
und Matus-Amat 2005; Sierra-Mercado et al. 2011; Donley et al. 2005). Uber die Funktion des
intermedidaren Hippocampus ist weitaus weniger bekannt, gleichwohl man auch hier von einer
Beteiligung an der Verarbeitung von kognitiven und rdaumlichen Gedachtnisinhalten sowie
Ubersetzung jener in Motivation und Aktionen ausgeht, die wichtig zum Uberleben sind (Bast 2007;

Bast et al. 2009).

Auf zellularer Ebene liegt dem Lernen und der Gedachtnisbildung das Phdanomen der Langzeit-
Potenzierung (LTP) zugrunde (Maren und Fanselow 1995; Maren und Baudry 1995). Hier kommt es
durch repetitive Reize zur Verstarkung der synaptischen Transmission und Modulation; man spricht
auch von synaptischer Plastizitat (Bliss und Gardner-Medwin 1973; Pastalkova et al. 2006; Whitlock
et al. 2006). Dabei wird den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren eine herausragende Rolle

zugeschrieben (Collingridge 1987).

Haupteintrittspforte fur Afferenzen des Hippocampus ist der Gyrus dentatus, dessen grofiter Input
Uber den Tractus perforans vom entorhinalen Cortex ausgeht. Der Tractus perforans terminiert in der
Molekularschicht des Gyrus dentatus. Die glutamatergen Kérnerzellen projizieren mittels Moosfasern
in das Stratum lucidum der CA3-Region. Von hier projizieren Axone der Pyramidenzellen in die CA1-
Region. Diese Axone werden auch Schaffer-Kollateralen genannt. Von der CAl-Region erfolgen
weitere Projektionen ins Subiculum und von dort weiter in den entorhinalen Cortex. Zudem verlassen
Efferenzen den Hippocampus Uber die Fimbria hippocampi, um in andere Hirnareale wie Amygdala,
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Cortex, Hypothalamus oder Corpora mamillaria zu projizieren. Die gerichtete Projektion innerhalb
der Hippocampusformation ist auch als unidirektionaler, trisynaptischer Schaltkreis bekannt
(Abbildung 1B) (Amaral und Witter 1989; Amaral et al. 2007). Dieser wird durch GABAerge
Interneurone moduliert, die durch ihre Aktivitat Einfluss auf die exzitatorischen Neurone des

Hippocampus nehmen (Freund und Buzsaki 1996; Benes und Berretta 2001).

1.3 Die Amygdala
1.3.1 Anatomie, Funktion und intrinsische Konnektivitat

Die Amygdala (Corpus amygdaloideum) ist ein paarig angelegter Komplex aus mehreren Kernen, der
sich im medialen Temporallappen befindet. Makroskopisch erinnert die humane Amygdala an eine
Mandel, sodass Burdach (Burdach 1819-1822) diese heterogene Kerngruppe als Amygdala (latein.:
,Mandelkern”) bezeichnete. Die Kerne unterscheiden sich sowohl funktionell als auch anatomisch
und konnen in weitere Subnuclei unterteilt werden (Johnston 1923; Swanson und Petrovich 1998).
Nach Pitkdnen kénnen bei der Ratte analog zum Primatenhirn (Amaral et al. 1992) folgende drei

Hauptkerngruppen mit ihren dazugehorigen Nuclei unterschieden werden:

tiefe Nuclei - Nucleus lateralis (LA), Nucleus basalis (B), Nucleus basalis accessorius (BA);

(= basolateraler Komplex oder basolaterale Amygdala);

superficiale Nuclei - Nucleus tractus olfactorii lateralis, Bed Nucleus tractus olfactorii accessorius,

Nucleus corticalis anterior, Nucleus medialis, Cortex periamygdaloidalis, Nucleus corticalis posterior;

weitere Areale der Amygdala - Area amygdaloidales anterior, Nucleus centralis (CEA), Area

amygdalohippocampalis, zwischengeschaltete Nuclei (IA) (Pitkdnen et al. 1997).

Der Nucleus basalis wird in manchen Klassifikationen auch als Nucleus basolateralis bezeichnet und
der Nucleus basalis accessorius als Nucleus basomedialis (LeDoux 2000). Dariiber hinaus kann die
Amygdala entsprechend ihrer phylogenetischen Entwicklung unterteilt werden. Demnach
unterscheidet man eine phylogenetisch altere cortico-mediale bzw. zentro-mediale Kerngruppe, die
eng mit dem olfaktorischen System assoziiert ist, von einer jingeren basolateralen Kerngruppe, die
eng mit dem Neocortex verbunden ist (Johnston 1923; Swanson und Petrovich 1998). Diese
Einteilungen sind vereinfacht und stellen lediglich einen Auszug der zahlreichen

Nomenklaturmoglichkeiten dar, die kontrovers diskutiert werden.

Die Amygdala gehoért wie der Hippocampus zum limbischen System und beeinflusst sowohl

regulatorische als auch verhaltensbezogene Funktionen. Sie ist beteiligt an der emotionalen
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Gedachtnisbildung, am Aggressions-, Sozial- und Sexualverhalten sowie an autonomen und
endokrinen Prozessen (Davis und Whalen 2001). Als eine Art Integrationsorgan moduliert sie
Gedachtnisinhalte und stellt eine Briicke zwischen Bewusstsein und Emotion dar, obgleich nicht alle
verarbeiteten Informationen in unser Bewusstsein treten. Von besonderer Bedeutung ist sie bei
Emotionen, die mit Angst und Wut assoziiert sind (Brioni et al. 1989; Davis 1992; LeDoux 2000; Davis
und Whalen 2001; Donley et al. 2005). Hier wird der Interaktion zwischen Hippocampus und

Amygdala eine aulRerordentliche Bedeutung beigemessen.

Bei der Furchtkonditionierung sind insbesondere Nucleus lateralis (LA), Nucleus basalis (B), Nucleus
basalis accessorius (BA) und Nucleus centralis (CEA) von Bedeutung (LeDoux 2000). Der LA ist die
Haupteintrittspforte fir auditorische und andere sensorische Afferenzen (LeDoux et al. 1990a;
LeDoux et al. 1990b; Pitkdnen et al. 1997). Von hier erfolgen Projektionen in den B, BA und CEA. Der
B und BA projizieren ebenfalls in den CEA, der konvergent Informationen von allen Amygdalakernen
erhdlt (LeDoux 2000). Der CEA fungiert als Hauptausgangskern und weist unter anderem
Projektionen zum Hirnstamm und Hypothalamus auf (LeDoux et al. 1988; Pitkanen et al. 1997,
Pitkanen et al. 2000), wo unter anderem vegetative Reaktionen auf Emotionen wie z. B. Angst und
Wut gesteuert werden. Abbildung 2 zeigt die Amygdala mit ihren Kerngebieten und den wichtigsten

neuronalen Projektionen innerhalb der Amygdala bei der Furchtkonditionierung.
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CEAmM
CEALIA LA

CEAc

Abbildung 2 Die Amygdala
in einem coronaren Schnitt eines Mdusehirns. Abstand zum Bregma - 1,855 mm.
Rechte Bildhalfte: Darstellung der verschiedenen Kerngebiete. LA: Lateral amygdalar nucleus,
BLA: Basolateral amygdalar nucleus (entspricht B), BLAa: anterior part, BLAp: posterior part,
BLAv: ventral part, BMAp: Basomedial amygdalar nucleus (entspricht BA), posterior part, MEA:
Medial amygdalar nucleus, MEApd: posterodorsal part, MEAav: anteroventral part, COA: Cortical
amygdalar area, PAA: Piriform-amygdalar area, |A: intercalated amygdalar nucleus, CEA: Central
amygdalar nucleus, CEAc: capsule part, CEAI: lateral part, CEAm: medial part, HPF: Hippocampal
formation, CA: Ammon’s Horn, DG: Dentate gyrus.
Linke Bildhalfte: Darstellung der wichtigsten neuronalen Projektionen bei der
Furchtkonditionierung. Haupteingangspforte flir sensorische Reize ist der LA, der weiter in den
BLA, CEA und BMA projiziert. BLA und BMA projizieren ebenfalls in den CEA, der als
Hauptausgangskern fungiert (LeDoux 2000) (geandert nach Franklin und Paxinos 2007).

1.4 y-Aminobuttersaure

Bevor im Speziellen die hippocampo-amygdaldren Projektionen beschrieben werden, soll zunachst
die y-Aminobuttersdure (GABA) nadher charakterisiert werden. GABA ist der wichtigste inhibitorische
Transmitter des zentralen Nervensystems bei Sdugetieren (Krnjevic und Schwartz 1967; Storm-
Mathisen 1977; Brioni et al. 1989; Castellano und McGaugh 1989), obgleich auch in nicht neuronalen
Geweben wie Niere und Pankreas eine GABA-Synthese nachgewiesen wurde (Storm-Mathisen 1977;
Adeghate und Ponery 2002; Takano et al. 2014). Die Synthese von GABA aus Glutamat erfolgt unter
der Entstehung von CO, durch zwei Isoformen der Glutamatdecarboxylase (GAD), der Abbau erfolgt

durch GABA-Transaminasen. Die beiden Isoformen der GAD heifRen entsprechend ihrem geschatzten
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molekularen Gewicht (65000 Da, 67000 Da) GAD65 bzw. GAD67 und machen rund 99 % der GABA-
Synthese im Hirn aus (Asada et al. 1996; Soghomonian und Martin 1998). Dies macht GAD zu einem
optimalen Marker fir die Detektion von GABAergen Neuronen (Storm-Mathisen 1977). Die
Isoformen werden von zwei unterschiedlichen Genen exprimiert, die unabhdngig voneinander
reguliert werden. In den meisten GABAergen Neuronen sind beide Isoformen zu finden, wobei
GADG67 eher zytosolisch lokalisiert und fir die metabolische GABA-Synthese notwendig ist,
wohingegen GAD65 membranassoziiert und fir die aktivitaitsabhangige GABA-Synthese

verantwortlich ist (Erlander und Tobin 1991; Stone et al. 1999).

Die GABAerge Wirkung wird durch drei Hauptrezeptorgruppen vermittelt, den GABA,-, GABA;- und
GABA-Rezeptoren. Die GABA,- und GABA-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanéle, deren
Aktivierung zu einem Chlorideinstrom fihrt und somit zu einer Hyperpolarisation der Zelle. Der
GABAg-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, dessen Aktivierung K'- und Ca®*-Kanile
offnet. Der GABA,-Rezeptor ist am hdaufigsten im Hirn zu finden (Pirker et al. 2000) und besitzt
zusatzlich eine Ligandenstelle fir Benzodiazepine, Barbiturate, Steroide und Alkohol (Bormann 2000;

Stephenson 2006).

Der GABA,-Rezeptor ist auch an der Angstgedachtnisbildung beteiligt und spielt somit sowohl in der
Amygdala als auch im Hippocampus eine entscheidende Rolle. Es konnte unter der Verwendung von
GABA-Agonisten und -Antagonisten gezeigt werden, dass GABA den Wissenserwerb, die
Konsolidierung, Rekonsolidierung und Extinktion angstassoziierter Gedachtnisinhalte stért (Quirk und
Mueller 2008; Makkar et al. 2010) und , Vergessen” ermoglicht (Kim et al. 2006). Dies bedeutet im
Umkehrschluss, dass die GABAerge Transmission bei der Angstgedachtnisbildung in der Amygdala
und im Hippocampus herunterreguliert wird (Makkar et al. 2010). Diese Herabregulation findet in der

Amygdala im basolateralen Amygdalakern statt (Akirav et al. 2006; Berlau und McGaugh 2006).

1.5 GABAerge Interneurone

Hauptbildungsort der neuronalen GABA sind Interneurone, die die Aktivitat von Projektionsneuronen
und anderen Interneuronen modulieren. Dies geschieht entweder durch eine direkte Inhibition oder
durch eine indirekte Disinhibition, wenn durch die Transmission von GABA ein anderes GABAerges
Interneuron gehemmt wird und infolgedessen eine glutamaterge Exzitation keine Hemmung erfahrt.
Dadurch sind GABAerge Interneurone in der Lage, die Aktivitat von Exzitationsneuronen zu
synchronisieren, und schaffen damit die Grundlage fiir synaptische Plastizitdt (Traub et al. 2004;
Mann et al. 2005). Durch diese Synchronisation entstehen rhythmische Oszillationen, die den

Informationsfluss zwischen Hirnarealen erleichtern. Im Hippocampus fihrt dies unter anderem zur
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Entstehung einer y-Oszillation (40 bis 100 Hz), die bei der Gedachtnisbildung von Bedeutung ist
(Buzsaki und Chrobak 1995; Lisman und Idiart 1995; Traub et al. 2004).

GABAerge Interneurone des Hippocampus kdnnen in axo-somatische Korbzellen, axo-axonale
Kandelaberzellen, axo-dendritische Zellen (weitere Unterteilung moglich) sowie selektive
Interneurone, die Synapsen mit anderen Interneuronen bilden, eingeteilt werden (Freund und
Buzsaki 1996; Benes und Berretta 2001; Klausberger und Somogyi 2008). lhr Anteil an der
Gesamtpopulation aller Neurone im Hippocampus wird zwischen 7 % (Aika et al. 1994) bis 11 %

(Woodson et al. 1989) beziffert.

Die Entdeckung, dass Neuropeptide wie Somatostatin, Cholecystokinin (CCK) und Neuropeptid Y
(NPY) (Hokfelt et al. 1980; Swanson 1983; Somogyi et al. 1984) sowie Calcium-bindende Proteine wie
Parvalbumin (PARV), Calbindin und Calretinin (Celio 1986; Baimbridge et al. 1992) als Modulatoren
bzw. Kotransmitter in GABAergen Neuronen agieren, fihrte zu einer weiteren Subklassifizierung der
Interneurone (Freund und Buzsaki 1996). Weiterhin kdnnen sie anhand ihrer Morphologie,
elektrophysiologischen Eigenschaften und synaptischen Konnektivitdt unterschieden werden (Benes
und Berretta 2001). Der Fokus dieser Arbeit liegt allerdings auf der biochemischen Charakterisierung
der GABAergen Neurone anhand ihres Gehalts an Calcium-bindenden Peptiden bzw. Neuropeptiden,
im Speziellen PARV, NPY und CCK. Diese drei Peptide sollen im Folgenden vorgestellt werden.
Abbildung 3 zeigt die Verteilung der PARV-, NPY- und CCK-exprimierenden GABAergen Neurone im
Hippocampus nach Freud und Buszaki (1996).

Parvalbumin

Abbildung 3 Verteilung der PARV-, NPY- bzw. CCK-exprimierenden GABAergen Neurone im Hippocampus
nach (Freund und Buzsaki 1996).

1.5.1 Parvalbumin

Parvalbumin (PARV, PV) gehort zu den Calcium-bindenden Proteinen mit einem molekularen Gewicht
von 12000 Da (Berchtold et al. 1985). Es wird in Muskelgewebe, Hirn und endokrinen Drisen wie
Hoden exprimiert und ist zytosolisch lokalisiert (Heizmann 1984; Kosaka et al. 1987). Aufgrund seiner

Calcium-bindenden Eigenschaften ist es an der Calciumhomoostase beteiligt (Kosaka et al. 1987,
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Vreugdenhil et al. 2003), wodurch PARV indirekt Einfluss auf die GABAerge Neurotransmission nimmt
(Andressen et al. 1993). PARV weist Bindungsstellen fiir Ca** und Magnesium®* auf. Im Ruhezustand
ist Magnesium an PARV gebunden. Bei einem Calciumanstieg in der Zelle wird Magnesium verdrangt
und Calcium bindet an PARV. So kommt es zu einer Abnahme der zytosolischen
Calciumkonzentration und konsekutiv zu einer verminderten GABA-Transmission (Vreugdenhil et al.
2003). Indes bleibt die intrazellulare Calciumkonzentration in Ruhe oder der Peak bei maximaler
Aktivierung unbeeinflusst von diesem Mechanismus (Lee et al. 2000), da die Calciumbindungsrate
von PARV durch die langsame Dissoziation von Magnesium limitiert ist und es zu den langsam-
Calcium-puffernden Proteinen zadhlt (Schwaller et al. 1999; McGaugh 2004; Lee et al. 2000;
Vreugdenhil et al. 2003).

Bei niederen Wirbeltieren existieren mehrere Isoformen von PARV, wohingegen bei Nagetieren und
beim Menschen bisher nur eine Isoform nachgewiesen wurde (Heizmann 1984; Schwaller et al.
1999). Celio et al. konnten bei der Ratte erstmalig zeigen, dass rund 70 % der GABAergen Neurone im
Cortex PARV exprimieren (Celio 1986). Dabei handelt es sich meist um schnell feuernde Neurone mit
dick myelinisiertem Axon (Kawaguchi et al. 1987; Celio 1990). Auch im Hippocampus wurden PARV-
exprimierende GABAerge Neurone nachgewiesen, die eine wichtige Subpopulation der Interneurone
darstellen und zur Synchronisierung des neuronalen Netzwerks beitragen (Freund 2003; Klausberger
et al. 2005). Sie sind hauptsachlich im Stratum oriens und Stratum pyramidale lokalisiert, wohingegen
im Stratum moleculare kaum PARV-exprimierende GABAerge Neurone nachgewiesen wurden
(Freund und Buzsaki 1996). Entsprechend ihrer Verteilung und Morphologie handelt es sich dabei
hauptsadchlich um Korb- bzw. Kandelaberzellen (Kosaka et al. 1987), deren Axone meist perisomatisch
terminieren (Vreugdenhil et al. 2003). Wie auch andere Calcium-bindende Proteine schitzt PARV im
Hippocampus vor zu hohen intrazellularen Calciumkonzentrationen und Ischdmie-bedingtem Zelltod
(Freund et al. 1992). Immunhistochemische Farbungen haben gezeigt, dass die Verteilung der PARV-
positiven GABAergen Neurone im Hippocampus der Ratte der des Menschen dhnelt (Berchtold et al.

1985).

1.5.2 Neuropeptid Y

Das Neuropeptid Y (NPY) besteht aus 36 Aminosduren und ist strukturell eng verwandt mit dem
pankreatischen Polypeptid (PP) und dem Peptid YY (PYY) (Tatemoto et al. 1982). Die Peptidsequenz
ist evolutiondr sehr gut konserviert und weist sowohl am N- als auch am C-Terminus Tyrosin
(Einzelbuchstabencode Y) auf, weshalb es Neuropeptid Y genannt wurde (Tatemoto et al. 1982). Es

wird ausschlieRlich von Nervenzellen synthetisiert und ist im zentralen wie auch im peripheren
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Nervensystem nachweisbar, wo NPY generell mit anderen Transmittern kolokalisiert ist (Colmers und

Bleakman 1994).

Die Funktion von NPY ist abhangig von der Lokalisation und Koexistenz mit anderen Peptiden. Es
beeinflusst zahlreiche physiologische Prozesse, wie z.B. Nahrungsaufnahme, Blutdruck,
Sexualverhalten, Krampfbereitschaft, Schmerz, Neurogenese, Hormonfreisetzung und zirkadiane
Rhythmik (Pedrazzini et al. 2003; Lin et al. 2004; Decressac und Barker 2012). Zudem verbessert es
die Merkfahigkeit (Flood et al. 1987; Morley und Flood 1990) und ist von Bedeutung in Stress- bzw.
Angstsituationen (Thorsell et al. 1998; Conrad und McEwen 2000; Gutman et al. 2008). Dariber
hinaus wirkt es anxiolytisch und férdert die Extinktion von konditionierter Furcht (Gutman et al.
2008). NPY hat dabei nicht nur postsynaptische, sondern auch prasynaptische Effekte und entfaltet
seine Wirkung Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Grundemar et al. 1992; Larhammar et al.
1993; Pedrazzini et al. 2003). Bei Sdugetieren sind funf solcher NPY-Rezeptoren (Y1, Y5, Ya, Ys, Y)
bekannt, von denen vier (Y4, Y,, Y4, Y5) beim Menschen nachgewiesen wurden (Michel et al. 1998).
Ihre Aktivierung hat die Inhibition der cAMP-Synthese zur Folge, mobilisiert intrazelluldres Calcium
und moduliert Ca**- und K*-Kanile (Holliday et al. 2004). Die Rezeptoren Y; und Y, sind sowohl im
zentralen als auch peripheren Nervensystem zu finden. Der Y;-Rezeptor vermittelt hauptsachlich die
Vasokonstriktion und Nahrungsaufnahme. Ferner ist er an der Aktivierung und Regulierung der
neuroendokrinen Achse beteiligt. Der Y,-Rezeptor ist der einzige Rezeptor, der auch prasynaptisch
lokalisiert ist. Seine prasynaptische Aktivierung fiihrt zur Hemmung der Transmitterfreisetzung, z. B.
von GABA, Glutamat sowie Noradrenalin, und hemmt auch die eigene Freisetzung (Wahlestedt et al.
1990; Colmers et al. 1991; Michel et al. 1998; Pedrazzini et al. 2003). Des Weiteren sind beide
Rezeptoren (Y1, Y2) wichtig fir die anxiolytische Wirkung von NPY, wobei eine Stimulierung von Y,
und Inhibition von Y, diesen Effekt erzielen (Verma et al. 2012; Lach und de Lima, Thereza Christina
Monteiro 2013). An den Y,-Rezeptor bindet hauptsachlich PP. Er wird beim Menschen vor allem im
Gastrointestinaltrakt exprimiert und reduziert die Nahrungsaufnahme, indem das Sattigungsgefihl
gesteigert wird (Mclaughlin und Baile 1981; Pedrazzini et al. 2003). Der Ys-Rezeptor ahnelt
strukturell dem Y;-Rezeptor und férdert die Nahrungsaufnahme. Er wird hauptsachlich im Hirn

exprimiert (Michel et al. 1998; Pedrazzini et al. 2003).

Im autonomen Nervensystem wird NPY gehauft in noradrenergen und adrenergen sympathischen
Neuronen exprimiert und ist daher nahezu in allen Geweben, die sympathisch innerviert werden,
nachzuweisen. Dazu gehoren unter anderem das kardiovaskuldre, endokrine und neuroendokrine
System sowie der Gastrointestinal-, Respirations- und Urogenitaltrakt (Lundberg et al. 1983; Allen et

al. 1983a). Dennoch ist NPY nicht ausschlieBlich mit Katecholaminen kolokalisiert (Allen und Bloom
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1986; McDonald 1988). Im zentralen Nervensystem wird NPY vornehmlich in GABAergen
Interneuronen exprimiert und ist in vielen Hirnarealen zu finden (Hendry et al. 1984a; Sperk et al.
2007; Karagiannis et al. 2009). Besonders hohe NPY-Konzentrationen wurden im Hypothalamus,
Hippocampus, in der Amygdala und im Nucleus accumbens detektiert (Adrian et al. 1983; Allen et al.
1983b). Auch zentral existiert eine Kolokalisation mit Noradrenalin, vor allem in Neuronen des
Hirnstamms, die kaudal projizieren (Colmers und Bleakman 1994). Im Cortex und Hippocampus
wurde aullerdem eine Kolokalisation von NPY mit dem Peptidhormon Somatostatin nachgewiesen
(Hendry et al. 1984b; Allen und Bloom 1986; Chan-Palay 1987; Finsen et al. 1992; Freund und Buzsaki
1996). Trotz dieser zum Teil gemeinsamen Expression von NPY und Somatostatin in einem Neuron,
handelt es sich um unabhdngige neuronale Systeme, da die meisten Neurone entweder NPY oder
Somatostatin exprimieren (Hendry et al. 1984b). NPY-exprimierende Neurone im Hippocampus sind
vorrangig im Stratum oriens und Stratum pyramidale, vereinzelt auch im Stratum radiatum lokalisiert
(Freund und Buzsaki 1996). NPY als solches hat im Hippocampus eine wichtige Bedeutung als
endogenes Antiepileptikum via Stimulierung von Y,-Rezeptoren und konsekutiver Hemmung der

Glutamatausschittung (Baraban et al. 1997; Wu und Li 2005).

1.5.3 Cholecystokinin

Cholecystokinin (CCK) oder auch Pankreozymin ist ein Peptidhormon, das von den I|-Zellen des
Duodenums und Jejunums nach protein- und fettreicher Nahrung sezerniert wird. lvy und Oldberg
entdeckten es 1928 und bezeichneten es gemaR seiner Funktion als ,,Cholecystokinin®, was wortlich
Ubersetzt ,,Gallenblasenbeweger” bedeutet (lvy und Oldberg 1928). 1943 extrahierten Harper und
Raper eine Substanz aus der Dinndarmschleimhaut, welche die Sekretion von Pankreasenzymen
fordert und nannten sie Pankreozymin (Harper und Raper 1943). Mutt und Jorpes gelang in den
1960er Jahren der Nachweis, dass es sich dabei um dasselbe 33 Aminosauren lange Polypetid handelt
(Jorpes et al. 1964; Jorpes und Mutt 1966; Mutt und Jorpes 1968), das fortan hauptsachlich als CCK
bezeichnet wurde. Im Verlauf gelang zudem der Nachweis von CCK als Neurotransmitter im Hirn,
jedoch in Form eines Octapeptids (Vanderhaeghen et al. 1975; Dockray et al. 1978; Beinfeld 1983). Es
existieren mehrere molekulare Formen von CCK, z. B. CCK-58, CCK-33, CCK-8 und CCK-4, die aus dem
Prohormon Procholecystokinin prozessiert werden und deren biologisch aktiver Teil die ersten acht
Aminosauren des Carboxylteils darstellen (Saito et al. 1980; Beinfeld 1983; Deschenes et al. 1984;
Sayegh 2013). Davon ist das sulfatierte Octapeptid CCK-8 die biologisch aktivste Form, die im
zentralen Nervensystem am haufigsten vorkommt und als Neurotransmitter agiert (Saito et al. 1980;

Acosta 2001).
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CCK entfaltet seine vielfdltige Wirkung iber zwei Rezeptoren, die CCK,- und CCKg-Rezeptoren. Der
CCKa-Rezeptor wurde in Pankreasazinuszellen entdeckt (A - ,alimentary”) und wird auch als CCK;-
Rezeptor bezeichnet (Sankaran et al. 1980). Der CCKg-Rezeptor wurde erstmals im Hirn (B - ,,brain“)
nachgewiesen und wird auch CCK,-Rezeptor genannt (Innis und Snyder 1980). Die beiden Rezeptoren
unterscheiden sich in ihrem Verteilungsmuster und in ihren pharmakologischen Eigenschaften,
gehoren allerdings beide zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und bestehen aus sieben
transmembranaren Domanen (Noble et al. 1999). Beide Rezeptoren werden zum Teil Gberlappend
exprimiert, auch wenn CCK;-Rezeptoren hauptsachlich im Gastrointestinaltrakt und CCK,-Rezeptoren
vorrangig im Hirn lokalisiert sind. Die Effekte der CCK-Rezeptoren sind sehr heterogen und so
vielfaltig wie die zahlreichen physiologischen Prozesse, die durch CCK beeinflusst werden. Die
Aktivierung von CCK;-Rezeptoren flihrt unter anderem zur Kontraktion der Gallenblase, Sezernierung
von Pankreasenzymen und Steigerung des Sattigungsgefiihls. An der Zunahme der Peristaltik sind
sowohl CCK;- als auch CCK,-Rezeptoren beteiligt. Zentral wirken beide Rezeptoren modulierend auf
Angst, Depression, Psyche, Kognition und Nozizeption. Der anxiogene Effekt von CCK wird
vornehmlich lGber CCK,-Rezeptoren vermittelt und fihrt konsekutiv zu Herzfrequenz-, Blutdruck- und
Atemfrequenzsteigerung. Des Weiteren kommt es zur Aktivierung der hypothalamisch-hypophyséaren
Achse. Darliber hinaus konnte eine vermehrte Expression von CCK,-Rezeptoren bei Depressionen
gezeigt werden. Auch bei der Pathogenese von Schizophrenie ist CCK durch die Interaktion mit
Dopamin beteiligt. Bei Gedachtnisprozessen sind sowohl CCK;- als auch CCK,-Rezeptoren beteiligt,
wobei ihre genaue Funktion noch nicht abschlieRend geklart ist (Noble et al. 1999; Li et al. 2002;
Dolatabadi und Reisi 2014).

Die Konzentration von CCK im zentralen Nervensystem ist abhdngig vom Hirnareal. Hohe
Konzentrationen im Rattenhirn konnten insbesondere im Cortex, Striatum, Hippocampus, zentralen
Hohlengrau, in der Amygdala und in Teilen des Hirnstamms gezeigt werden. Untersuchungen an
Schweinen, Rindern, Affen und Menschen zeigten groRtenteils mit dem Rattenhirn
Uibereinstimmende Verteilungsmuster (Beinfeld 1983). Ahnlich wie NPY ist CCK hdufig mit anderen
Transmittern kolokalisiert, so z. B. im Nucleus accumbes mit Dopamin (Hokfelt et al. 1980) oder mit
der Substanz P im zentralen Hohlengrau (Crawley und Corwin 1994). Im Hippocampus ist CCK
ausschlieBlich in GABAergen Korbzellen lokalisiert (Somogyi et al. 1984; Kosaka et al. 1985; Freund
und Buzsaki 1996) und in allen Schichten zu finden (Nunzi et al. 1985). Zugleich konnten Kosaka et al.
eine Kolokalisation von CCK mit dem vasoaktiven intestinalen Peptid (VIP) im Hippocampus zeigen.
Eine gleichzeitige Expression beider Peptide (CCK, VIP) findet in ca. 1 % der GABAergen Neuronen
statt (Kosaka et al. 1985). CCK fiihrt im Hippocampus via CCK,-Rezeptoren zu einer Steigerung der

Erregbarkeit (Bohme et al. 1988; Deng et al. 2010) und moduliert die GABAerge Transmission. Ob
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CCK dabei die GABAerge Transmission eher inhibiert oder férdert, ist nicht abschlieBend geklart, da
die Datenlage nicht einheitlich ist und CCK vermutlich beide Effekte erzielen kann (Foldy et al. 2007;

Karson et al. 2008).

1.6 Hippocampo-amygdalare Projektionen

In den vorangegangenen Abschnitten wurde hauptsachlich die intrinsische Konnektivitat, das heifdt
Konnektionen zwischen Subregionen einer Hirnstruktur, im Speziellen des Hippocampus und der
Amygdala, beschrieben. Amygdala und Hippocampus kommunizieren jedoch gleichermallen mit
multiplen anderen Hirnstrukturen. So projiziert der Hippocampus beispielsweise ipsilateral in den
Bulbus olfactorius, Hypothalamus, Nucleus accumbens und in die Septumkerne. Aber auch
kontralaterale Projektionen zum Cortex und zur kontralateralen CA1-Region konnten nachgewiesen
werden (van Groen und Wyss 1990). Die Amygdala weist unter anderem Interaktionen mit dem
Hirnstamm, Hypothalamus und sensorischen Cortexarealen auf (LeDoux et al. 1988; Pitkdnen et al.
1997; McDonald 1998). Beide Strukturen, Hippocampus und Amygdala, interagieren vor allem aber
auch miteinander. Sie sind sowohl funktionell als auch anatomisch fest verknilpft und von
herausragender Bedeutung bei der Bildung, Mitteilung und Speicherung von emotionalen
Gedachtnisinhalten, insbesondere jenen, die mit Angst assoziiert sind (Donley et al. 2005; Rudy und
Matus-Amat 2005; Sierra-Mercado et al. 2011). Besonders bei der Untersuchung der kontextuellen
Furchtkonditionierung konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen basolateraler Amygdala
und ventraler CA1-Region sowie angrenzendem Subiculum von groRer Wichtigkeit ist (Phillips und
LeDoux 1992; Kim und Fanselow 1992; Frankland et al. 1998; Donley et al. 2005; LeDoux 2000;
Donley et al. 2005) und reziproke Projektionen zwischen diesen beiden Hirnarealen existieren
(Ottersen 1982; Saunders et al. 1988; van Groen und Wyss 1990; Canteras und Swanson 1992;
Pitkdnen et al. 2000; Kishi et al. 2006). Untersuchungen an Ratten haben gezeigt, dass die
hippocampo-amygdaldren Projektionen ipsilateral sind (Kishi et al. 2006) und in nahezu alle Kerne
der Amygdala projizieren (Canteras und Swanson 1992). Die meisten hippocampo-amygdaldren
Projektionen terminieren allerdings im Nucleus basalis, lateralis und basalis accessorius (van Groen
und Wyss 1990; McDonald 1998). Die Amygdala wiederum projiziert hauptsachlich von den
basolateralen und medialen Kerngruppen zum Hippocampus (Saunders et al. 1988; Petrovich et al.

2001).

1.6.1 GABAerge Projektionsneurone

GABAerge Neurone (ben eine essentielle Funktion als Interneurone aus, indem sie das

Aktivitatsmuster der glutamatergen Projektionsneurone mafigeblich beeinflussen (Ribak et al. 1978;

14



Einleitung

Klausberger und Somogyi 2008). Diese Eigenschaft galt in den Anfangen der Hirnforschung als einzige
Beteiligung GABAerger Neurone an der Modulation von Projektionen und an der Verarbeitung
kognitiver und emotionaler Informationen (Brioni et al. 1989; Bergado-Acosta et al. 2008; Sangha et
al. 2009; Makkar et al. 2010). In den letzten Jahrzehnten mehrten sich allerdings die Hinweise, dass
GABAerge Neurone nicht nur als Interneurone, sondern auch als eigene Projektionsneurone agieren.
Sowohl durch anterograde als auch durch retrograde Tracingstudien wurde gezeigt, dass nicht nur,
wie initial angenommen, Pyramidenzellen in entfernte Hirngebiete projizieren, sondern auch
GABAerge Neurone. Retrograde Tracingmethoden dienten dabei zur Identifizierung jener Zellen, die
in das Injektionsgebiet projizierten, und markierten auBer Pyramidenzellen auch polymorphe Zellen,
die sich nicht ausschlieBlich im Stratum pyramidale befanden (Chronister und DeFrance 1979).
Immunhistochemische Farbemethoden zeigten, dass es sich dabei um GABAerge Neurone handelt
(Freund und Antal 1988; Jinno und Kosaka 2002). Die GABAergen Neurone, die in andere
Hirnstrukturen projizieren, werden auch als ,long-range“-Neurone (lange Projektionsneurone)
bezeichnet, im Gegensatz zu den lokalen GABAergen ,short-range“-Neuronen. Lokal bilden die
langen GABAergen Projektionsneurone gleichermaRen mit exzitatorischen und inhibitorischen
Neuronen synaptische Kontakte, wahrenddessen sie distal vorrangig an inhibitorischen Neuronen
terminieren (Caputi et al. 2013). So konnten im Verlauf GABAerge Projektionen zwischen Septum und
Hippocampus (Chronister und DeFrance 1979; Alonso und Kéhler 1982; Freund und Antal 1988; Jinno
und Kosaka 2002), Hippocampus und entorhinalem Cortex (Melzer et al. 2012), zwischen den
Hippocampusformationen (Schwerdtfeger und Buhl 1986; Zappone und Sloviter 2001; Jinno 2009)
und innerhalb des Neocortex (Higo et al. 2009; Tamamaki und Tomioka 2010) nachgewiesen werden.
Im Jahr 2012 gelang Miiller et al. durch Verwendung anterograder sowie retrograder Tracer der
Nachweis einer GABAergen Projektion vom ventralen Hippocampus (CA1/ Subiculum) zur Amygdala,
wenngleich die Mehrzahl der Projektionen von glutamatergen Neuronen ausging. Hierbei
terminierten die hippocampalen Axone in allen Amygdalakernen, wobei der Nucleus basomedialis
die hochste Dichte an Faserstrukturen aufwies. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
bestatigten, dass die meisten anterograd markierten synaptischen Kontakte im Nucleus basomedialis
asymmetrisch sind. Interessanterweise waren vereinzelt jedoch auch symmetrische Synapsen
markiert, die eine GABAerge Beteiligung an der Projektion vom Hippocampus zur Amygdala

nahelegten (Mdller et al. 2012).

1.7 Zielstellung

Diese Arbeit dient der weiteren biochemischen Charakterisierung der von Miller et al.

nachgewiesenen GABAergen Projektion vom Hippocampus zur Amygdala. Die Verwendung von
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GADG67-GFP knock-in Mausen ermdglicht hierbei die Detektion von GABAergen Neuronen und eine
Analyse ihres Verteilungsmusters in der CAl-Region und dem angrenzenden Subiculums ohne
weitere Markierungstechnik. Zur ldentifizierung der Projektionsneurone des ventralen Hippocampus
erfolgten Injektionen eines retrograden Tracers in die Amygdala. In dieser Studie wurde dafir Fluoro-
Gold (FG) verwendet. FG wird retrograd axonal transportiert und markiert die Zielzelle, ohne in
umliegende Areale zu diffundieren (Schmued und Fallon 1986). Aufgrund der guten Kompatibilitat
von FG mit anderen histochemischen Techniken war es moglich, zusatzlich immunhistochemische
Farbungen durchzufiihren. Diese ermdglichten eine weitere Klassifizierung und Charakterisierung der
GABAergen Neurone. Im Speziellen wurden immunhistochemische Farbungen zur Beurteilung der
Expression von PARV, NPY und CCK durchgefiihrt. Die Zusammenschau aller erhobenen Daten sollte

folgende Fragen klaren:

1. Wie hoch ist der Anteil der vom ventralen Hippocampus in die Amygdala projizierenden

GABAergen Neurone?

2. Existiert eine schichtspezifische Verteilung der hippocampo-amygdaldren GABAergen

Projektionsneurone oder sind diese in allen Schichten gleichermalien zu finden?

3. Handelt es sich bei den GABAergen Projektionsneuronen vom Hippocampus zur Amygdala
um eine eigene Klasse von Projektionsneuronen oder lassen sich Parallelen zu bereits

beschriebenen langen GABAergen Projektionsneuronen des Hippocampus erkennen?

4. Ist es moglich, die GABAergen Projektionsneurone anhand ihrer Peptidexpression in
Subpopulationen zu unterteilen und lassen sich dadurch womaoglich Riickschliisse auf ihre
Funktion ziehen? Oder handelt es sich vielmehr um eine homogene Gruppe GABAerger

Projektionsneurone?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Ethische Grundlagen

Alle Tierversuche wurden vom Regierungsprasidium Dessau (AZ: 42502-2-813 UniMD, 42502-2-1130
UniMD) genehmigt und entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Die
Europaische Richtlinie ,zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere”

(2010/63/EU) wurde bei allen tierexperimentellen Handlungen eingehalten.

2.1.2 Mausmutanten und Tierhaltung

Als Versuchstiere wurden GAD67-GFP knock-in M&use (C57BL/6 Inzucht Stamm) verwendet. Dabei
handelt es sich um Mausmutanten mit einer homologen Insertion des Green Fluorescent Proteins
(GFP) im Gen der 67 kD Isoform der Glutamatdecarboxylase (GAD67, Gen ID 14415) (Tamamaki et al.
2003). GABAerge Zellen sind bereits ab einem sehr frilhen Stadium in der Entwicklung positiv fur
GAD67 (DeDiego et al. 1994). Daher ermdglicht die Expression von GFP unter der Kontrolle des
GAD67-Promotors eine Detektion von GABAergen Zellen im Allgemeinen sowie insbesondere von

retrograd markierten GABAergen Projektionsneuronen des Hippocampus, die hier im Fokus stehen.

Es wurden ausschliefllich heterozygote Tiere verwendet, da eine Homozygotie zur Ausbildung einer
schwerwiegenden Gaumenspalte fihrt und kurze Zeit nach der Geburt letal ist (Asada et al. 1997).
Nach Absetzung der Jungtiere von der Mutter erfolgte die Genotypisierung. Tamamaki et al. stellten
bei den genverdnderten Tieren keine Auffalligkeiten hinsichtlich des GréRenwachstums, des
reproduktiven Verhaltens und der makroskopischen Hirnarchitektur fest (Tamamaki et al. 2003).
Insgesamt wurden 17 heterozygote knock-in Méuse, sowohl miannliche als auch weibliche (9 &, 8 Q),
im Alter von 3-5 Monaten untersucht. 45 Hirnschnitte von 8 Tieren konnten fiir die Auswertung

verwendet werden, die Ubrigen Tiere dienten der Etablierung des Verfahrens und neuer Antikorper.

Die Mause wurden in der zentralen Tierhaltung der Medizinischen Fakultdt der Otto-von-Guericke-
Universitdt geziichtet. Die Haltung erfolgte spezifisch pathogenfrei (SPF Barrierehaltung) und
geschlechtergetrennt in Makrolon-Kéafigen, GréRe (26,5 cm (L) x 20 cm (B) x 14 cm (H)), mit Standard-
Einstreu bei einer Temperatur von 22 bis 25 °C. Wasser und Standard-Pelletdidt (Typ 2018, Harlan
Winkelmann, Borchen, Deutschland) standen ad libitum zur Verfiigung. Die Tiere unterlagen einem
12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus mit einer automatischen Beleuchtungseinschaltung um 06:00 Uhr
und jeweils einer zweistlindigen Dammerungsphase vor dem Einschalten beziehungsweise vor dem

Ausschalten.
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2.1.3 Tracing

Die Mause wurden vor der intracerebralen Tracerinjektion mit einer Mischung aus Ketamin
(10 mg/ml, Ketavet®, Pfizer) und Xylazin (1 mg/ml, Xylazin, CEVA) narkotisiert, wobei eine Dosierung
von 0,1 ml je 10g Korpergewicht gewdhlt wurde. Die Injektion des Anasthetikums erfolgte
intraperitoneal. Als retrograder Vitaltracer zur selektiven Darstellung der Verbindungen zwischen
Hippocampus und Amygdala wurde Fluoro-Gold (FG, Fluochrome Inc., Englewood, CO, USA; 4 % in
destilliertem Wasser) verwendet. Der Tracer wurde unilateral (n=6) beziehungsweise bilateral
(n = 2) stereotaktisch gestiitzt, druckkontrolliert mit einer 1-pl-Hamilton®-Spritze in die Amygdala
(anterior-posterior Koordinaten (AP) - 1.8, medio-lateral (ML) Koordinaten +* 2.8, dorso-ventral
Koordinaten (DV) —4) injiziert. Die AP-Werte wurden von Bregma als Nullpunkt bestimmt, die ML
Werte orientierten sich an der Sutura sagittalis und zur Ermittlung der DV-Werte wurde die
Hirnoberflache als Ausgangspunkt verwendet. Die stereotaktischen Koordinaten wurden mit Hilfe
des Atlas von Franklin und Paxinos festgelegt (Franklin und Paxinos 2007). Die anfanglichen
unilateralen Injektionen zeigten, dass der Tracertransport streng ipsilateral erfolgte, daher wurden
im Verlauf bilaterale Tracerinjektionen zur besseren Materialausschdopfung vorgenommen und die
Hirnhalften als unabhangig voneinander betrachtet. Die Injektionsmenge betrug 50 nl vor dem
Hintergrund moglichst viele hippocampale Zellen zu markieren und die gesamte Amygdala mit der

Injektion zu erfassen (Abbildung 4).

Abbildung 4 Typische, druckkontrollierte Injektionsstelle der Amygdala
am Ort der maximalen Ausdehnung. Cortexareale wie z.B. piriformer Cortex wurden
weitestgehend ausgespart. MaRstabsbalken: 1 mm (Libkemann, Eberhardt et al. 2015).
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2.2 Histologie

2.2.1 Perfusion und Fixation

Nach einer Uberlebenszeit von 7 bis 14 Tagen erhielten die Tiere eine letale Dosis Pentobarbital-
Natrium (Narcoren®, 16 g/ 100 ml, Merial, Halbergmoos, Deutschland). AnschlieBend erfolgte die
transkardiale Perfusion mit 30 ml 0,9 %iger Kochsalzlésung, gefolgt von 200 ml Immunfixans (4 %
Paraformaldehyd und 15 % gesattigter Pikrinsdure in 0,1 M Phosphatpuffer (PB), pH 7,4). Nach
Dekapitation der Mause wurden die Hirne entnommen, prapariert und fir 5 Stunden bei
Raumtemperatur in Immunfixans fixiert. Im Folgenden wurden die Hirne fir eine Nacht mit 20 %iger
Saccharoselosung zur Verhinderung von Gefrierartefakten inkubiert, daraufhin bei —40°C in

Methylbutan kryokonserviert und bei — 80 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

2.2.2 Immunhistochemische Aufarbeitung

Die tiefgefrorenen Hirne wurden mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (Leica CM3050 S, Leica) bei — 20 °C
und einer Schnittdicke von 40 um ausgehend vom Vorderhirn coronar geschnitten, die Schnitte in
Phosphatpuffer gesammelt und in 4 &dquidistante Serien aufgeteilt. Sofern keine unmittelbare
Weiterverarbeitung erfolgte, wurden die Schnitte in kryoprotektiver Losung (30 % Ethylenglycol und

25 % Glycerin in 0,05 M PB) bei — 20 °C aufbewahrt.

Zur Charakterisierung der Subpopulationen GFP-positiver Neurone wurde in , Free-Floating-Technik”
die Streptavidin-Biotin-Methode fiir die Immunfluoreszenzfarbungen gegen Neuropeptid Y (NPY),
Cholezystokinin (CCK) und das Calcium-bindende Protein Parvalbumin (PARV) genutzt. Die
tabellarischen Farbeprotokolle sind dem Anhang beigefligt (Anlage 1). Als primédre Antikoérper
wurden verwendet: polyklonaler Kaninchenantikérper gegen Neuropeptid Y (Verdiinnung 1:16000;
GTX10980; GeneTex, San Antonio, TX, USA), polyklonaler Kaninchenantikdrper gegen Cholecystokinin
(Verdinnung 1:1000; 20078; ImmunoStar, Hudson, WI, USA), monoklonaler Mausantikérper gegen
Parvalbumin (Verdiinnung 1:5000; 235; SWant, Bellinzona, TI, Schweiz). Fir alle Verdiinnungen

wurde 0,1 M PB bei einem pH-Wert von 7,4 verwendet.

Nach dem Auftauen der Schnitte und dreimaligem Spiilen mit PB wurden die Schnitte fiir 30 Minuten
mit BSA (Bovines Serumalbumin) blockiert (bei PARV wurde dieser Schritt ausgelassen). Hiernach
erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper flr 2 Tage bei 4 °C. Im Anschluss wurden die
Schnitte erneut in PB gespiilt und mit dem biotinylierten Sekundarantikérper 90 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Folgende sekundare Antikdrper wurden in einer Verdiinnung von 1:200
genutzt: biotinyliertes Anti-Kaninchen 1gG und biotinyliertes Anti-Maus I1gG (beide Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA). Zuletzt wurde nach vorherigem Spiilen mit PB Cy3-konjugiertes
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Streptavidin (Verdiinnung 1:1000 in 0,1 M PB pH 7,4; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, USA) zur Visualisierung der Antikorperkomplexe hinzugefligt. Nach der Farbung wurden
die Hirnschnitte auf Objekttrager (SuperFrost Plus, Thermo-Scientific, Menzel-Glaser) aufgebracht,
Uber Nacht in einem Warmeschrank bei 37 °C getrocknet und am Folgetag mit Mowiol (Hoechst,

Frankfurt am Main, Deutschland) eingedeckt.

2.3 Zellzahlung und Flachenbestimmung

2.3.1 Verwendete Technik

Die gefarbten Schnitte wurden an einem Axioplan 2-Mikroskop (Carl Zeiss Lichtmikroskopie,
Gottingen, Deutschland) unter der Verwendung einer AxioCam HRc-Kamera (Carl Zeiss
Lichtmikroskopie, Gottingen, Deutschland) und einer AxioCam MRm-Kamera (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Jena, Deutschland), der Software AxioVision 4.8.2.0 (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena, Deutschland) und Benutzung geeigneter Filter bei einer VergroBerung von 100x bis 200x
fotografiert. Nachstehende Filtersets wurden verwendet: FG (Zeiss 01: BP 365/12, FT 395, LP 397),
GFP (Zeiss 10: BP 450-490, FT 510, BP 515-565), Cy3 (Zeiss 15: BP 546/12, FT 580, LP 590). Zur
Einbindung der Kamera in das Analyseprogramm AxioVision diente das Modul Spot Advanced
(Version 4.0.9, Diagnostic Instruments Inc., Burroghs, Michigan, USA). Alle Systeme waren an einen
Computer mit dem Betriebssystem Microsoft Windows XP Professional (Version 2002)

angeschlossen.

2.3.2 Kartierung

Innerhalb des Bereichs von der ventralen Hippocampusregion CA1 bis zum Ubergang in das ventrale
Subiculum (im Folgenden ROI, ,Region of Interest“) wurde die Anzahl der Tracer-positiven,
GABAergen und peptidergen (PARV-, NPY-, CCK-positiven) Neurone analysiert (Abbildung 5). Zur
Orientierung und zur Lokalisierung der ROl wurde der Atlas von Franklin und Paxinos benutzt
(Franklin und Paxinos 2007). Mit Hilfe von GIMP 2 (GNU Image Manipulation Program, 2.6.8) wurde
eine Fotomontage aus 4 bis 7 (bei 100x VergréRerung) oder 12 bis 16 (bei 200x VergréRerung)
Bildern erstellt, welche die ROl unter dem entsprechenden Filtersatz in ihrer Gesamtheit darstellt.
Die obere Grenze der ROl wurde mit einer horizontalen Linie durch den perirhinalen Sulcus
festgelegt, um eine standardisierte Auswertung zu ermdglichen. Anschliefend wurden die Schichten
des Hippocampus eingezeichnet. Aufgrund der unzureichenden Abgrenzbarkeit des Stratum
radiatum zum Stratum lacunosum wurden diese beiden Schichten als Stratum moleculare (= Stratum

radiatum-lacunosum-moleculare) zusammengefasst. So kam es zur Einteilung der ROl in drei
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Schichten, die sich von auBen nach innen wie folgt gliederten: Stratum oriens, Stratum pyramidale

und Stratum moleculare.

Nun folgte die Kartierung und Zahlung der FG-positiven (Tracer-markierten), GFP-markierten und
peptidergen Neurone jeweils in einer eigenen Ebene in GIMP 2 mit entsprechender Farbe und
entsprechendem Symbol. Fluoro-Gold-markierte Neurone wurden mit einem blauen Rechteck
markiert, GAD67-positive Zellen wurden mit einem griinen Kreis gekennzeichnet und die fir die
jeweilige peptiderge Subpopulation positiven Zellen wurden mit einem roten Kreuz versehen.
Daraufhin  konnten durch Ubereinanderlegen der jeweiligen Ebenen Doppel- und
Dreifachmarkierungen registriert werden (siehe Abbildung 5). Es wurden demnach nicht nur die FG-
positiven, GFP-markierten und peptidergen Neurone registriert, sondern auch jene, die fiir FG und
GADG67 positiv waren, sowie auerdem noch folgende: FG und Peptid, GFP und Peptid, FG und GFP
und Peptid. Abbildung 5A-B zeigt die Verteilung der retrograd markierten Projektionsneurone sowie

der GABAergen Neurone in der ROI.

Das Zahlen der Neurone wurde manuell mit einem Handzahlgerat durchgefiihrt. Gezahlt wurden nur
markierte Neurone mit eindeutig erkennbarem Zellkérper und neuronaler Form. Bei fragwiirdigen
Doppel- beziehungsweise Dreifachmarkierungen erfolgte eine Reevaluation unter dem Mikroskop bei
400x VergroRerung. Pro Serie, das heiRt je Versuchstier und durchgefiihrter immunhistochemischer
Farbung, wurden nach Moglichkeit drei Schnitte nach diesem Schema ausgewertet. Vereinzelt waren
jedoch nur zwei Schnitte oder ein Schnitt auswertbar (z. B. Serie 222_NPY). Der Abstand zwischen
den Schnitten betrug 160 um. Nach erfolgtem Mapping und Zahlen der Neurone wurden die
Absolutzahlenwerte je Hippocampusschicht und Hirnschnitt in Prozent umgerechnet. AnschlieRend
wurden die Mittelwerte je Serie berechnet. Dies ermoglichte Aussagen Uber die Verteilung und den

prozentualen Anteil doppel- bzw. dreifachmarkierter Neurone.
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Abbildung 5 ROI mit angrenzenden Arealen und Kartierungsbeispiel
Die rot gepunktete Linie durch den perirhinalen Sulcus (PERI) stellt die Obergrenze der ROI dar.
CA: Cornu ammonis, Feld CA1/ CA3, VS: ventrales Subiculum, DG: Gyrus dentatus, PrhC:
perirhinaler Cortex, EC: entorhinaler Cortex, APir: amygdalo-piriforme Ubergangszone, PMCo:
Nucleus corticalis posteromedialis der Amygdala, MGB: Corpus geniculatum mediale.
(A) Verteilung der retrograd markierten Projektionsneurone im ventralen Hippocampus und im
angrenzenden Subiculum. MaRstabsbalken: 500 um.
(B) Verteilung der GFP-markierten GABAergen Neurone in der ROIl. MaRstabsbalken: 500 um.
(C) Schematische Darstellung der ROI gedndert nach Franklin und Paxinos (2007).
(D) Ausschnitt eines Kartierungsbeispiels; weiter dorsal liegende Markierungen sind nicht
abgebildet. Nach Zusammenfliigen der Mikroskopierbilder und Einzeichnen der
Hippocampusschichten (so, sp, sm) erfolgte die Markierung der Neurone mit Hilfe der
Bildbearbeitungssoftware GIMP 2. FG-positive Neurone: blaues Rechteck. GFP-exprimierende
Neurone: griiner Punkt. Peptiderge Neurone: rotes Kreuz.
(E) Fusionierung der FG- und GFP-Ebenen zur Erkennung von Doppelmarkierungen. Der
vergroerte Ausschnitt zeigt ein Beispiel einer Doppelmarkierung. In diesem Fall handelt es sich
um projizierende GABAerge Neurone. MaRstabsbalken: 20 um (Abbildung gedndert nach
Libkemann, Eberhardt et al. 2015).
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2.3.3 Injektionsflachen und Volumenberechnung

Als Folge des vergleichsweise grofRen Injektionsvolumens wurde nicht nur die Amygdala Tracer-
markiert, sondern auch der dariiber liegende Cortex und das Striatum. Zur Uberpriifung, ob die
Injektionsmenge des Tracers bzw. die mit markierten Strukturen die Anzahl retrograd markierter
Neurone im Hippocampus erhéhen, wurde das Diffusionsvolumen bestimmt. Hierfiir wurde zunachst
die groRte Fluoro-Gold-Injektionsfliche im Bereich der Amygdala aufgesucht. Von dieser Flache
wurde bei 25x VergroRerung mit einer CCD-Kamera und unter Verwendung der Software AxioVision
(genauere Angaben siehe S. 20) eine digitale Bildaufnahme angefertigt und die Injektionsflache mit
dem Cursor umfahren. Die sich daraus ergebende Flache wurde nach erfolgter Skalierung in pm?
ausgegeben. Von dem Ort der grofBten Injektion wurde die Tracer-Diffusion in je zwei weiteren
Schnitten sowohl nach rostral als auch nach kaudal erneut digital fotografiert und gemessen, sodass
letztendlich die finf groRten Injektionsflichen je Injektion ermittelt wurden. Unter Benutzung
folgender Formel V = A;*h + A,*h + As*h + A,*h + As*h (V = Volumen; A = Flache der Tracer-Diffusion
ausgehend von der Amygdala; h = Distanz zwischen den Schnitten, bei einer Schnittdicke von 40 um
und vier Serien ist h=160 um; 1-5=Anzahl der Schnitte) wurde das Diffusionsvolumen

ndaherungsweise berechnet.

2.4 Statistik

Zur Korrelationsanalyse der Diffusionsvolumina des Tracers mit der Anzahl der retrograd markierten
Projektionsneurone wurde der Rangkorrelationskoeffizient ry; nach Spearman ermittelt. Das
Alphaniveau wurde dabei auf 0,05 festgelegt. Das Diffusionsvolumen je Injektion, berechnet aus den
jeweils funf groRten Injektionsflachen, wurde dabei der mittleren Gesamtzellzahl der retrograd

markierten Projektionsneurone je Injektion gegenlibergestellt.

Des Weiteren wurden zur quantitativen Auswertung der registrierten Neurone das arithmetische
Mittel, die Standardabweichung, der Standardfehler des Mittelwertes und der entsprechende
prozentuale Anteil berechnet. Die Berechnungen wurden mit SAS® Version 9.3 (SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Ziel war es, GABAerge Projektionsneurone im ventralen Hippocampus und dem angrenzenden
Subiculum mit Hilfe der Verwendung von GAD67-GFP knock-in Mausen und FG-Injektionen in die
Amygdala zu identifizieren. Durch die Nutzung der GAD67-GFP knock-in Maduse konnten GABAerge
Zellen ohne zusatzliche Farbemethoden mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert und gezahlt
werden. Sie werden in den folgenden Abbildungen entsprechend ihrer Emissionsfarbe unter dem
Fluoreszenzmikroskop griin dargestellt. Die FG-Injektionen in die Amygdala fihrten zu einer
retrograden Markierung von Projektionsneuronen in der ventralen Hippocampusformation. Ferner
wurden Neurone des perirhinalen Cortex, der amygdalo-piriformen Ubergangszone, des Thalamus
und des Corpus geniculatum mediale markiert (siehe Abbildung 5A). Projektionsneurone werden
nachfolgend blau dargestellt. Die immunhistochemischen Farbungen dienten der ndheren
Charakterisierung der GABAergen Projektionsneurone und gaben Aufschluss dariber, welche
Neurone PARV, NPY oder CCK exprimieren. Die peptidergen Neurone werden in den sich
anschlieRenden Abbildungen rot (PARV), orange (NPY) bzw. gelb (CCK) dargestellt. Die Originaldaten
sind dem Anhang beigefiigt.

3.1 Aligemeine Verteilung der Neurone

Bevor im Speziellen die GABAergen hippocampo-amygdaldren Projektionsneurone beschrieben
werden, wird zundchst auf die allgemeine Verteilung der GABAergen Neurone, der
Projektionsneurone und der Peptid-exprimierenden Neurone im ventralen Hippocampus
eingegangen. Um eine Aussage Uber die Verteilung jener Neurone auf Schichten des Hippocampus
treffen zu kénnen, wurden die Absolutwerte je Hippocampusschicht und Hirnschnitt zunachst in
Prozent umgerechnet. Dann wurden die Mittelwerte je Versuchstier und durchgefihrter,
immunhistochemischer Farbung (entspricht einer Serie) ermittelt. Die Serienbezeichnung ergibt sich
aus der Nummer des Tiers (222, 342, 386re, 386li, 411, 360re, 800, 1512, 1523) und der
angewandten immunhistochemischen Farbung fir PARV, NPY oder CCK. Insgesamt wurden 21
Injektionen bei 17 Versuchstieren durchgefiihrt. Davon konnten 16 Serien (7 x PARV, 7 x NPY, 2 x
CCK) von 8 Tieren mit jeweils 1 bis 3 Schnitten (insgesamt 45 Schnitte) fir die Auswertung verwendet

werden.

3.1.1 Verteilung der GABAergen Neurone auf Schichten des Hippocampus

Als GABAerge Neurone wurden jene gewertet, die GFP exprimierten. Es wurden zunachst alle

GABAergen Neurone je Hippocampusschicht gezahlt. Dabei variierten die Absolutzahlenwerte

zwischen 2 im Stratum oriens (222_NPY) und 423 als Maximum im Stratum pyramidale (800_NPY).
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AnschlieBend wurde der prozentuale Mittelwert je Hippocampusschicht und Serie nach oben
genannter Vorgehensweise ermittelt. Abbildung 6 zeigt den prozentualen Mittelwert der GABAergen
Neuronenverteilung auf Schichten des Hippocampus von insgesamt 16 Serien. GABA-positive
Neurone waren nahezu gleichmaRig Gber das ventrale Hippocampusgebiet zwischen den Schichten
des Hippocampus verteilt (Abbildung 5B). Das Stratum pyramidale weist zwar mit 56 % den gréRten
Anteil auf, gefolgt von 33 % im Stratum moleculare und 11 % im Stratum oriens (Abbildung 6). Jedoch
ist diese GroRenverteilung eher den unterschiedlichen Schichtgrofen geschuldet als einer
vermehrten bzw. verminderten Anhdufung GABAerger Zellen in den jeweiligen
Hippocampusschichten. Abbildung 7 stellt die Variation der detektierten GABAergen Neurone im
Stratum oriens, Stratum pyramidale und Stratum moleculare zwischen den Versuchstieren und
Serien dar. Sie zeigt eine weitestgehend homogene Verteilung der GABA-positiven Neurone zwischen
den Serien. Tabelle 3 im Anhang (S. 87) listet die GABAerge Neuronenverteilung auf Schichten des

Hippocampus je Serie auf.
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Dargestellt sind MW + SEM
aus n = 16 Serien.

3.1.2 Verteilung der Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus

Um eine Aussage Uber die Verteilung der retrograd markierten Projektionsneurone im Hippocampus
treffen zu kénnen, erfolgten FG-Injektionen in die Amygdala. Abbildung 8 zeigt eine Zusammenschau
der Injektionen in die Amygdala. Fir die Auswertung konnten acht Tiere mit neun Injektionen

bericksichtigt werden. Bei den Versuchstieren 386 und 360 erfolgten zur besseren
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Materialausschopfung Doppelinjektionen, das heillt, FG wurde sowohl in die rechte als auch in die
linke Amygdala injiziert (386li, 386re, 360re). Der Datensatz entspricht dem der allgemeinen
GABAergen Verteilung (n = 16 Serien, insgesamt 45 Schnitte). Tabelle 4 im Anhang (S. 88) zeigt die
prozentualen Mittelwerte der retrograd markierten Projektionsneurone je Hippocampusschicht und
Serie. In Abbildung 9 ist zu sehen, dass die lUberwiegende Mehrheit der Projektionsneurone sich mit
einem Anteil von 89 % im Stratum pyramidale befindet, dementsprechend gering ist der Anteil im
Stratum oriens und Stratum pyramidale mit jeweils 5 %. Mikroskopisch konnte beobachtet werden,
dass sich viele Projektionsneurone des Stratum moleculare in der Nahe zum Stratum pyramidale
befinden. Weder im dorsalen Hippocampus, in der CA3-Region oder im Gyrus dentatus des ventralen
Hippocampus noch in der kontralateralen Hemisphdare wurden retrograd markierte
Projektionsneurone beobachtet, es sei denn, es kam zu einer akzidentiellen Verletzung der Fimbria
bzw. des Fornix mit der Injektionsnadel. Infolge der individuellen Injektionen (GroRe, Lokalisation)
und des unterschiedlichen axonalen Transports variierten die Absolutwerte der Projektionsneurone
von Tier zu Tier stark. Die wenigsten Projektionsneurone mit dem Absolutwert 2 wurden im Stratum
moleculare der Serie 386li_PV registriert. Die meisten Projektionsneurone in Hohe von 3651 wurden
im Stratum pyramidale der Serie 411 _NPY gezdhlt. Die Variation der prozentualen Verteilung der
Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus zwischen den Versuchstieren und Serien zeigt
Abbildung 10. Hier wird deutlich, dass trotz der groRen interindividuellen Unterschiede die

prozentuale Verteilung annahrend gleich bleibt.
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Abbildung 8 Zusammenfassung der druckkontrollierten Injektionsstellen in der Amygdala

Die Injektionsflaichen wurden in Atlasbilder von Franklin und Paxinos eingezeichnet (2007) und
markieren die groBte Ausdehnung des nekrotischen Kerns. Rostrale und caudale Ausdehnungen
der jeweiligen Injektion sind nicht abgebildet. Jede Injektion ist mit der dazugehérigen
Fallnummer gekennzeichnet. Die Nummern unter den Hirnschnitten geben den Abstand zum
Bregma in mm an (Abbildung gedndert nach Libkemann, Eberhardt et al. 2015).
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3.1.2.1Tracerinjektion, Diffusionsvolumen und retrograd markierte Projektionsneurone

In Anbetracht der Tatsache, dass die Injektionen von FG interindividuell in GrofRe und Lokalisation
variierten und damit auch die Diffusionsvolumina, stellte sich die Frage, ob die Anzahl der retrograd
markierten Projektionsneurone mit der GréRe der Diffusionsvolumina korreliert und dadurch von

aullen beeinflussbar ist.

Es erfolgte daher eine Korrelationsanalyse des Diffusionsvolumens pro Injektion zum Mittelwert aller
Projektionsneurone je Injektion nach Spearman. Das Diffusionsvolumen wurde mit Hilfe der zuvor
genannten Formel (siehe S. 23) aus den finf groBten Injektionsflachen je Injektion berechnet. Dann
wurde der Mittelwert aus der Summe aller Projektionsneurone je Schnitt und Injektion ermittelt und
mit dem Diffusionsvolumen korreliert. Bei neun durchgefiihrten Tracerinjektionen an acht
Versuchstieren (386 Doppelinjektion: 386li, 386re) ergaben sich neun Wertepaare, die in einem
Diagramm aufgetragen wurden (Abbildung 11). Die Punktwolke lasst unter Berilcksichtigung aller
Werte keine klare Struktur bzw. Linearitat erkennen und spricht gegen eine Abhangigkeit der beiden
Parameter. Der Rangkorrelationskoeffizienten r, nach Spearman in Hohe von -0,183 (p =0,6368)
bestatigt diese Beobachtung und zeigt, dass die Anzahl der retrograd markierten Projektionsneurone

nicht mit dem Diffusionsvolumen korreliert.

28



Ergebnisse

3500 -+
4 1512
3000 - 4 3800

* 411

N

(O]

o

o
I

N

o

o

o
I

4 360re

[any

w1

o

o
1

* 222 4 386re

=

o

o

o
1

* 342

retrograd markierte Projektionsneurone

500 - 4 1523
* 386li

0 T T T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
Diffusionsvolumen in mm3

Abbildung 11 Korrelationsanalyse der retrograd markierten Projektionsneurone zum Diffusionsvolumen von
FG
Dargestellt sind das Diffusionsvolumen und der mittlere Absolutwert der retrograd markierten
Projektionsneurone je Injektion. Aus den zur Verfiigung stehenden Daten ergaben sich neun
Wertepaare, die in dem Diagramm aufgetragen sind. Die Beschriftung der Datenpunkte
entspricht der durchgefiihrten Tracerinjektion mit dem entsprechenden Versuchstier. Es erfolgte
eine Korrelationsanalyse nach Spearman, die zeigte, dass das Diffusionsvolumen und die Anzahl
der retrograd markierten Projektionsneurone nicht korrelieren. ry = -0,183 (p = 0,6368).

3.1.3 Verteilung der Peptid-positiven Neurone auf Schichten des Hippocampus

Die immunhistochemischen Farbungen fiir PARV, NPY und CCK wurden durchgefiihrt, um
Subpopulationen der GABAergen Projektionsneurone zu identifizieren. Im Folgenden soll die
allgemeine Verteilung der PARV-, NPY- bzw. CCK-exprimierenden Neurone auf die Schichten des
Hippocampus beschrieben werden. Fir PARV konnten dafiir sieben Serien mit 21 Schnitten
ausgewertet werden, fiir NPY sieben Serien mit 18 Schnitten und fiir CCK zwei Serien mit 6 Schnitten.
Beim Zahlen der immunhistochemisch positiven Neurone kam es manchmal vor, dass insbesondere
im Stratum moleculare kein einziges peptiderges Neuron markiert war (z. B. 342_PV). Der grofite
Absolutwert mit 146 positiven Neuronen fiir PARV war im Stratum pyramidale der Serie 411_PV zu
finden. Tabelle 5 im Anhang (S. 89) zeigt die prozentualen Mittelwerte der PARV-, NPY- bzw. CCK-
positiven Neurone je Hippocampusschicht und Serie. Wie man der Abbildung 12 entnehmen kann,
weisen die PARV-, NPY- bzw. CCK-exprimierenden Neurone kein identisches Verteilungsmuster auf.

Dessen ungeachtet haben alle Peptide (PARV, NPY, CCK) ihren grofRten Anteil im Stratum pyramidale.
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PARV-positive Neurone sind mit einem Anteil von 89 % mehrheitlich im Stratum pyramidale zu
finden. Rund ein Zehntel der PARV-exprimierenden Zellen befinden sich im Stratum oriens,
wohingegen im Stratum moleculare kaum PARV-positive Neuronen zu finden sind (2 %)
(Abbildung 12). In Abbildung 12 sind die PARV-positiven Neurone rot dargestellt. Die orangen Balken
stellen die NPY-exprimierenden Neurone dar. Ihr Verteilungsmuster dhnelt dem der PARV-positiven
Neurone, allerdings sind sie mit 18 % etwas haufiger als PARV-positive Neurone im Stratum oriens zu
finden. Im Stratum pyramidale befinden sich 73 % der NPY-exprimierenden Zellen und im Stratum
moleculare rund 9 %. Bei der Farbung von CCK, in Abbildung 12 gelb dargestellt, ist nur jedes zweite
markierte Neuron im Stratum pyramidale (53 %) lokalisiert. CCK-positive Neurone sind mit 27 % im
Stratum oriens und 20 % im Stratum moleculare haufiger prasent als PARV- oder NPY-exprimierende
Neurone in diesen beiden Schichten.
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Abbildung 12 Verteilung der immunhistochemisch positiven Neurone fiir PARV, NPY und CCK
auf Schichten des Hippocampus in %. Dargestellt sind MW + SEM aus n = 7 Serien, 21 Schnitten
bei PARV; n = 7 Serien, 18 Schnitten bei NPY; n = 2 Serien, 6 Schnitten bei CCK.

In Abbildung 13 ist die Variation der PARV-, NPY- und CCK-exprimierenden Neurone zwischen den
Serien zu sehen. Orange steht in dieser Abbildung fiir das Stratum oriens, Rot fiir das Stratum
pyramidale und Gelb flr das Stratum moleculare. PARV und NPY zeigen eine relativ homogene
Verteilung zwischen den Serien. Bei CCK ist eine Aussage Uber die Homogenitat der Verteilung bei

zwei Serien dagegen nur eingeschrankt moglich.

30



Ergebnisse

PARV NPY CCK
10 =@ o B B @ B B
OO0 H K
T
X 80 4
£
s 70 -
c
2 60
2
2 50 -
% 40 - [J Str. moleculare
;'E 30 4 M Str. pyramidale
& 20 [ Str. oriens
311 | 111 I
o | ik
N\ A AJAJJ{Q OO
R RN SESEEEE 8¢
(9 N DASASIAD @ i
WP 27 WS '{)"’)%q’b o %0%@ > »" Serie

Abbildung 13 Variation der peptidergen Neuronenverteilung von PARV-, NPY- und CCK-positiven Neuronen
auf Schichten des Hippocampus zwischen den Serien. Dargestellt sind die MW je Serie in %.
PARV: n = 7 Serien, 21 Schnitte; NPY: n = 7 Serien, 18 Schnitte; CCK: n = 2 Serien, 6 Schnitte.

3.1.3.1Etablierung eines CCK-Farbeprotokolls

Wie aus den bisherigen Abbildungen ersichtlich, standen zur Beurteilung der CCK-Subpopulation nur
zwei Tiere mit jeweils drei Schnitten zur Verfligung. Diese geringe Anzahl ergibt sich aus den
anfanglichen Schwierigkeiten ein gutes CCK-Farberesultat zu erhalten. Daher war zundchst die

Etablierung eines Farbeprotokolls zur Detektion von CCK-positiven Neuronen notwendig.

Anfangs wurde die CCK-Farbung mit einem primaren Antikdrper der Firma AbD Serotec durchgefihrt.
Die Signale waren sehr schwach, sodass zunachst versucht wurde, die Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen des polyklonalen Antikérpers zu verbessern. Dazu wurden verschiedene
Moglichkeiten der Blockierung getestet, wie z. B. die Verwendung von Fischgelatine, Milchpulver
oder einer groReren Menge Rinderserumalbumin (BSA). Die unterschiedlichen Blockierungen, die in
der Abbildung 14 grin dargestellt sind, fihrten zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis. Zudem
wurden verschiedene Verdiinnungen getestet, die auch keine Verbesserung brachten. Daraufhin
folgte ein Herstellerwechsel von AbD Serotec (#2050-0004) zu ImmunoStar (#20078). Dies erwies sich
als glinstig, da erstmals differenzierte Neurone in der Hippocampusformation erkennbar waren. Es
wurden weitere Optimierungsversuche unternommen, die in Abbildung 14 orange dargestellt sind.
Anfangs wurden verschiedene Verdiinnungen getestet. Hier erwies sich eine 1:1000 Verdiinnung am
glnstigsten. Zur weiteren Signalamplifikation wurde bei der Cholecystokininfarbung zuséatzlich die
Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC Elite Kit, Vector Laboratories, Burlingame CA, USA) verwendet,
die jedoch lediglich zu einer verstarkten Hintergrundfarbung fihrte und nicht zur Verstarkung des

spezifischen Signals beitrug, sodass sie letztendlich nicht zur Anwendung kam. Auch die Verwendung
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von TSA Rhodamin (TSA Kit, T20933, Molecular Probes, Paisley, UK) anstelle von Cy3-konjugiertem
Streptavidin erbrachte im Vergleich zur Standardmethode keine Verbesserung. Eine Verlangerung

der Inkubationszeit mit Cy3-konjugiertem Streptavidin stellte sich allerdings als vorteilhaft heraus.

Bei dem letztlich verwendeten Farbeprotokoll, in Abbildung 14 lila dargestellt, wurde der primare
Antikorper fir CCK von der Firma ImmunoStar in einer Verdinnung 1:1000 verwendet und die

Fluochrominkubationszeit auf eine Stunde erhoéht.
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Abbildung 14 Etablierung eines Farbeprotokolls zur Detektion von CCK
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Standardfarbemethode, die nur zu sehr schwachen Signalen fiihrte. In den griinen Kasten sind die
Optimierungsversuche unter Verwendung des CCK-Antikorpers von AbD Serotec abgebildet.
Aufgrund ausbleibender Verbesserung erfolgte ein Herstellerwechsel zu ImmunoStar. Die orange
hinterlegten Felder enthalten Optimierungsversuche unter Verwendung des CCK Antikorpers von
ImmunoStar. Ein rotes Kreuz bedeutet, dass die Anderung keine signifikante Verbesserung
erbrachte oder gar zu einer Verschlechterung fiihrte. Ein blaues Hakchen steht fir ein gutes
Farberesultat. Das endgiiltige und letztlich angewandte Farbeprotokoll ist lila markiert.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass GABAerge Neurone anndhrend homogen Uber die
Schichten des Hippocampus verteilt sind. Die meisten Projektionsneurone hingegen befinden sich
unabhangig von der SchichtgroRe mit 89 % im Stratum pyramidale. Auch die Peptid-positiven
Neurone sind hauptsdchlich im Stratum pyramidale lokalisiert. PARV- und NPY-exprimierende
Neurone zeigen ein sehr ahnliches Verteilungsmuster, indem sie hauptsachlich im Stratum
pyramidale zu finden sind, gefolgt vom Stratum oriens und schlielich dem Stratum moleculare. CCK
weicht von dieser Verteilung geringfligig ab: Obgleich auch hier der grofSte Anteil im Stratum
pyramidale prasent ist, befindet sich mit 27 % bzw. 20 % ein nicht unerheblicher Teil im Stratum

oriens bzw. Stratum moleculare.

3.2 GABAerge Projektionsneurone

Im folgenden Abschnitt soll das Augenmerk auf die GABAergen Projektionsneurone der ventralen
CA1-Region und des angrenzenden Subiculums gelenkt werden. Als GABAerge Projektionsneurone
wurden Neurone gezdhlt, die sowohl GFP exprimierten als auch retrograd mit FG markiert waren.
GABAerge Projektionsneurone sind somit doppelmarkierte Neurone fir FG und GFP. Zur weiteren
Charakterisierung der GABAergen Projektionsneurone erfolgten PARV-, NPY- und CCK-
Immunfluoreszenzfarbungen. So konnte ein Neuron dreifach markiert sein (Triple, T), wenn es positiv
war sowohl fir FG als Projektionsmarker und GFP zur Identifizierung GABAerger Neurone als auch fiir

das jeweils gefarbte Peptid.

3.2.1 Doppelmarkierte Neurone: FG + GFP

Zunachst wurde die Verteilung der GABAergen Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus
untersucht. Wie bei der allgemeinen Verteilung der GABAergen Neurone und Projektionsneurone
wurde zundchst der prozentuale Anteil je Hirnschnitt und Hippocampusschicht ermittelt und
anschlieRend der Mittelwert je Serie berechnet. Tabelle 1 zeigt die prozentuale Verteilung der
GABAergen Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus je Serie und die mittlere Verteilung
von allen Serien. Die meisten GABAergen Projektionsneurone befinden sich mit 76 % im Stratum
pyramidale, 16 % sind im Stratum oriens lokalisiert und 8 % im Stratum moleculare (Tabelle 1). Diese
Verteilung &dhnelt der allgemeinen Verteilung der Projektionsneurone (vgl. Abbildung 9). In
Abbildung 15 ist die Variation der Verteilung der GABAergen Projektionsneurone auf Schichten des
Hippocampus zwischen den Serien und Versuchstieren zu sehen. Wie man der Abbildung 15
entnehmen kann, ist die Verteilung (iberwiegend homogen und die Variation am ehesten der

biologischen Individualitat geschuldet.
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Tabelle 1 Verteilung der GABAergen Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus
Angegeben sind die Mittelwerte je Hippocampusschicht und Serie in %. GABAerge
Projektionsneurone sind Neurone, die sowohl FG als auch GFP markiert sind. In der Spalte
Versuchstier ist das entsprechende Tier (Zahl) mit der jeweils durchgefiihrten Farbung (PV, NPY,
CCK) vermerkt (=eine Serie). Es wurden 16 Serien (n=16) mit insgesamt 45 Schnitten
ausgewertet. Die verwendete Anzahl der Schnitte je Serie ist in der Spalte Versuchstier in
Klammern vermerkt. so - Stratum oriens, sp - Stratum pyramidale, sm - Stratum moleculare.

GABAerge Projektionsneurone in %

v hsti Hippocampusschichten

ersuchstier or Py Mo
222 PV (3) 17 80 3
222 _NPY (2) 17 83 0
342 _PV (3) 4 94 2
342_NPY (3) 5 95 0
386re_PV (3) 4 94 1
386re_NPY (3) 11 78 10
386li_PV (3) 8 88 4
386li_NPY (3) 31 63 6
411_PV (3) 15 78 7
411_NPY (3) 14 79 7
360re_PV (3) 13 68 20
360re_NPY (1) 14 75 11
800_PV (3) 17 74 9
800_NPY (3) 18 77 5
1512 _CCK (3) 29 56 15
1523 _CCK (3) 30 38 32

Mittelwert in % 16 76 8
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Abbildung 15 Variation der Verteilung GABAerger Projektionsneurone
auf Schichten des Hippocampus zwischen den Serien. Dargestellt sind die MW in % von n =16
Serien.

Als nachstes stellte sich die Frage, wie viele GABAerge Zellen an den Projektionen in die Amygdala

beteiligt sind und wie viele der hippocampo-amygdalaren Projektionen GABAerg sind? Um diese
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Fragen zu beantworten, wurden die GABAergen Projektionsneurone in Relation zu den GABAergen

Neuronen (Abbildung 16) und den Projektionsneuronen (Abbildung 17) betrachtet.
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in den Schichten des Hippocampus und
bezogen auf die Gesamtzahl aller
Projektionsneurone. Dargestellt sind
MW + SEM in % aus n = 16 Serien.

Abbildung 16 zeigt, dass sich die meisten projizierenden GABAergen Neurone mit einem Anteil von

23% bzw. 25% im Stratum oriens bzw. Stratum pyramidale befinden. Diese beiden

Hippocampusschichten weisen fast einen identisch hohen Anteil an projizierenden GABAergen Zellen

auf. Im Stratum moleculare projizieren nur 6 % der GABAergen Neurone in die Amygdala. Vergleicht

man diese Zahlen mit der allgemeinen Verteilung GABAerger Neurone (vgl. Abbildung6), wird

deutlich, dass sich unabhangig von der SchichtgroRRe die meisten projizierenden GABAergen Zellen im

Stratum oriens und Stratum pyramidale befinden, obwohl prozentual mehr GABAerge Zellen im

Stratum moleculare lokalisiert sind als im Stratum oriens. Insgesamt projizieren rund 19 % aller

GABAergen Neurone der ventralen Hippocampusregion in die Amygdala.

In der Abbildung 17 ist der Anteil GABAerger Projektionsneurone an allen hippocampo-amygdaldren

Projektionsneuronen dargestellt. Im Stratum oriens weisen die GABAergen Projektionsneurone mit

12 % ihren grofRten Anteil an allen Projektionsneuronen auf, wohingegen im Stratum pyramidale nur

3 % der Projektionsneurone GABA exprimieren. Rund ein Zehntel der vom Stratum moleculare

ausgehenden Projektionen werden von einem GABAergen Neuron initiiert (9 %) (Abbildung 17). Die

GABAergen Projektionsneurone machen insgesamt 4 % aller gezdhlten Projektionsneurone aus
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(heller Balken Abbildung 17). Bei genauerer Betrachtung verwundert es nicht, dass im Stratum
pyramidale der Anteil GABAerger Projektionsneurone an allen Projektionsneuronen am geringsten
ist. Denn hier sind die Projektionsneurone am haufigsten vertreten und ihre Absolutzahlenwerte
unterscheiden sich zum Teil bis zu einer Zehnerpotenz von denen der GABAergen Zellen
(Abbildung 18). Im Stratum oriens und Stratum moleculare relativiert sich dieses Ubergewicht der
Projektionsneuronenanzahl und die Spannweite zwischen den Absolutwerten der

Projektionsneurone und denen der GABAergen Neurone ist geringer (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Absolute Neuronenzahl der Projektionsneurone und GABAergen Neurone
je Hippocampusschicht und Gesamtsumme aus allen drei Hippocampusschichten. Dargestellt ist
der Mittelwert der absoluten Neuronenzahl pro Schicht und die Summe aller drei
Hippocampusschichten ermittelt aus 45 Schnitten. Die blauen Balken stellen die
Projektionsneurone dar, die griinen Balken reprasentieren die GABAergen Neurone.

3.2.2 Dreifachmarkierte Neurone: FG + GFP + Peptid

Dreifachmarkierte Neurone sind GABAerge Projektionsneurone, die dariiber hinaus PARV, NPY oder
CCK exprimieren. Abbildung 19A veranschaulicht schematisch die moglichen Markierungen eines
Neurons. Die gemeinsame Schnittmenge aller drei Kreise sind die GABAergen Projektionsneurone mit
dem jeweiligen Peptid. In Abbildung 19B sind Beispielbilder von GABAergen Projektionsneuronen, die

PARV, NPY oder CCK exprimieren, zu sehen.
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dreifach-
markierte
Neurone

GABA + FG FG + Peptid

GFP Peptid

Abbildung 19 Dreifachmarkierte Neurone
(A) Schematische Darstellung der moglichen Markierungen eines Neurons, GABA (GFP) - griin,
FG-blau, Peptid (PARV, NPY, CCK)-rot, dreifachmarkierte Neurone-gelb sowie
Doppelmarkierungen (GABA + FG, FG + Peptid, GABA + Peptid).
(B) Beispielbilder von dreifachmarkierten Neuronen im ventralen Hippocampus fiir FG, GFP und
PARV (a, b, c), NPY (d, e, f) und CCK (g, h, i). MaRstabsbalken: 20 um (Abbildung geandert nach
Libkemann, Eberhardt et al. 2015).
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Tabelle 2 zeigt die Verteilung der PARV-, NPY- bzw. CCK-positiven GABAergen Projektionsneurone in
den drei Schichten des Hippocampus in %. Des Weiteren wurden die dreifachmarkierten Neurone in
Relation zu den GABAergen Projektionsneuronen, den Projektionsneuronen, den GABAergen
Neuronen und den Peptid-positiven Neuronen gesetzt. Die Tabelle soll eine Ubersicht der ermittelten

Werte geben, die im Folgenden genauer beschrieben werden.

Tabelle 2 PARV-, NPY- bzw. CCK-positive GABAerge Projektionsneurone in %

Dargestellt sind die MW in % in den jeweiligen Schichten des Hippocampus. Die verwendete
Anzahl der Schnitte je Serie ist in Klammern vermerkt. Zur Charakterisierung von PARV- und NPY-
exprimierenden GABAergen Projektionsneuronen wurden je sieben Serien ausgewertet, fir CCK
zwei Serien. Angegeben sind: die allgemeine Verteilung der dreifachmarkierten Neurone (T = FG
+ GFP + Peptid); Schnitte, bei denen keine Dreifachmarkierung vorlag, wurden bei der
allgemeinen Verteilung nicht bertcksichtigt; dariiber hinaus T in Relation zu den GABAergen
Projektionsneuronen (FG + GFP), den Projektionsneuronen (FG), den GABAergen Neuronen (GFP)
und den Peptid-exprimierenden Neuronen (PARV; NPY; CCK).

PARV in %
Hippocampusschichten
SO sp sm Gesamt
T2 FG + GFP + PARV (20) 10,7 89,3 0,0 100,0
T/FG + GFP (21) 20,0 41,8 0,0 39,1
T/FG (21) 1,7 1,2 0,0 1,2
T/ GFP (21) 9,6 14,3 0,0 9,7
T/PARV (21) 15,0 17,5 0,0 16,8
NPY in %
Hippocampusschichten
SO sp sm Gesamt
T2 FG + GFP + NPY (17) 22,9 73,5 3,6 100,0
T/ FG + GFP (18) 16,3 14,5 9,5 14,6
T/FG (18) 1,7 0,5 0,9 0,6
T/ GFP (18) 2,8 3,6 0,4 2,5
T/ NPY (18) 19,7 22,0 11,5 18,8
CCK in %
Hippocampusschichten
SO sp sm Gesamt
T2 FG + GFP + CCK (6) 42,6 48,9 8,5 100,0
T/FG + GFP (6) 17,6 10,6 5,0 12,0
T/FG (6) 9,3 0,4 3,9 1,3
T/ GFP (6) 4,3 1,8 0,5 1,6
T/ CCK (6) 38,3 23,4 11,4 27,9
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Abbildung 20 Gesamtanteil der dreifachmarkierten Neurone an den GABAergen Projektionsneuronen in %

Es wurde die Gesamtsumme der dreifachmarkierten Neurone (FG + GFP + Peptid) in Relation zu
der Gesamtanzahl der GABAergen Projektionsneurone je Schnitt berechnet (FG + GFP).
AnschlieRend wurde der Mittelwert je Serie ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert in % flr alle
sieben (PARV - rot, NPY - orange) bzw. zwei (CCK - gelb) Serien. Der graue Balken zeigt den Anteil
GABAerger Projektionsneurone, die im Rahmen dieser Studie nicht ndher charakterisierbar sind,
die aber zum Teil Somatostatin, Calbindin oder Calretinin enthalten (Lilbkemann, Eberhardt et al.
2015).

Abbildung 20 veranschaulicht, dass GABAerge Projektionsneurone PARV mit einem Anteil von Uber
30 % am haufigsten von den drei untersuchten Peptiden exprimieren. Aber auch NPY und CCK
werden mit einem Anteil von 15 % und 12 % nennenswert von den GABAergen Projektionsneuronen
synthetisiert. Der graue Balken in Abbildung 20 stellt den Anteil der GABAergen Projektionsneurone
dar, die im Rahmen dieser Studie nicht ndher charakterisierbar sind, weil sie weder fiir PARV und NPY

noch fiir CCK positiv waren.

In Abbildung 21 ist der Anteil PARV-, NPY- und CCK-exprimierender GABAerger Projektionsneurone in
den drei Hippocampusschichten dargestellt. Auch hier steht der graue Balken fiir den Anteil der nicht
ndher charakterisierbaren GABAergen Projektionsneurone. Im Stratum pyramidale ist der Anteil
PARV-positiver GABAerger Projektionsneurone mit 42 % am gréRten (roter Balken Abbildung 21). Im
Gegensatz dazu finden sich im Stratum moleculare keine PARV-exprimierenden GABAergen
Projektionsneurone. Im Stratum oriens werden alle drei untersuchten Peptide ungefdhr gleichhaufig
von den GABAergen Projektionsneuronen synthetisiert (16 % - 20 %). NPY- und CCK-exprimierende
GABAerge Projektionsneurone sind am haufigsten im Stratum oriens lokalisiert, gefolgt vom Stratum
pyramidale. Weiterhin werden NPY und CCK auch von GABAergen Projektionsneuronen im Stratum
moleculare exprimiert. Trotzdem konnte von den 6 % der GABAergen Neurone, die aus dem Stratum

moleculare projizieren (vgl. Abbildung 16), nur ein kleiner Anteil genauer charakterisiert werden, da
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die untersuchten Peptide von 85 % der GABAergen Projektionsneurone in dieser Schicht nicht

exprimiert werden.
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Abbildung 21 Anteil der dreifachmarkierten Neurone an den GABAergen Projektionsneuronen in der
jeweiligen Hippocampusschicht
Es wurden die Absolutwerte der dreifachmarkierten Neurone (FG + GFP + Peptid) in Relation zu
den Absolutwerten der GABAergen Projektionsneurone (FG + GFP) je Schnitt in % berechnet.
AnschlieBend wurde der Mittelwert je Serie ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert in % aller
sieben (PARV - rot, NPY - orange) bzw. zwei (CCK - gelb) Serien. Der graue Balken zeigt den Anteil
GABAerger Projektionsneurone, die im Rahmen dieser Studie nicht ndher charakterisierbar sind.

Abbildung 22 zeigt die allgemeine Verteilung der Peptid-positiven GABAergen Projektionsneurone
auf den drei Schichten des Hippocampus. PARV-, NPY- und CCK-exprimierende GABAerge
Projektionsneurone (dreifachmarkierte Neurone) sind am hdaufigsten im Stratum pyramidale
lokalisiert. Hierbei entspricht die Verteilung der PARV-, NPY- und CCK-positiven GABAergen
Projektionsneurone auf den Schichten des Hippocampus weitestgehend der allgemeinen Verteilung
der Peptid-positiven Neurone (vgl. Abbildung 12). Lediglich bei den CCK-exprimierenden GABAergen
Projektionsneuronen weicht die Verteilung der dreifachmarkierten Neurone leicht von der
allgemeinen Verteilung der CCK-markierten Neurone ab. Denn CCK-synthetisierende GABAerge
Projektionsneurone sind fast zu gleichen Teilen im Stratum oriens und Stratum pyramidale mit einem
Anteil von 43 % bzw. 49 % zu finden, wobei CCK-positive Neurone nur zu 27 % im Stratum oriens und
zu 53 % im Stratum pyramidale (vgl. Abbildung 12) lokalisiert sind. Allerdings sollte stets
bericksichtigt werden, dass zur Beurteilung der CCK-Subpopulation nur zwei Serien ausgewertet

wurden und daher die Aussagekraft eingeschrankt ist (siehe auch Diskussion).
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Abbildung 22 Allgemeine Verteilung der PARV-, NPY- und CCK-exprimierenden GABAergen
Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus
Dargestellt sind die Mittelwerte in %. Fir PARV wurden sieben Serien mit insgesamt 20
Hirnschnitten, fir NPY sieben Serien mit insgesamt 17 Hirnschnitten und fiir CCK zwei Serien mit
insgesamt 6 Hirnschnitten ausgewertet.

Der Anteil der PARV-, NPY- bzw. CCK-positiven GABAergen Projektionsneurone an der Gesamtheit
der Projektionsneurone, der GABAergen Neurone und der Peptid-markierten Neurone ist in
Abbildung 24 dargestellt. Unabhdngig vom exprimierten Peptid haben die dreifachmarkierten
Neurone jeweils nur einen Anteil von rund 1 % an allen Projektionsneuronen (siehe jeweils erstes
Diagramm Abbildung 24, T/FG). Bei den hohen Absolutwerten der Projektionsneurone (vgl.
Abbildung 18) und der vergleichsweise niedrigen Anzahl der dreifachmarkierten Neurone
(Abbildung 23), verwundert dies jedoch nicht. CCK-exprimierende GABAerge Projektionsneurone
weisen im Stratum oriens mit 9 % im Vergleich zu PARV und NPY einen hohen Anteil an den

Projektionsneuronen in dieser Schicht auf (siehe jeweils erstes Diagramm Abbildung 24).
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Abbildung 23 Absolute Anzahl der Dreifachmarkierungen je Hirnschnitt und Peptid
Dargestellt ist der Mittelwert der Dreifachmarkierungen je Schnitt und Peptid (PARV, NPY, CCK)
ermittelt aus 21 Schnitten fliir PARV, 18 Schnitten fiir NPY und 6 Schnitten fur CCK.

Der Anteil PARV-positiver GABAerger Projektionsneurone an allen GABAergen Neuronen
(Abbildung 24, 2. Diagramm T/GFP, rot) macht immerhin ein Zehntel der GABAergen
Gesamtpopulation aus, wahrenddessen NPY und CCK mit 3% bzw. 2% einen vergleichsweise
geringen Anteil haben (Abbildung 24, 2. Diagramm NPY und CCK). Von den CCK-positiven Neuronen
sind knapp 30 % gleichzeitig GABAerge Projektionsneurone (siehe Abbildung 24 3. Diagramm, gelb),
bei PARV und NPY sind dies ca. 20 % (Abbildung 24, 3. Diagramm, rot & orange). PARV- und NPY-
positive Neurone sind im Stratum oriens und Stratum pyramidale nahezu gleich hdufig an GABAergen
Projektionen in die Amygdala beteiligt (Abbildung 24, jeweils 3. Diagramm). Auch CCK-markierte
Neurone sind in diesen beiden Schichten am haufigsten dreifach markiert, allerdings weisen sie mit
38 % die meisten Dreifachmarkierungen im Stratum oriens auf, gefolgt vom Stratum pyramidale mit

23 %.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass 19 % der GABAergen Neurone vom ventralen Hippocampus
in die Amygdala projizieren und rund 4 % aller Projektionsneurone GABAerg sind. Diese GABAergen
Projektionsneuronen exprimieren von den drei untersuchen Peptiden mit iber 30 % am haufigsten

PARV, obgleich auch NPY und CCK nennenswert synthetisiert werden (vgl. Abbildung 20).
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Abbildung 24 Dreifachmarkierte Neurone in Relation zu allen Projektionsneuronen (T / FG), GABAergen

Neuronen (T / GFP) und Peptid-positiven Neuronen (T / Peptid)

Rot stellt die PARV dreifachmarkierten Neurone in Relation zu FG, GFP und PARV dar. Orange
stellt die NPY dreifachmarkierten Neurone in Relation zu FG, GFP und NPY dar. Gelb stellt die CCK
dreifachmarkierten Neurone in Relation zu FG, GFP und CCK dar. Dargestellt sind die MW in % je
Hippocampusschicht und in Summe Uber alle drei Schichten. Die Werte wurden aus jeweils
sieben Serien von PARV und NPY und zwei Serien von CCK berechnet (weitere Details siehe

Tabelle 2).
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3.3 Peptiderge Neurone

Die Komplexitat der Daten erlaubt auch Aussagen (iber das allgemeine Vorkommen der untersuchten
Peptide PARV, NPY und CCK in Projektionsneuronen und GABAergen Neuronen. Um eine Aussage
dariber treffen zu kdnnen, wurden doppelmarkierte Neurone, die positiv fir das jeweilige Peptid
waren und entweder in die Amygdala projizierten oder GABAerg waren (FG + Peptid, GFP + Peptid),
in Relation zu allen Projektionsneuronen, GABAergen Neuronen und Peptid-positiven Neuronen

betrachtet.

3.3.1 PARV-Doppelmarkierungen: FG + PV, GFP + PV

Von den Projektionsneuronen (FG-positiven Neuronen) sind insgesamt rund 2 % positiv fir PARV, die
grofSten Anteile finden sich mit 3 % und 2 % im Stratum oriens und Stratum pyramidale. Im Stratum
moleculare finden sich keine PARV-positiven Projektionsneurone (vgl. Abbildung 25A). 20 % aller
PARV-exprimierenden Neurone sind an den Projektionen in die Amygdala beteiligt, die Mehrheit

befindet sich auch hier im Stratum oriens und Stratum pyramidale (Abbildung 25B).

Rund ein Viertel der GABAergen Neurone exprimieren PARV (Abbildung 25C). Hiervon sind die
meisten im Stratum pyramidale (37 %) lokalisiert, gefolgt vom Stratum oriens (23 %) (griine Balken
Abbildung 25C). Von den PARV-positiven Neuronen sind mehr als die Halfte (65 %) gleichzeitig
GABAerg, dies trifft insbesondere fiir das Stratum oriens und Stratum pyramidale zu (Abbildung 25D).
Im Stratum moleculare ist der Anteil mit rund 21 % weitaus niedriger, obwohl GABAerge Zellen hier

haufiger vertreten sind als im Stratum oriens (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 25 PARV-Doppelmarkierungen: FG + PV, GFP + PV
Dargestellt sind die MW in % von n=7 Serien, 21 Schnitte. A zeigt PARV-positive
Projektionsneurone im Verhdltnis zu allen Projektionsneuronen. B zeigt PARV-positive
Projektionsneurone in Relation zu allen PARV-markierten Neuronen. C zeigt das Verhaltnis der
GABAergen Neurone, die PARV exprimieren, zu allen GABAergen Neuronen. D stellt die
GABAergen Neurone, die PARV exprimieren, im Verhaltnis zu allen PARV-positiven Neuronen dar.

3.3.2 NPY-Doppelmarkierungen: FG + NPY, GFP + NPY

NPY-positive Projektionsneurone machen nur einen Anteil von ca. 1 % an allen Projektionsneuronen
aus (Abbildung 26A). Auch hier ist dieser geringe Anteil bei der Masse an Projektionsneuronen nicht
Uberraschend. Von den NPY-markierten Neuronen projizieren rund ein Viertel in die Amygdala
(Abbildung 26B). Die Mehrheit davon (30 %) befindet sich im Stratum pyramidale, gefolgt vom
Stratum oriens (22 %) und schlieflich dem Stratum moleculare (13 %). Diese Verteilung dhnelt
derjenigen  der  PARV-positiven  Projektionsneurone, allerdings  sind NPY-markierte

Projektionsneurone etwas haufiger im Stratum moleculare lokalisiert.
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5 % der GABAergen Neurone exprimieren NPY, das Maximum liegt mit 14 % im Stratum oriens. Im
Stratum pyramidale sind 7 % der GABAergen Neurone positiv fir NPY und im Stratum moleculare 2 %
(Abbildung 26C). Von allen NPY-exprimierenden Neuronen sind 37 % auch GABAerg, dabei weisen
das Stratum oriens und Stratum moleculare mit jeweils 45 % den groRten Anteil auf. Aber auch im
Stratum pyramidale ist der Anteil mit 37 % recht hoch (Abbildung 26D). Dieser verhéltnismaRig
gleiche Anteil der GABAergen Neurone an allen NPY-markierten Neuronen (iber alle drei Schichten
des Hippocampus unterscheidet sich von den PARV-exprimierenden Neuronen, die hauptsachlich im

Stratum oriens und Stratum pyramidale gleichzeitig GABAerg sind (Abbildung 25D).

47



>

40 -
35 -

25
20
15 4
10 -+

Anteil NPY-positiver Projektionsneurone
an allen Projektionsneuronen in %

(@]

55 4
50
45 A
40 A
35
30 +
25
20
15 4
10 -+

Anteil GABAerger NPY-positiver Neurone
an allen GABAergen Neuronen in %

FG + NPY / FG

GFP + NPY / GFP

14 %

7%

5%

o

o
Anteil NPY-positiver Projektionsneurone

Anteil GABAerger NPY-positiver Neurone

an allen NPY markierten Neuronen in %

an allen NPY markierten Neuronen in %

Abbildung 26 NPY-Doppelmarkierungen: FG + NPY, GFP + NPY
Dargestellt sind die MW

Projektionsneurone

in

%

40
35 -
30 -
25 -

15 A
10 A

55 4
50 4
45 -
40 -
35 4
30
25 4
20 4
15 A
10 A

von n=7 Serien,
im Verhaltnis zu allen Projektionsneuronen. B

Ergebnisse

FG + NPY / NPY

30%

26 %
22 %

13%

@ b \'?}z &
. >
o(\ @6\\ o\é}» (’)Q:j
& f
N o
GFP + NPY / NPY
45% 45%
I 37% I 37%
(\‘9 &Q/ >
& "b’b <>§b e"'b@
«’b@ ¥ ©
! N
o e
18 Schnitte. A zeigt NPY-positive

zeigt NPY-positive

Projektionsneurone in Relation zu allen NPY-markierten Neuronen. C zeigt das Verhaltnis der

GABAergen Neurone, die NPY exprimieren,

zu allen GABAergen Neuronen. D

stellt die

GABAergen Neurone, die NPY exprimieren, im Verhéltnis zu allen NPY-positiven Neuronen dar.

3.3.3 CCK-Doppelmarkierungen: FG + CCK, GFP + CCK

CCK-positive Projektionsneurone haben wie die PARV- und NPY-positiven Projektionsneurone nur

einen sehr geringen Anteil an den Projektionsneuronen (1 %) (Abbildung 27A). Allerdings weisen sie

mit 10 % im Stratum oriens von den drei untersuchten Peptiden den gréBten Anteil an den

Projektionsneuronen in dieser Schicht auf (Abbildung 27A). Von allen CCK-markierten Neuronen

projizieren 34 % in die Amygdala, damit weisen sie einen héheren Anteil als PARV- und NPY-

markierte Neurone auf (Abbildung 27B). Die meisten projizierenden CCK-positiven Neurone sind mit

43 % im Stratum oriens lokalisiert.
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Von den GABAergen Zellen exprimieren nur 4 % CCK, damit wird CCK am seltensten von den drei
untersuchten Peptiden synthetisiert (Abbildung 27C). Am haufigsten sind CCK-positive GABAerge
Neurone wie bei NPY im Stratum oriens zu finden (Abbildung 27C). Mehr als zwei Drittel (71 %) der
CCK-markierten Neurone sind gleichzeitig GABAerg (Abbildung 27D). Dabei zeigt sich annadhrend eine
homogene Verteilung Uber die drei Schichten des Hippocampus (75 % Str. oriens, 67 % Str.
pyramidale, 74 % Str. moleculare) ahnlich wie bei den NPY-positiven GABAergen Neuronen

(Abbildung 26D), jedoch mit einem etwas hoheren Prozentsatz in den einzelnen Schichten.

In Zusammenschau der Daten zeigt sich, dass alle drei untersuchten Peptide einen sehr geringen
Anteil an den Projektionsneuronen haben. Dagegen haben die PARV-, NPY- und CCK-positiven
Neurone, die in die Amygdala projizieren, mit 20 % bis 34 % (vgl. Abbildung 25B, 26B, 27B) einen
nennenswerten Anteil an projizierenden Neuronen. PARV wird im Vergleich zu NPY und CCK am
haufigsten in GABAergen Neuronen synthetisiert. Betrachtet man hingegen, welche Peptid-positiven
Neurone am haufigsten gleichzeitig GABAerg sind, weisen CCK-markierte Neurone mit 71 % den

groRten Anteil auf (Abbildung 27D).
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Abbildung 27 CCK-Doppelmarkierungen: FG + CCK, GFP + CCK
Dargestellt sind die MW in % wvon n=2 Serien, 6 Schnitte. A zeigt CCK-positive
Projektionsneurone im Verhaltnis zu allen Projektionsneuronen. B zeigt CCK-positive
Projektionsneurone in Relation zu allen CCK-markierten Neuronen. C zeigt das Verhaltnis der
GABAergen Neurone, die CCK exprimieren, zu allen GABAergen Neuronen. D stellt die
GABAergen Neurone, die CCK exprimieren, im Verhaltnis zu allen CCK-positiven Neuronen dar.
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4 Diskussion

Die Bedeutung GABAerger Interneurone als Taktgeber im zentralen Nervensystem und Modulator
lokaler neuronaler Netzwerke ist allgemein bekannt. Speziell im Hippocampus ist ihre Aktivitat
essentiell fiir Gedachtnisbildung und Entstehung rhythmischer Oszillationen (Buzsaki und Chrobak
1995; Chamberland und Topolnik 2012). In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass
GABAerge Neurone jedoch nicht nur lokal, sondern auch als lange Projektionsneurone agieren, das
heiRt als Neurone, die in andere Hirnstrukturen projizieren. Chronister et al. zeigten bereits 1979,
dass GABAerge Neurone, die bis dato nur als Interneurone betrachtet wurden, vom Hippocampus ins
Septum projizieren (Chronister und DeFrance 1979). Es folgten zahlreiche weitere Arbeiten, die dies
bestatigten (Alonso und Kéhler 1982; Freund und Buzsaki 1996). Dariber hinaus konnte auch in
anderen Hirnregionen eine Beteiligung GABAerger Neurone an langen Projektionen gezeigt werden.
Dazu zdhlen unter anderem Projektionen vom Hippocampus zum entorhinalen Cortex (Melzer et al.
2012), zum kontralateralen Hippocampus (Schwerdtfeger und Buhl 1986; Jinno 2009) oder innerhalb
des Neocortex (Higo et al. 2009; Tamamaki und Tomioka 2010). Auch wenn ihr Anteil an distalen
Projektionen verglichen mit den exzitatorischen Projektionen eher gering ist (Mdller et al. 2012),
scheinen sie doch von fundamentaler Bedeutung fiir den Informationsfluss zwischen verschiedenen
Hirnarealen zu sein. Auf ihre mogliche Funktion soll in einem spateren Abschnitt expliziter

eingegangen werden (siehe 4.6.1).

Die vorliegende Arbeit diente der weiteren Charakterisierung der von Miller et al. 2012
beschriebenen GABAergen Projektion vom Hippocampus in die Amygdala. Die Existenz von
glutamatergen Projektionen zwischen Hippocampus und Amygdala ist vielfach beschrieben worden
und von elementarer Bedeutung flr die Generierung und Konsolidierung von emotionalen
Gedachtnisinhalten (Saunders et al. 1988; van Groen und Wyss 1990; McDonald 1998; LeDoux 2000).
Uber hippocampo-amygdaldre GABAerge Projektionen ist hingegen weitaus weniger bekannt. Zur
Identifizierung und biochemischen Charakterisierung jener wurden GAD67-GFP knock-in Mause
verwendet, denen der retrograde Tracer FG in die Amygdala injiziert wurde. Hierdurch war es
moglich, die Projektionsneurone des Hippocampus zu detektieren. Nachfolgende
immunhistochemische Farbungen dienten der Beurteilung, ob auBer GABA das Calcium-bindende
Protein PARV oder die Neuropeptide NPY bzw. CCK in den Neuronen exprimiert wurden. Es konnte
gezeigt werden, dass 19 % der GABAergen Neurone von der CAl-Region und dem angrenzenden
Subiculum in die Amygdala projizieren. Die meisten langen GABAergen Projektionen erfolgen aus
dem Stratum oriens und Stratum pyramidale. Dabei wird von {iber 30 % der GABAergen hippocampo-

amygdaldren Projektionsneurone PARV exprimiert, wenngleich auch NPY und CCK mit 15 % und 12 %
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einen nennenswerten Anteil aufweisen. Von allen projizierenden Neuronen des Hippocampus in die
Amygdala betragt der Anteil GABAerger Neurone nur 4 %, wobei hier der groRte Anteil im Stratum

oriens zu verzeichnen ist.

4.1 Auswertung

Bevor die Zellzahlung durchgefiihrt wurde, mussten die Schichten des Hippocampus in die
Fotokollage der ROI eingezeichnet werden. Die obere Grenze war eine virtuelle Linie, die durch den
Sulcus perirhinalis gezogen wurde. Einzeichnung und Unterscheidung der drei Schichten, Str. oriens,
Str. pyramidale, Str. moleculare, erfolgten anhand der Zellarchitektur und -dichte. Die Neurone
wurden anschlieBend entsprechend der eingezeichneten Grenzen einer Hippocampusschicht
zugeordnet. Da alle weiteren Analysen bezogen auf die jeweilige Hippocampusschicht durchgefiihrt
wurden, war es von besonderer Bedeutung, die Schichten so exakt wie moglich einzuzeichnen. Die
Abgrenzung zwischen Str. pyramidale und Str. moleculare war ebenso gut zu erkennen wie die
mediale Grenze des Str. moleculare, die durch Gefaquerschnitte markiert war. Schwieriger
gestaltete sich hingegen die Abgrenzung zwischen Str. oriens und Str. pyramidale. Daher wurde fir
jeden Filtersatz kontrolliert, ob die eingezeichneten Schichten zutreffen und die Fotoebenen
identisch (ibereinander liegen, um kleinste Verschiebungen zu vermeiden und eine genaue

Schichteneinzeichnung zu gewahrleisten.

Die Zahlung der Neurone erfolgte anschlieBend manuell anhand der erstellten Kollagen aus den
Mikroskopierbildern. Als Neuron wurden jene Strukturen gezahlt, die eindeutig ein Perikaryon
aufwiesen und hinreichend markiert waren, um sich vom Hintergrund abzugrenzen. Diese
Bedingungen erfiillte die Mehrheit der Neurone. Jedoch existierten auch vereinzelt Markierungen,
die weniger eindeutig waren. Hierbei konnte es sich zum einen um Artefakte handeln oder um
markierte, (schrag) angeschnittene Axone. Konnte auch bei genauerer Betrachtung nicht zweifelsfrei
ausgeschlossen werden, dass es sich um eine nichtneuronale Markierung handelt, wurde die
entsprechende Struktur nicht als Neuron gezahlt. Dadurch kann es vereinzelt zu einer
Unterschatzung der Neuronenzahl gekommen sein. Die GABA-exprimierenden Neurone wiesen
grolRtenteils eine homogene GFP-Markierung auf. Obwohl die GFP-Expression nicht immer von
gleicher Intensitat war, konnten GABAerge Neurone gut identifiziert werden. Die Projektionsneurone
waren meist in grofer Zahl und kompakten Zellverbdnden vorhanden, was zum Teil eine
Differenzierung zwischen den Neuronen erschwerte. Hier kann es bei sehr dicht gepackten
Zellverbanden zu einer Unterschatzung der Neuronenzahl gekommen sein. Hinzu kommt, dass FG
axonal in Vesikeln ins Zielgebiet transportiert wird und sich sowohl im Perikaryon als auch in

Dendriten anreichert (Schmued und Fallon 1986), wodurch nicht nur Zellkérper, sondern auch
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Zellfortsatze markiert wurden. Allerdings war eine Differenzierung zwischen Zellsoma und -fortsatz
meist gut moglich. Die Detektion der Peptid-exprimierenden Neurone unterlag den gleichen oben
genannten Kriterien und war unter Anwendung etablierter Farbeprotokolle gut moglich. Insgesamt
ist die Zellzahlung in gewissem Umfang vom Untersucher abhéangig, obgleich andere Personen der
Arbeitsgruppe Neuroanatomie des Instituts fir Anatomie der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg zu ahnlichen Ergebnissen gekommen sind (Libkemann, Eberhardt et al. 2015). Die
vorliegende Arbeit ermdglicht vor allem eine qualitative Analyse der GABAergen hippocampo-
amygdaldren Projektionsneurone. Die Erhebung der prozentualen Anteile nutzt die erfassten Daten
und gibt einen Eindruck, um welche GroRRenrelationen es sich dabei handelt. Daher wird der Begriff

einer semiquantitativen Analyse dieser Studie am ehesten gerecht.

Um moglichst viele Projektionsneurone zu markieren, wurde ein verhaltnismaRig groRes
Injektionsvolumen gewahlt. Zur Durchfiihrung der Korrelationsanalyse von Diffusionsvolumen und
Projektionsneuronen musste zunachst das Diffusionsvolumen naherungsweise bestimmt werden.
Gemal der Annahme, dass das Volumen das Produkt aus Grundflache und Hohe ist, wurden die funf
groRten Diffusionsflaichen gemessen und mit dem Abstand der Schnitte (= H6he) multipliziert. Diese
vereinfachte Herangehensweise ermoglichte ein Abschiatzen des Volumens und zeigte keine
Abhangigkeit zwischen Diffusionsvolumen und Anzahl der Projektionsneurone. Allerdings ist es durch
diese Art der Berechnung nicht moglich, das Diffusionsvolumen in seiner Gesamtheit zu erfassen, da
der Tracer auch Uber die flinf Schnitte hinaus diffundiert ist. Ob eine gesamte Erfassung des
Diffusionsvolumens das Ergebnis der Korrelationsanalyse mafgeblich beeinflussen wiirde, bleibt
offen. Allerdings scheint dies unwahrscheinlich, da der gréBte Teil des Diffusionsvolumens mit der

angewandten Formel erfasst wird.

Zur Ermittlung der prozentualen Anteile wurden in dieser Arbeit zunachst alle Werte je Schnitt in
Prozent berechnet und anschlieBend je Serie gemittelt. Diese Vorgehensweise unterscheidet sich von
jener in der Publikation (Libkemann, Eberhardt et al. 2015), wo zunachst die Mittelwerte je Serie
ermittelt wurden und anschlieBend der prozentuale Anteil berechnet wurde. Die Ergebnisse
unterscheiden sich hierdurch nur marginal und die Rechenweise hat keinen Einfluss auf die
biologische Aussage der Resultate. Die Daten der Publikation sind das Ergebnis einer Kooperation
von zwei Hauptuntersuchern. Zunachst wurde von einer konsistenten Datenlage ausgegangen,
sodass die in der Publikation gewahlte Rechenweise angewendet wurde. Betrachtet man jedoch nur
einen Teil der Daten, namlich jenen, der in dieser Arbeit vorgestellt wurde, zeigen sich zum Teil groRRe
Unterschiede zwischen den einzelnen Schnitten einer Serie (z. B. bei Versuchstier 222). Um dieser

Tatsache gerecht zu werden und alle ausgewerteten Tiere in die Ergebnisse mit einflieRen zu lassen,
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wurden die Werte einer Serie erst nach Ermittlung des prozentualen Anteils je Schnitt gemittelt.
Weiterhin wurden die Daten durchgehend je Serie betrachtet und nicht je Injektion bzw.
Versuchstier. Denn zum einen wurden die Serien einer Injektion nicht immer zum gleichen Zeitpunkt
ausgewertet, weil dies zu einer Verzerrung der Ergebnisse filhren kdnnte. Zum anderen ist die
Auswertung je Serie bei der Betrachtung aller Teilaspekte mdglich, wohingegen eine Betrachtung je
Injektion nicht fur alle Betrachtungsweisen moglich ist. Bei den Dreifachmarkierungen (FG + GFP +
Peptid) wurde auf die Darstellung der Varianzen verzichtet, da es sich um sehr kleine Anteile handelt

IM

und haufiger der Wert ,Null” auftritt. Kleinste Abweichungen wirken sich hier extrem auf die
Varianzen aus und erlauben keine verniinftige Interpretation der Verteilungen. Kam es bei den
Anteilsberechnungen zur Division mit ,,Null“, fihrte dies formal zu Fehlwerten im Statistikprogramm.

Hier erfolgte die inhaltliche Interpretation, dass es keinen Anteil gibt bzw. der Anteil 0 % betragt.

4.2 GABAerge Neurone im ventralen Hippocampus und angrenzendem Subiculum

Zur Detektion der GABAergen Neurone wurden GAD67-GFP knock-in Mause verwendet, die
heterozygot fiir die Insertion des GFP im Gen der 67 kD Isoform der Glutamatdecarboxylase (GAD)
waren. Dadurch war es moglich, GABA-exprimierende Neurone mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
ohne zuséatzliche Arbeitsschritte zu detektieren, was aulRerdem die Kombination mit anderen
Methoden erlaubte. Es zeigte sich eine homogene Verteilung der GABAergen Neurone zwischen den
Schichten des Hippocampus. Jedoch stellt sich die Frage, ob der Gehalt an GABA durch den Gen-
knock-in in irgendeiner Weise verandert wurde. Tamamaki et al. konnten zeigen, dass sich der GABA-
Gehalt in GAD67-GFP knock-in Mausen und Wildtyp-Mausen nicht signifikant unterscheidet, obgleich
er bei den genverdnderten Tieren zum Teil geringfligig niedriger ist. Mit Hilfe von In-situ-
Hybridisierung bestatigten sie auRerdem, dass nahezu alle GAD67-exprimierenden Neurone GFP
exprimieren. Ferner zeigten die knock-in Mause keine Auffalligkeiten hinsichtlich des
GroRenwachstums, des reproduktiven Verhaltens und der makroskopischen Hirnarchitektur
(Tamamaki et al. 2003). Allerdings existieren Hinweise, dass eine heterozygote Deletion des GAD67-
Gens die Stressvulnerabilitdat erhoht (Uchida et al. 2011). Da die Versuchstiere weder exogenem
Stress noch anderen Versuchsexperimenten ausgesetzt waren, sollte dieser Punkt vernachlassigbar
sein. Die Intensitat der emittierten Fluoreszenz ist abhangig von der GFP-Akkumulation im Soma und
unterliegt Schwankungen, die der biologischen Varianz geschuldet sind (Tamamaki et al. 2003). So
konnten GABAerge Neurone, bei denen GFP nur in geringem Male exprimiert wurde, als
vermeintlich nicht GABAerg gezdhlt worden sein. Somit besteht die Moglichkeit eines zu niedrig
quantifizierten GABAergen Anteils. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die alleinige Markierung der

GADG67-Expression zur Detektion GABAerger Neurone ausreichend ist, da die GAD65-Isoform nicht
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miterfasst wurde. Fiir eine ausreichende Markierung GABAerger Zellen spricht zum einen, dass
GAD67 im Vergleich zu GAD65 hauptsachlich zytosolisch lokalisiert ist, wohingegen GAD65
vornehmlich axonal exprimiert wird (Erlander und Tobin 1991). Zur Detektion der GABAergen
Neurone ist es wichtig, dass das Perikaryon eindeutig erkennbar und markiert ist. Diese Bedingung
wird durch die physiologische Verteilung von GAD67 besser erfiillt als durch GAD65. Zum anderen
konnten Asada et al. zeigen, dass eine homozygote Deletion von GAD65 zu keiner Veranderung des
GABA-Gehalts fiihrt und somit die GABA-Synthese durch GAD67 komplett aufrechterhalten werden
kann (Asada et al. 1996). Dariiber hinaus zeigten Stone et al. beim Rattenhippocampus, dass einige
Interneurone der CA-Region vorrangig GAD67 exprimieren. Dementsprechend scheint die Erfassung
der GAD67-Expression hinreichend fiir die Registrierung GABAerger Neurone zu sein. Indes sollte
nicht unerwahnt bleiben, dass die meisten GABAergen Neurone trotz alledem beide Isoformen

exprimieren (Stone et al. 1999).

4.3 Projektionsneurone im ventralen Hippocampus und angrenzendem Subiculum

Zur ldentifikation der hippocampo-amygdalaren Projektionsneurone erfolgten FG-Injektionen in die
Amygdala, die zu einer retrograden Markierung von Neuronen im ventralen Hippocampus, im
perirhinalen Cortex, in der amygdalo-piriformen Ubergangszone, im paralaminaren Thalamus und im
angrenzenden Corpus geniculatum mediale fihrten, wohingegen in der CA3-Region und dem Gyrus
dentatus des ventralen Hippocampus sowie im dorsalen Hippocampus keine retrograde Markierung
zu beobachten war. Auch in der kontralateralen Hemisphdre waren keine Markierungen zu
erkennen. Daher wurden zur effektiveren Materialausschopfung im Verlauf nicht nur einseitige
Injektionen, sondern auch doppelseitige Injektionen durchgefiihrt. Die meisten Projektionsneurone
wurden erwartungsgemaf im Str. pyramidale (89 %) detektiert, wohingegen das Str. oriens und Str.

moleculare mit einem Anteil von jeweils 5 % einen nur geringen Anteil aufwiesen.

Die Verwendung von FG als retrograder Tracer ist den zahlreichen positiven Eigenschaften dieses
Tracers geschuldet. Dazu zdhlen seine intensiv golden fluoreszierenden Eigenschaften, die
verhéaltnismaRig lange andauern (Schmued und Fallon 1986) und somit eine gute Zellmarkierung und
-detektion ermoglichen. Um die Emissionsfarbe von FG eindeutig von GFP abzugrenzen, erfolgte die
Anwendung eines Filters, der den Griinanteil herausfiltert und FG blau erscheinen lasst (vgl.
Abbildung 19). Dariliber hinaus erfolgt keine FG Diffusion von markierten Zellen in umliegende Areale
und der Tracer wird nicht von unbeschadigten, benachbarten Fasern aufgenommen (Schmued und
Fallon 1986), was die Wahrscheinlichkeit der Markierung nicht projizierender Neurone minimal
erscheinen lasst. Ferner ist er kommerziell gut verfligbar und mit anderen neurohistochemischen

Techniken problemlos kombinierbar (Schmued und Fallon 1986).
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Zur Ermittlung der Koordinaten der Injektionsstelle wurde der Mausehirn-Atlas von Franklin und
Paxinos (Franklin und Paxinos 2007) verwendet. Die hirnmorphologischen Ausgangspunkte zur
Einstellung der Koordinaten waren das Bregma, die Sutura sagittalis und die Hirnoberflache der
Tiere. Da jedes Tier interindividuelle morphologische Unterschiede aufwies, war es nicht moglich,
absolut identische Injektionen zu reproduzieren. Hinzu kommt, dass die individuell durchgefiihrten
druckkontrollierten Tracerinjektionen in GroRe und Lokalisation von Tier zur Tier leicht variierten und
auch die axonale Aufnahme des Tracers Schwankungen unterliegt, wodurch die Neurone
unterschiedlich stark markiert wurden. Diese Schwankungen resultieren aus den ungleichen
Zugangsmoglichkeiten der Axone zum Tracerdepot. Um trotzdem den Anteil GABAerger Projektionen
von der ventralen CAl-Region und dem angrenzenden Subiculum in die Amygdala abschatzen zu
kénnen, erfolgten grof¥flachige Injektionen, welche die gesamte Amygdala ausfillten. Dies wirft

allerdings folgende Fragen auf:

1. Fiahren die groRflachigen Injektionen zu einer Markierung GABAerger Projektionsneurone

des Hippocampus, die nicht in die Amygdala projizieren?

2. Existiert ein topographischer Zusammenhang zwischen der Lokalisation der

Tracerinjektionsstelle und der Anzahl der markierten Projektionsneurone im Hippocampus?

Zu 1.: Aufgrund der verhéltnismaRig grofRflachigen Tracerinjektionen (50 nl) kam es zu einer
unvermeidlichen FG-Markierung dariiber liegender striataler und corticaler Areale, die
moglicherweise auch GABAerge Projektionen vom Hippocampus erhalten. Cenquizca und Swanson
wiesen eine corticale Projektion der CA1l-Region in gustatorische, visuelle, auditorische,
olfaktorische, viszerale und somatosensorische Areale nach (Cenquizca und Swanson 2007). Mit Hilfe
von kleineren, iontophoretischen Injektionen zum einen in das Striatum, zum anderen in die liber der
Zielinjektionsstelle (Amygdala) liegende Cortexregion wurde gezeigt, dass es zu keiner retrograden
Markierung von Neuronen im ventralen Hippocampus kommt (Libkemann, Eberhardt et al. 2015).
Diese Beobachtung wird durch anterograde Tracingstudien bestéatigt (van Groen und Wyss 1990;
Kishi et al. 2006; Miiller et al. 2012). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die mit der
Injektionsnadel penetrierten corticalen Anteile (hauptsachlich primar somatosensorischer Cortex)
sich von denen, die Projektionen vom Hippocampus erhalten, unterscheiden und eine Markierung
der Uber der Amygdala liegenden striatalen und corticalen Areale nicht zu einer kritischen
Verdnderung der Projektionsneuronenzahl fiihrt. AuBer der Markierung von lber der Amygdala
liegenden Hirnarealen besteht auch die Moglichkeit der Tracerdiffusion in umliegende Gebiete. Hier
ist der sich lateral von der Amygdala befindende piriforme Cortex von besonderer Bedeutung, da er

nachweislich wesentliche Projektionen vom ventralen Hippocampus empfiangt (Cenquizca und
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Swanson 2007). Eine Markierung dieses Areals mit FG wurde bei allen druckkontrollierten Injektionen
vermieden. Darilber hinaus wurden Injektionen, bei denen es zur Verletzung des medial von der
Amygdala gelegenen Fornix kam, generell von der Analyse ausgeschlossen. Folglich konnte durch
Ausschluss von Fehlinjektionen und iontophoretische Kontrolle von zwangslaufig markierten
Hirnarealen eine Markierung von nicht in die Amygdala projizierenden GABAergen Neuronen

weitestgehend ausgeschlossen werden.

Zu 2.: Um den topographischen Zusammenhang zwischen der Lokalisation der Tracerinjektionsstelle
und der Anzahl der markierten Projektionsneurone im Hippocampus zu untersuchen, erfolgten
iontophoretische Injektionen in gezielte Kernstrukturen der Amygdala. Diese fiihrten zu einer sehr
viel kleineren Anzahl von markierten Neuronen im Hippocampus als die druckkontrollierten
Tracerinjektionen, obgleich das Verteilungsmuster der markierten Neurone identisch zu den
druckkontrollierten Injektionen war (Libkemann, Eberhardt et al. 2015). Hier bestatigte sich, dass die
Anzahl der markierten Projektionsneurone im Hippocampus stark vom Ort der Injektion innerhalb
der Amygdala, das heiRt vom Kerngebiet der Amygdala, beeinflusst wurde. So fihrten
iontophoretische Injektionen in den zentralen, medialen und ventralen Anteil des basolateralen
Amygdalakerns beispielsweise zur Markierung von 42 bis 195 Neuronen, von denen keines oder
maximal vier doppelmarkiert waren, das heilt GABA exprimierten (Libkemann, Eberhardt et al.
2015). Diese geringe Anzahl wurde fir eine quantitative Einschatzung der GABAergen
Projektionsneurone als nicht ausreichend erachtet, weshalb letztendlich druckkontrollierte
Tracerinjektionen durchgefiihrt wurden. Dennoch blieb die Frage, ob die verhaltnismaRig groRen
druckkontrollierten Injektionen, die mehr oder weniger die gesamte Amygdala erreichten, die Anzahl
der Projektionsneurone im Hippocampus kritisch  beeinflussten. Daher wurde eine
Korrelationsanalyse des Diffusionsvolumens pro Injektion zum Mittelwert aller Projektionsneurone je
Injektion nach Spearman durchgefiihrt. Hier zeigte sich interessanterweise, dass das
Injektionsvolumen und die Anzahl retrograd markierter Projektionsneurone nicht miteinander
korrelieren. Insgesamt lasst sich sagen, dass die groflen Injektionen und die dadurch bedingte
Markierung von um- oder (berliegenden Strukturen, die Erkenntnisse Uber die hippocampo-

amygdaldren Projektionsneurone nicht verfalschen bzw. numerisch verzerren.

4.4 Peptid-exprimierende Neurone im ventralen Hippocampus und angrenzendem

Subiculum

Die immunzytochemischen Farbungen dienten der weiteren Einteilung der GABAergen
Projektionsneurone in Subpopulationen, die durch die Expression von Calcium-bindenden Proteinen

oder Neuropeptiden gekennzeichnet sind. In dieser Arbeit wurde die Expression von PARV, NPY und
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CCK untersucht. Darlber hinaus erfolgten am Institut flir Anatomie der Otto-von-Guericke-
Universitdt Magdeburg Untersuchungen, ob auBerdem Somatostatin, Calbindin oder Calretinin in
GABAergen Projektionsneuronen nachweisbar sind (Libkemann, Eberhardt et al. 2015). Allen
Peptiden gemeinsam ist die Tatsache, dass sie am haufigsten von Neuronen exprimiert werden, die
sich im Str. pyramidale befinden. PARV ist kaum im Str. moleculare zu finden, wohingegen NPY und
CCK auch in dieser Schicht exprimiert werden (vgl. Abbildung 12). Zur Darstellung der Peptid-
exprimierenden Neurone wurde Cy3-konjugiertes Streptavidin als Fluochrom verwendet. Aufgrund
der unterschiedlichen Emissionswellenlangen von Cy3, FG und GFP konnten diese drei Marker in
einem Schnitt gleichzeitig ausgewertet werden. Ein Nachteil der Fluoreszenzmethode ist allerdings
das verhaltnismaRig schnelle Ausbleichen (sog. fading) der Fluoreszenz, was ein zeitnahes

Mikroskopieren und Auswerten der Schnitte erforderlich macht.

4.5 GABAerge Neurone und ihre Subpopulationen

GABAerge Neurone konnen mit Hilfe ihres Gehalts an Calcium-bindenden Proteinen bzw.
Neuropeptiden weiter klassifiziert werden (Freund und Buzsaki 1996). 26 % der GABAergen Neurone
des ventralen Hippocampus und des angrenzenden Subiculums exprimierten PARV, hierbei zeigte
sich der grofSte Anteil mit 37 % im Str. pyramidale, gefolgt vom Str. oriens mit 23 %. Im Str.
moleculare wiesen nur 2 % der GABAergen Neurone eine PARV-Expression auf (vgl. Abbildung 25).
Die erhobenen Daten decken sich mit den Erkenntnissen von Kosaka et al., die bei 20% der
GABAergen Neurone im Hippocampus von Ratten eine PARV-Expression registrierten. Im Str.
pyramidale stellten sie eine 40 bis 50 %ige PARV-Expression der GABAergen Neurone fest. Im Str.
oriens betrug diese 20 bis 30 % und im Str. moleculare ebenfalls nur 1 bis 4 % (Kosaka et al. 1987).
Obwohl es sich bei Kosaka um Untersuchungen an Ratten handelt, erweisen sich die Anteile der
PARV-exprimierenden GABAergen Neurone als durchaus konsistent. Hingegen zeigt sich ein
Unterschied, wenn man den Anteil der GABA-exprimierenden Neurone an den PARV-positiven
Neuronen betrachtet. Waren bei Kosaka et al. nahezu alle PARV-exprimierenden Neurone GABAerg
(Kosaka et al. 1987), wiesen in der vorliegenden Arbeit nur 65 % der PARV-exprimierenden Neurone
eine GABA-Synthese auf. Diese Diskrepanz kann durch eine zu schwache bzw. ungleich starke GFP-
Expression bedingt sein, die konsekutiv zu einer verminderten Registrierung GABAerger Neurone
flhrte. Infolgedessen wurden weniger Doppelmarkierungen (GABA + PARV) registriert, was einen
geringeren Anteil GABAerger Neurone an PARV-exprimierenden Neuronen zur Folge hatte. Weiterhin
kann der Prozess der Immunfarbung zu einem Verblassen des GFP-Signals geflihrt haben, was
ebenfalls eine Unterschatzung der GABAergen Population zur Folge hatte. Allerdings ist dies eher

unwahrscheinlich, da bei einem mikroskopischen Vergleich von Hirnschnitten beziglich ihres GFP-
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Signals vor und nach immunzytochemischer Farbung subjektiv kein Unterschied der GFP-Intensitat
ersichtlich war. Dafiir, dass die Ursache der Diskrepanz eher in der verminderten Detektion der
GABAergen Neurone begriindet liegt, sprechen die (bereinstimmenden Daten bezogen auf die
GABAerge Population. Denn wenn Neurone als GABAerg detektiert wurden, wiesen sie einen dhnlich
hohen PARV-Anteil auf wie ihn auch Kosaka et al. beschrieben. Eine andere Mdglichkeit ware, dass
PARV nicht nur in GABAergen Neuronen synthetisiert wird, sondern auch in glutamatergen
Neuronen. Fiir diese Behauptung existieren jedoch keinerlei Daten. Ganz im Gegenteil, diese
Hypothese wird durch Erkenntnisse von Kosaka et al. und Nitsch et al. widerlegt, denn PARV wurde
bislang noch nie in Pyramiden- oder Kornerzellen nachgewiesen (Kosaka et al. 1987; Nitsch et al.
1990) und auch die morphologische Struktur PARV-exprimierender Neurone ist identisch mit

derjenigen der GABAergen Neurone (Kosaka et al. 1987; Nitsch et al. 1990).

Uber den Anteil NPY-exprimierender GABAerger Neurone liegen weitaus weniger Daten vor. In dieser
Studie war bei 5% der GABAergen Neurone eine NPY-Expression nachweisbar, wobei der grofite
Anteil mit 14 % im Str. oriens lag, gefolgt vom Str. pyramidale mit 7 % und Str. moleculare mit 2 %.
Ahnlich wie bei PARV ist der Anteil der GABAergen Neurone an der NPY-Neuronenpopulation mit
37 % hoher als der NPY-Anteil an der GABAergen Gesamtpopulation (5 %). Dabei exprimieren jeweils
45 % der NPY-positiven Neurone des Str. oriens und des Str. moleculare GABA. Im Str. pyramidale
betragt die GABA-Synthese immerhin noch 37 % (vgl. Abbildung 26). Freund und Buzsaki beschrieben
eine ahnliche Verteilung der NPY-exprimierenden Interneurone in der CAl-Region, allerdings ohne
Angaben von genauen Prozentzahlen. Auch sie beobachteten, dass die Mehrheit der NPY-positiven
Neurone sich im Str. oriens und Str. pyramidale befindet sowie ein geringerer Anteil im Str. radiatum

zu finden ist (Freund und Buzsaki 1996).

Der prozentuale Anteil CCK-synthetisierender GABAerger Neurone ist mit 4 % dhnlich hoch wie der
NPY-Anteil und weist eine nahezu identische Verteilung auf die Schichten des Hippocampus auf. Die
meisten CCK-exprimierenden GABAergen Neurone befinden sich mit 9 % im Str. oriens. Im Str.
pyramidale betragt der Anteil 5% und im Str. moleculare 2 %. Der GABAerge Anteil an der CCK-
Neuronenpopulation ist mit 71 % noch hoher als bei den PARV-exprimierenden Neuronen, wobei
CCK-Neurone im Gegensatz zu PARV und NPY in allen drei Hippocampusschichten einen konstant
hohen GABA-Anteil aufweisen (Str. oriens 75 %, Str. pyramidale 67 %, Str. moleculare 74 %). Diese
Erkenntnis wird durch Daten von Kosaka et al. und Somogyi et al. bestéatigt, nach denen fast alle CCK-
Neurone GABAerg sind (Somogyi et al. 1984; Kosaka et al. 1985). Ungeachtet dessen, dass Kosaka et
al. Ratten und Somogyi et al. Katzen als Versuchstiere verwendeten, sind die Ergebnisse konsistent

und weitgehend speziesunabhdngig. Untersuchungen von Freund und Buzsaki ergaben, dass 10 %
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der GABAergen Neurone des Hippocampus CCK exprimieren und dies mit 12,5 % am haufigsten in
der CA1-Region erfolgt (Freund und Buzsaki 1996). Der verglichen zu dieser Arbeit héhere Anteil CCK-
exprimierender GABAerger Neurone bei Freund und Buzsaki kann zum einen in den bereits im
Zusammenhang mit PARV diskutierten Fehlerquellen begriindet sein. Zum anderen standen in der
vorliegenden Studie zur Analyse von CCK nur zwei Versuchstiere zur Verfiigung. Daher handelt es sich
weniger um eine reprasentative Wiedergabe anatomischer Verhéltnisse, sondern vielmehr um die
Wiedergabe eines Status quo, der weiterer Verifizierung bedarf. Darliber hinaus gestaltete sich die
Markierung CCK-exprimierender Neurone schwierig, sodass womoglich nicht alle CCK-
exprimierenden Neurone mit dem durchgefiihrten immunhistochemischen Farbeprotokoll
hinreichend markiert und gezahlt wurden. Hierin begriindet sich womoéglich auch die differente
Verteilung der CCK-exprimierenden GABAergen Neurone verglichen zu den Daten von Kosaka et al.
Denn dort zeigte sich eine komplementare Verteilung zu den NPY-synthetisierenden GABAergen
Neuronen mit dem gréRten Anteil im Str. radiatum (15-20 %), gefolgt vom Str. pyramidale mit 10 %
und rund 6 % im Str. oriens (Kosaka et al. 1985; Freund und Buzsaki 1996). Trotz der kontrdren
Verteilung lasst sich auch hier eine laminare Abhangigkeit der Neuronenverteilung erkennen (Kosaka

et al. 1985).

Zusammenfassend kann man sagen, dass PARV von den drei untersuchten Peptiden am haufigsten
von GABAergen Neuronen der CA1-Region und des angrenzenden Subiculums synthetisiert wird. NPY
und CCK stellen mit jeweils rund 5 % ebenfalls eine nicht zu vernachldssigende Subpopulation dar.
Zusammen haben PARV, NPY und CCK einen Anteil von 35 % an der GABAergen Zellpopulation. Dabei
bleibt allerdings unberticksichtigt, dass die Peptide moglicherweise in einer Zelle kolokalisiert sind.
Untersuchungen auf eine Expression der Peptide im selben Neuron wurden in dieser Studie nicht
durchgefiihrt, jedoch existieren Daten anderer Autoren, wonach gewisse Peptide gemeinsam
exprimiert werden. Hinweise darauf existieren zum Beispiel fir Somatostatin und NPY (Chan-Palay
1987; Freund und Buzsaki 1996). Kosaka et al. beschrieben zudem, dass einige PARV-exprimierende
GABAerge Neurone auch Somatostatin synthetisieren (Kosaka et al. 1987). Bei Ratten konnte gezeigt
werden, dass rund 10 % der CCK-Neurone auch vasoaktives Intestinalpeptid (VIP) synthetisieren bzw.
CCK in 35 % der VIP-Neuronenpopulation zu finden ist. Demnach wird von rund 1 % der GABAergen
Neurone sowohl CCK als auch VIP exprimiert (Kosaka et al. 1985). Eine Koexistenz von PARV und CCK
(Kosaka et al. 1987) sowie CCK und Somatostatin (Somogyi et al. 1984) konnte hingegen nicht
beobachtet werden. Inwiefern gewisse Kolokalisationen von Peptiden eigene Subpopulationen
GABAerger Neurone darstellen, kann an dieser Stelle nicht abschliefend geklart werden. Die

Moglichkeit etwaiger Konstellationen sollte indes nicht aulRer Acht gelassen werden.
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4.6 GABAerge Projektionsneurone des Hippocampus

Die hippocampo-amygdalaren GABAergen Projektionsneurone haben einen Anteil von 19 % an allen
GABAergen Neuronen des Hippocampus und weisen einen Gesamtanteil von 4% an allen
hippocampalen Projektionsneuronen auf. Bezogen auf die GABAerge Population weisen sowohl das
Str. oriens als auch das Str. pyramidale mit ca. 25 % einen hohen Anteil projizierender Neurone auf.
Betrachtet man die Population der Projektionsneurone, erfolgen die meisten langen GABAergen
Projektionen aus dem Str. oriens. AuRer den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen GABAergen
Projektionsneuronen sind wie bereits zuvor erwdahnt weitere GABAerge Projektionen in andere
Hirnstrukturen bekannt. Die beste Datenlage existiert zu den GABAergen Projektionen zwischen
Septum und Hippocampus (Chronister und DeFrance 1979; Alonso und Kohler 1982; Freund und
Antal 1988; Jinno und Kosaka 2002). Dariiber hinaus konnten GABAerge Projektionen vom
Hippocampus zum entorhinalen Cortex (Melzer et al. 2012), Retrosplenium (Jinno 2009) und
zwischen den Hippocampusformationen (Schwerdtfeger und Buhl 1986; Zappone und Sloviter 2001;
Jinno 2009) nachgewiesen werden. Es stellt sich die Frage, ob die in dieser Arbeit charakterisierten
hippocampo-amygdaldaren GABAergen Projektionsneurone ein Teil der bereits identifizierten langen
GABAergen Projektionsneurone des Hippocampus darstellen oder eine eigene Klasse bilden. Bei den
GABAergen Projektionen zwischen Septum und Hippocampus handelt es sich um reziproke
Projektionen, die sowohl im Ammonshorn als auch im Gyrus dentatus nachgewiesen wurden (Alonso
und Koéhler 1982; Freund und Antal 1988; Jinno und Kosaka 2002). Jinno und Kosaka registrierten bei
der Maus die meisten GABAergen Projektionsneurone im Str. oriens der CAl- und CA3-Region,
wiesen aber auch vereinzelt Projektionen ausgehend vom Str. radiatum, Str. lucidum und Str.
pyramidale der CA3-Region sowie vom Hilus des Gyrus dentatus nach (Jinno und Kosaka 2002). Im
Gegensatz zu den hippocampo-amygdaldren Projektionsneuronen, welche nur in der CA1-Region und
dem angrenzenden Subiculum nachweisbar waren, sind die hippocampo-septalen GABAergen
Projektionsneurone in der gesamten Hippocampusformation zu finden. Indes bleibt festzuhalten,
dass sich auch hier ein schichtenspezifisches Vorkommen der GABAergen Projektionsneurone
hauptsadchlich im Str. oriens zeigt. Darlber hinaus fihrten Jinno und Kosaka eine
immunzytochemische Charakterisierung der hippocampo-septalen GABAergen Projektionsneurone
der Maus durch, bei der sich ein auerordentlich hoher Anteil von Somatostatin-exprimierenden
Neuronen mit 93 % zeigte. Zudem wurde in 38 % der GABAergen Projektionsneurone Calbindin und
in 58% PARV nachgewiesen, eine Calretinin-Expression wurde nicht festgestellt. Die PARV-
Expression liegt damit weit unter jener der hippocampo-amygdaldren Projektionsneurone (39,1 %)
und auch die Somatostatin- (4,86 %) sowie Calbindin-Expression (5,13 %) unterscheiden sich von den

im Institut fir Anatomie der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg erhobenen Daten
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(Libkemann, Eberhardt et al. 2015). Untersuchungen an Ratten zeigten, dass in 80 % der
hippocampo-septalen GABAergen Projektionsneuronen Calbindin exprimiert wird und in 20 % eine
NPY-Synthese erfolgt (Toth und Freund 1992). Fiir diese Diskrepanz verglichen zu Jinnos Daten gibt es
keine offensichtliche Erklarung, doch konnten die Differenzen moglicherweise durch den
Speziesunterschied und die unterschiedliche Verarbeitung der Gewebe bedingt sein (Jinno und
Kosaka 2002). Der von Toth und Freund beschriebene 20 %ige NPY-Anteil an den GABAergen
Projektionen deutet interessanterweise auf ein dhnliches NPY-Expressionsmuster der hippocampo-
septalen und hippocampo-amygdalédren (15 %) GABAergen Projektionsneurone hin. Untersuchungen
zu kommissuralen GABAergen Projektionen zwischen den beiden Hippocampi mit Hilfe von FG-
Injektionen in den dorsalen Hippocampus fiihrten zum Nachweis von projizierenden Interneuronen
vor allem ausgehend vom Gyrus dentatus. Im Str. oriens und Str. radiatum der CA1- und CA3-Region
wurden nur vereinzelt projizierende Interneurone entdeckt (Zappone und Sloviter 2001). Zappone
und Sloviter registrierten einen auBerordentlich hohen Anteil Somatostatin-exprimierender Neurone,
die in den kontralateralen Hippocampus projizierten. Zudem konnten eine signifikante PARV-
Expression und in geringerem MaRe eine Calretinin-Synthese der projizierenden Neurone
nachgewiesen werden (Zappone und Sloviter 2001). Lange GABAerge Projektionen zwischen
Hippocampus und entorhinalen Cortex zeigen wiederum eine starke Beteiligung der CAl-Region.
Ahnlich wie die hippocampo-septalen Projektionsneurone sind die hippocampo-entorhinalen
GABAergen Projektionsneurone vor allem im Str. oriens und Str. radiatum lokalisiert und auch in der
Hilusregion des Gyrus dentatus zu finden (Melzer et al. 2012). Eine Somatostatin-Expression in den
GABAergen Projektionsneuronen wurde auch von Melzer et al. nachgewiesen. Ebenso gab es
aufgrund eines unterschiedlichen Erregungsmusters Hinweise auf weitere Peptide. Zielneurone der
GABAergen Projektionen des Hippocampus waren unter anderem PARV-exprimierende Interneurone

des entorhinalen Cortex (Melzer et al. 2012).

Im Allgemeinen lasst sich festhalten, dass alle GABAergen Projektionsneurone des Hippocampus
anhand ihrer Peptidexpression in Subpopulationen unterteilt werden kdnnen. Haufig wird ein
bestimmtes Peptid vorrangig exprimiert wie zum Beispiel Somatostatin von den hippocampo-
septalen GABAergen Projektionsneuronen oder PARV von den hippocampo-amygdalaren GABAergen
Projektionsneuronen. Des Weiteren lasst sich nicht nur eine schichtspezifische Lokalisation sondern
auch ein kompartimentspezifisches Vorkommen der GABAergen Projektionsneurone erkennen.
Dabei unterscheidet sich die Lokalisation der GABAergen Projektionsneurone in Abhangigkeit vom
Zielgebiet, wobei sich vereinzelt Uberschneidungen erkennen lassen, beispielsweise im Str. oriens
der CAl-Region der hippocampo-septalen, hippocampo-entorhinalen und hippocampo-amygdalaren

Projektionen. Beim Vergleich dieser Daten darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass sich die
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untersuchten Spezies zum Teil unterscheiden, worin Unterschiede begriindet sein kénnen. Ob es sich
bei den bisher identifizierten GABAergen Projektionsneuronen des Hippocampus um
unterschiedliche Klassen handelt, lasst sich daher anhand der derzeitigen Datenlage nicht

abschlieRend klaren und bedarf weiterer Untersuchungen.

4.6.1 Hippocampo-amygdaldre GABAerge Projektionsneurone

Die GABAergen Projektionen vom Hippocampus in die Amygdala wurden mit Hilfe
immunhistochemischer Farbungen fir PARV, NPY und CCK ndher charakterisiert. Mit 39 % weist
PARV den groRRten Anteil an den hippocampo-amygdaldaren Projektionen auf, wenngleich NPY und
CCK mit 15 % bzw. 12 % ebenfalls nennenswert nachweisbar waren. Hier stellt sich die Frage, ob man
anhand der jeweiligen Peptidanteile auf deren vermeintliche Funktion bei den GABAergen
Projektionen schlussfolgern kann. Bevor diese Frage naher beleuchtet wird, ist zu klaren, welche
allgemeine Rolle die hippocampo-amygdaldaren GABAergen Projektionsneurone ausiiben. Caputi et
al. sehen GABAerge Projektionsneurone als eine Art Taktgeber. Durch die GABAergen Projektionen
kommt es zu einer Inhibition von Interneuronen entfernter Hirnstrukturen, wodurch neuronale
Netzwerke synchronisiert werden und die neuronale Aktivitat zeitlich koordiniert wird (Caputi et al.
2013). Bezogen auf die GABAergen Projektionen zwischen Hippocampus und Amygdala bedeutet
dies, dass bei der Verarbeitung emotionaler Gedéachtnisinhalte und insbesondere bei angst- und
furchtassoziierten Zustdnden (Donley et al. 2005; Rudy und Matus-Amat 2005; Sierra-Mercado et al.
2011), die GABAergen Projektionsneurone einen schnellen Informationsfluss zwischen Hippocampus
und Amygdala ermoglichen und dadurch die Grundvoraussetzung fiir eine zeitgemaRe und
physiologische Verarbeitung schaffen. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestarkt, dass
Veranderungen bzw. eine Dysbalance der GABAergen Kommunikation mit psychiatrischen
Erkrankungen, insbesondere affektiven Stérungen, assoziiert sind (Jinno 2009; Kalueff und Nutt
2007). Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Erkenntnis, dass Maduse mit einer Defizienz der
65 kD Isoform von GAD und infolgedessen verminderter GABA-Synthese gestorte 6-Frequenzen
aufweisen (Bergado-Acosta et al. 2008; Sangha et al. 2009). Diese 8-Frequenzen sind wiederum von
herausragender Bedeutung fiir die Synchronisation von Amygdala und Hippocampus wahrend des
Abrufens von angstbehafteten Langzeitgedachtnisinhalten (Seidenbecher et al. 2003; Narayanan et
al. 2007). Kommt es hierbei zu Stérungen, resultiert eine Generalisierung auditorisch induzierter
Furchtgedachtnisinhalte sowie eine Stérung der Furchtextinktion (Bergado-Acosta et al. 2008;
Sangha et al. 2009). Hobin et al. (2006) belegten zudem in Studien, dass GABAerge Mechanismen des
ventralen Hippocampus beim Abrufen kontextassoziierter Furchtgedachtnisinhalte nach Extinktion

beteiligt sind. Aus all diesen Erkenntnissen lasst sich daher eine direkte klinische Relevanz der
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untersuchten GABAergen Projektionsneurone schlussfolgern. Denn eben jenes Gleichgewicht
zwischen Konsolidierung und Extinktion von Angst ist beispielsweise bei Patienten, die an
posttraumatischer Belastungsstérung (PTSD) leiden, gestort. Deshalb ist ein wesentlicher
Therapieansatz, die Extinktion der angstbehafteten Gedachtnisinhalte zu fordern, sei es durch
verhaltenstherapeutische Ansatze oder medikamentos (Milad et al. 2009). Hier vermag ein genauer
Kenntnisstand der neuronalen Organisation und Struktur womoglich zu einer Optimierung der

vorhandenen Therapieoptionen beizutragen.

Es bleibt die Frage, inwiefern die Peptidexpression in den hippocampo-amygdalaren Neuronen deren
Funktion moduliert. PARV-exprimierende GABAerge Projektionsneurone sind vor allem im Str.
pyramidale und Str. oriens lokalisiert. Sie gehéren zu den schnell feuernden Neuronen, die in der
Lage sind, repetitive Aktionspotentiale zu generieren, um einen schnellen Informationsfluss zu
ermoglichen (Kawaguchi et al. 1987; Celio 1990). PARV-exprimierende Korbzellen fiihren
postsynaptisch zu inhibitorischen Potentialen (IPSPs) mit hohen Amplituden und formen
synzytienartig zahlreiche Konnektionen untereinander (Freund 2003). Durch diese physiologischen
Eigenschaften ist es ihnen moglich, neuronale Aktivitat effizient zu synchronisieren (Klausberger et al.
2005), weshalb sie eine essentielle Rolle bei der Entstehung von y-Oszillationen einnehmen (Freund
2003). Jene Oszillationen sind die Grundlage fiir eine Gedachtnisbildung (Andressen et al. 1993;
Benes und Berretta 2001; Buzsaki und Chrobak 1995; Lisman und ldiart 1995; Traub et al. 2004),
wobei PARV-exprimierende Neurone als eine Art Uhrwerk die exakte zeitliche und raumliche
Koordination bedingen (Freund 2003). Ubertragen auf die PARV-exprimierenden hippocampo-
amygdaldaren GABAergen Projektionsneurone erméglicht PARV am ehesten eine rasche Verarbeitung
emotionaler Gedachtnisinhalte, indem es die neuronale Aktivitdt von Hippocampus und Amygdala
synchronisiert und hierdurch eine effiziente Signalibermittlung ermdglicht. Hinweise auf die
herausragende Bedeutung PARV- und NPY-synthetisierender Interneurone des Hippocampus zur
Aufrechterhaltung der kognitiven und emotionalen Integritdit gab es bei einer Studie zum
Golfkriegssyndrom, im Rahmen dessen viele Betroffene an Posttraumatischen Belastungsstérungen
leiden (Megahed et al. 2014). Ratten wurden fiir vier Wochen Stress und chemischen Kampfmitteln,
die auch im Golfkrieg eingesetzt wurden, ausgesetzt. Im Verlauf konnte ein Reduzierung PARV- und
NPY-exprimierender GABAerger Neurone im Hippocampus nachgewiesen werden, was die oben
genannte Behauptung beziglich ihrer Bedeutung stiitzt (Megahed et al. 2014). Eine ausgewogene
NPY-Homoostase scheint dabei ebenso von Bedeutung zu sein wie PARV. NPY weist bei den
hippocampo-amygdaldren GABAergen Projektionsneuronen mit 10 bis 16 % (vgl. Tabelle 2) in
Abhangigkeit von der jeweiligen Hippocampusschicht einen signifikanten Anteil auf. Aufgrund seiner

anxiolytischen Wirkung durch Stimulierung von Y;- und Inhibition von Y,-Rezeptoren (Verma et al.
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2012; Lach und de Lima, Thereza Christina Monteiro 2013) vermag es vor einer Akzentuierung
angstassoziierter Gedachtnisinhalte und gegebenenfalls Ausbildung krankhafter Zustinde zu
schitzen. Dariber hinaus ermoglicht die Fahigkeit zur Hemmung der Transmitterfreisetzung via
prasynaptischer Y,-Rezeptoren (Wahlestedt et al. 1990; Pedrazzini et al. 2003) eine Protektion vor
Hyperexzitation (Baraban et al. 1997) und tragt somit wahrscheinlich zum reibungslosen
Informationsaustausch zwischen Hippocampus und Amygdala bei. Die Funktion CCK-exprimierender
GABAerger Projektionsneurone unterscheidet sich von jenen der PARV-exprimierenden Neurone.
Wenngleich CCK-exprimierende Neurone ebenso wie PARV-synthetisierende Neurone vielfach
Konnektionen miteinander ausbilden, scheinen diese nicht so zahlreich zu sein (Freund 2003).
Klausberger et al. konnten mit Hilfe von elektrophysiologischen Untersuchungen an Ratten zeigen,
dass die CCK-exprimierenden Neurone eher der Synchronisierung einzelner Neuronengruppen
dienen und weniger eines ganzen Netzwerks (Klausberger et al. 2005). Unterstitzt wird diese
Annahme durch die Tatsache, dass CCK-exprimierende Neurone eher zu den regular feuernden
Neuronen zdhlen und nicht in der Lage sind, repetitiv ohne entsprechende Akkommodation
Aktionspotentiale zu generieren (Freund 2003). Mehrere Untersuchungen ergaben, dass CCK die
Depolarisation PARV-exprimierender Neurone verstarkt und andererseits die GABAerge Transmission
von CCK-exprimierenden Korbzellen via Cannabinoid-Rezeptoren hemmt (Foldy et al. 2007; Karson et
al. 2008). Somit fordert es die Bildung verschiedener Subpopulationen, indem es einerseits die
perisomatische Inhibition verstarkt und andererseits die GABA-Freisetzung vermindert (Foldy et al.
2007). So ist es gut vorstellbar, dass CCK im Rahmen der hippocampo-amygdaldren GABAergen
Projektionen, &hnlich seiner lokalen Funktion (Freund 2003; Klausberger et al. 2005), der
Feinabstimmung sowie Modulation neuronaler Aktivitat dient, wodurch eine differenzierte, zeitlich

genaue Informationstibermittlung gewahrleistet wird.

Ob die oben genannten Vermutungen zur Funktion der hippocampo-amygdalaren GABAergen
Projektionsneurone und der jeweiligen Peptide zutreffen, wird sich erst im Verlauf weiterer
Untersuchungen zeigen. Grundvoraussetzung dafir ist allerdings ein genauer Kenntnisstand der

anatomischen Gegebenheiten, wozu die vorliegende Arbeit beitragt.
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5 Zusammenfassung

GABAerge Neurone sind nicht nur als Interneurone von grolRer Bedeutung, sondern erlangen
zunehmend Beachtung als lange Projektionsneurone zwischen entfernten Hirnstrukturen (Caputi et
al. 2013). Im Rahmen dessen wurden GABAerge Projektionen zwischen Septum und Hippocampus
(Chronister und DeFrance 1979; Alonso und Kohler 1982; Freund und Antal 1988; Jinno und Kosaka
2002), Hippocampus und entorhinalem Cortex (Melzer et al. 2012), den Hippocampusformationen
(Schwerdtfeger und Buhl 1986; Zappone und Sloviter 2001; Jinno 2009) und innerhalb des Neocortex
(Higo et al. 2009; Tamamaki und Tomioka 2010) nachgewiesen. Jingst entdeckten Miiller et al.
(2012) eine GABAerge Projektion vom ventralen Hippocampus in die Amygdala. Die vorliegende
Arbeit dient der ndheren biochemischen Charakterisierung dieser GABAergen hippocampo-
amygdaldren Projektion. Hierfir wurden GAD67-GFP knock-in Mause verwendet, denen FG als
retrograder Tracer in die Amygdala injiziert wurde. Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen wurde
zusatzlich die Expression von PARV, NPY und CCK als Kotransmitter gepruift. Zusammenfassend kann
man sagen, dass 19 % aller GABAerger Neurone vom ventralen Hippocampus in die Amygdala
projizieren und sie 4 % aller Projektionsneurone des ventralen Hippocampus ausmachen. Davon ist
die Mehrheit mit 23 % bzw. 25 % im Str. oriens bzw. Str. pyramidale lokalisiert. Verglichen zu bereits
beschriebenen langen GABAergen Projektionen, lasst sich daher auch bei den hippocampo-
amygdaldren GABAergen Projektionsneuronen eine schichtspezifische Verteilung erkennen,
wenngleich diese im Gegensatz z. B. zu den hippocampo-septalen Projektionen nicht in der gesamten
Hippocampusformation (Jinno und Kosaka 2002) zu finden sind, sondern auf die CA1-Region und das
angrenzende Subiculum des ventralen Hippocampus beschrankt sind. Eine weitere Gemeinsamkeit
der GABAergen Projektionsneurone des Hippocampus ist die Expression von peptidergen
Kotransmittern, wodurch jene in Subpopulationen unterteilt werden kénnen. Hierbei besteht eine
Vielfalt an Moglichkeiten, wobei ein Peptid oftmals vorrangig exprimiert wird. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass mit 39% PARV am haufigsten von den GABAergen hippocampo-amygdaldaren
Projektionsneuronen exprimiert wird. Dariiber hinaus haben NPY und CCK mit 15 % bzw. 12 %
ebenfalls einen beachtlichen Anteil an den GABAergen Projektionsneuronen. Die Kotransmitter
wirken am ehesten supportiv und dienen der weiteren Modulation des neuronalen Netzwerks. Es ist
unumstritten, dass eine Dysbalance dieses feinabgestimmten Systems insbesondere zur Entwicklung
von affektiven Stérungen fihrt (Jinno 2009; Kalueff und Nutt 2007; Megahed et al. 2014). Daher ist
anzunehmen, dass diese GABAerge Projektion essentiell fiir die Kommunikation zwischen
Hippocampus und Amygdala ist und zur Aufrechterhaltung der physiologischen Integritat emotional

gefarbter Gedachtnisinhalte beitragt.
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Anhang

10 Anhang
Anlage 1 - Protokolle der Immunfluoreszenzfarbungen

Allgemeines Vorgehen:

e Hirne in 40 um dicke Schnitte schneiden, in 4 Serien aufteilen und in 0,1 M PB aufnehmen
e 3xin0,1 M PB spilen

o direkt mit der Immunfluoreszenzfarbung beginnen oder in kryoprotektiver Lésung bei -20 °C

einfrieren, Hinweis: alle Verdiinnungen wurden mit 0,1 M PB hergestellt

PARV NPY CCK
("« Hirne aus -20°C ) ¢ Hirne aus -20°C ) ("« Hirne aus -20°C )
(Kryolésung) (Kryolosung) (Kryolésung)
auftauen auftauen auftauen
* 3 x 10 min splilen mit * 3 x 10 min spilen mit * 3 x 10 min splilen mit
\_ 0,1MPB ) 0,1 M PB Y, \__0,1MPB )
1. Ak: PARV N\

SWant, monoklonaler
Mausantikorper
Dauer: 2 Tage, 4°C auf
Schuttler
= Verdiinnung 1:5000

mit 0,1 M PB
= 1% Normal Horse
Serum (NHS)

<
( 3 x 10 min spiilen \

mit 0,1 M PB

2. Ak: biotinylierter
anti-Maus IgG
Dauer: 1,5 h
* Verdinnung: 1:200

e 3 x 10 min spllen mit

Blockierung fiir \
polyklonalen Ak
Dauer: 30 min
* 9ml0,1MPB
* 1gBSA
10 % Normal Goat

Serum (NGS) /

v
/LA Ny )

GeneTex, polyklonaler
Kaninchenantikorper
Dauer: 2 Tage, 4°C auf
Schiittler
* Verdlinnung
1:16000 mit
0,1 M PB

0,1 M PB j
Fluochrom: \

Streptavidin Cy3
Dauer: 30 min
* Verdinnung: 1:1000

* 3 x10 min spiilen
mit 0,1 M PB

¢ Aufziehen,
Trocknen,

Eindecken mit
\ Mowiol j

k 1% NGS /
ﬁ 3 x 10 min spilen \

mit 0,1 M PB

2. Ak: biotinylierter
anti-Kaninchen IgG
Dauer: 1,5 h
* Verdlinnung: 1:200

3 x 10 min spulen mit

\. 0,1 M PB j
Fluochrom: \

Streptavidin Cy3
Dauer: 30 min
¢ Verdiinnung: 1:1000

~

* 3x 10 min spilen
mit 0,1 M PB

¢ Aufziehen,
Trocknen,

Eindecken mit
\ Mowiol /
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Blockierung fiir
polyklonalen Ak
Dauer: 30 min
* 9ml0,1 MPB +
0,3 % Triton
* 1gBSA

e 10 % NGS /

f 1. Ak: CCK

Immunostar,
polyklonaler
Kaninchenantikorper
Dauer: 2 Tage, 4°C auf
Schiittler
¢ Verdiinnung 1:1000

mit 0,1 M PB
* 1%NGS

k 0,3 % Triton /
ﬁ 3 x 10 min spllen \

mit 0,1 M PB

2. Ak: biotinylierter
anti-Kaninchen IgG
Dauer: 1,5 h
¢ Verdiinnung: 1:200

3 x 10 min sptlen mit

\. 0,1 M PB /
<
Fluochrom: \

Streptavidin Cy3
Dauer:1h
* Verdinnung: 1:1000

~

* 3 x10 min splilen
mit 0,1 M PB

* Aufziehen,
Trocknen,

Eindecken mit
\ Mowiol /




Anlage 2 - Originaldaten

Anhang

PARV FG GAD
Schnitt-Nr. Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare| Summe Str. oriens [Str. pyramidale |Str. moleculare| Summe
222_2-3-4_PARV 153 892 118 1163 24 73 35 132
222 _3-1-1-li_PARV 16 590 17 623 7 36 4 47
222 3-1-1 PARV 87 1362 127 1576 14 63 40 117
342_2-3-4_PARV 58 781 50 889 6 46 18 70
342 _3-1-1 PARV 16 973 26 1015 7 71 55 133
342_3-1-3_PARV 46 692 9 747 5 112 63 180
386re_2-1-1 PARV 83 1069 57 1209 85 258 122 465
386re_2-1-2_PARV 96 1307 26 1429 47 143 82 272
386re_2-1-3_PARV 57 797 21 875 14 199 78 291
386li_1 3_4 PARV 28 267 7 302 20 115 56 191
386li_1_3 7_PARV 22 155 2 179 13 143 41 197
386li_1 3 8 PARV 22 246 35 303 7 125 47 179
411 4-1-7_PARV 238 1835 328 2401 40 221 179 440
411 4-2-5 PARV 81 1790 129 2000 42 241 55 338
411_4-2-6_PARV 53 2308 87 2448 25 210 85 320
360re_1-3-7_PARV 197 1772 179 2148 24 105 59 188
360re_1-3-8 PARV 56 1699 55 1810 23 139 82 244
360re_1-3-9_PARV 67 1439 58 1564 18 175 68 261
800_3-1-2_PARV 118 2790 85 2993 64 385 309 758
800_3-1-3_PARV 144 2880 57 3081 79 361 264 704
800_3-1-4 PARV 81 2934 70 3085 56 411 172 639
NPY FG GAD
Schnitt-Nr. Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare| Summe Str. oriens [Str. pyramidale |Str. moleculare| Summe
222_3-1-1_NPY 33 1263 15 1311 8 23 31 62
222 3-1-2_NPY 15 1102 20 1137 2 29 28 59
342_3-1-1-li_NPY 14 1023 36 1073 5 27 27 59
342 _3-1-1-re_NPY 11 1116 9 1136 8 59 85 152
342_3-1-3_NPY 9 294 20 323 11 106 46 163
386re_2-1-1_NPY 81 1073 268 1422 27 140 61 228
386re_2-1-2_NPY 68 933 62 1063 32 131 65 228
386re_2-1-3_NPY 48 1340 43 1431 25 124 101 250
386li_1-3-2_NPY 25 298 16 339 19 106 71 196
386li_1-3-5_NPY 13 138 8 159 26 183 90 299
386li_2-1-1_NPY 65 260 24 349 58 193 139 390
800_2-3-3_NPY 235 2485 229 2949 64 423 277 764
800_2-3-4_NPY 187 2635 65 2887 110 346 268 724
800_3-1-3_NPY 255 3057 43 3355 99 398 267 764
360re_2-1-5_NPY 44 1549 129 1722 29 137 74 240
411_4-1-1_NPY 107 2377 97 2581 59 176 36 271
411 4-1-2_NPY 196 2779 260 3235 57 207 39 303
411_4-1-4_NPY 72 3651 78 3801 17 184 19 220
CCK FG GAD
Schnitt-Nr. Str. oriens [Str. pyramidale |Str. moleculare| Summe Str. oriens |Str. pyramidale |Str. moleculare| Summe
1512_3-3-1_CCK 241 2633 471 3345 119 361 259 739
1512_3-3-2_CCK 120 2899 157 3176 34 194 273 501
1512_3-3-3_CCK 143 3055 157 3355 84 204 264 552
1523 3-2-1_CCK 27 551 19 597 106 242 252 600
1523 3-2-2_CCK 20 407 33 460 69 257 304 630
1523 3-2-3_CCK 50 501 37 588 123 337 247 707
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PARV PARV Doppelmarkierung FG + GAD
Schnitt-Nr. Str. oriens | Str. pyramidale |Str. moleculare|[ Summe |Str. oriens |[Str. pyramidale |[Str. moleculare| Summe
222_2-3-4_PARV 31 99 1 131 22 62 2 86
222_3-1-1-li_PARV 16 109 3 128 2 21 2 25
222 3-1-1 PARV 30 105 4 139 8 38 0 46
342_2-3-4_PARV 5 61 1 67 6 40 3 49
342 _3-1-1 PARV 8 42 0 50 0 11 0 11
342_3-1-3_PARV 1 66 1 68 0 18 0 18
386re_2-1-1_PARV 9 56 0 65 1 20 0 21
386re_2-1-2_PARV 11 62 1 74 1 26 0 27
386re_2-1-3_PARV 6 91 3 100 1 21 1 23
386li_1_3_4 PARV 9 47 2 58 1 3 0 4
386li_1 3 7 PARV 3 45 0 48 0 1 9
386li_1 3_8 PARV 1 61 0 62 0 11 0 11
411 4-1-7_PARV 8 44 1 53 19 80 12 111
411 4-2-5 PARV 3 55 2 60 6 41 4 51
411_4-2-6_PARV 3 146 2 151 6 32 1 39
360re_1-3-7_PARV 11 74 2 87 8 23 11 42
360re_1-3-8 PARV 3 73 0 76 6 26 11 43
360re_1-3-9_PARV 6 76 2 84 2 38 3 43
800_3-1-2_PARV 11 100 6 117 15 86 6 107
800_3-1-3_PARV 6 106 0 112 9 30 7 46
800_3-1-4 PARV 9 123 0 132 3 13 1 17
NPY NPY Doppelmarkierung FG + GAD
Schnitt-Nr. Str. oriens|Str. pyramidale |Str. moleculare| Summe |Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare| Summe
222_3-1-1_NPY 6 12 4 22 2 4 0 6
222 3-1-2_NPY 10 16 3 29 0 14 0 14
342_3-1-1-li_NPY 0 8 2 10 1 6 0 7
342 _3-1-1-re_NPY 4 7 4 15 0 12 0 12
342_3-1-3_NPY 2 2 0 4 0 14 0 14
386re_2-1-1_NPY 9 26 4 39 14 84 14 112
386re_2-1-2_NPY 6 22 1 29 11 62 9 82
386re_2-1-3_NPY 9 51 6 66 2 21 2 25
386li_1-3-2_ NPY 7 34 5 46 3 5 1 9
386li_1-3-5_NPY 3 28 2 33 3 12 1 16
386li_2-1-1_NPY 7 25 2 34 18 25 0 43
800_2-3-3_NPY 8 67 8 83 17 161 8 186
800_2-3-4_NPY 5 38 3 46 15 82 3 100
800_3-1-3_NPY 11 33 5 49 14 29 3 46
360re_2-1-5_NPY 4 25 2 31 4 21 3 28
411_4-1-1_NPY 8 45 2 55 13 36 2 51
411 4-1-2_NPY 6 39 0 45 29 114 21 164
411 4-1-4 NPY 3 43 2 48 0 68 2 70
CCK CCK Doppelmarkierung FG + GAD
Schnitt-Nr. Str. oriens|[Str. pyramidale [Str. moleculare | Summe |[Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare | Summe
1512_3-3-1_CCK 6 27 4 37 85 185 27 297
1512_3-3-2_CCK 5 21 3 29 20 53 19 92
1512_3-3-3_CCK 4 12 6 22 26 33 11 70
1523 3-2-1_CCK 11 20 7 38 13 13 9 35
1523_3-2-2_CCK 9 17 12 38 13 23 28 64
1523_3-2-3_CCK 32 11 11 54 29 37 23 89
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PARV Dreifachmarkierung FG + GAD + PARV FG + PARV

Schnitt-Nr. Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare| Summe Str. oriens  |Str. pyramidale [tr. molecular] Summe
222_2-3-4_PARV 14 51 0 65 20 65 0 85
222_3-1-1-li_PARV 0 11 0 11 0 20 0 20
222 3-1-1 PARV 8 33 0 41 15 45 1 61
342_2-3-4_PARV 3 23 0 26 5 38 1 44
342 _3-1-1 PARV 0 9 0 9 0 10 0 10
342_3-1-3_PARV 0 14 0 14 0 14 0 14
386re_2-1-1_PARV 0 10 0 10 0 9 0 9
386re_2-1-2_PARV 0 17 0 17 0 18 0 18
386re_2-1-3 PARV 0 8 0 8 0 9 0 9
386li_1_3_4 PARV 1 0 0 1 1 1 0 2
386li_1_3 7_PARV 0 1 0 1 0 1 0 1
386li_1 3_8 PARV 0 2 0 2 0 2 0 2
411 4-1-7_PARV 4 17 0 21 4 17 0 21
411 4-2-5 PARV 1 5 0 6 1 6 0 7
411_4-2-6_PARV 1 20 0 21 1 21 0 22
360re_1-3-7_PARV 2 11 0 13 2 11 0 13
360re_1-3-8 PARV 0 8 0 8 0 9 0 9
360re_1-3-9_PARV 0 7 0 7 0 7 0 7
800_3-1-2_PARV 4 31 0 35 4 30 0 34
800_3-1-3_PARV 0 8 0 8 0 8 0 8
800_3-1-4_PARV 0 0 0 0 0 0 0 0

NPY Dreifachmarkierung FG + GAD + NPY FG + NPY

Schnitt-Nr. Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare| Summe Str. oriens  |Str. pyramidale [tr. molecular] Summe
222 _3-1-1_NPY 0 0 0 0 0 0 0 0
222_3-1-2_NPY 0 3 0 3 0 4 0 4
342_3-1-1-li_NPY 0 1 0 1 0 4 0 4
342_3-1-1-re_NPY 0 2 0 2 1 3 0 4
342_3-1-3_NPY 0 2 0 2 0 2 0 2
386re_2-1-1_NPY 2 7 2 11 3 13 3 19
386re_2-1-2_NPY 2 5 1 8 2 7 1 10
386re_2-1-3_NPY 1 4 1 6 1 9 1 11
386li_1-3-2_NPY 0 2 0 2 0 3 0 3
386li_1-3-5_NPY 1 2 1 4 1 2 1 4
386li_2-1-1_NPY 1 4 0 5 1 4 0 5
800_2-3-3_NPY 4 53 2 59 4 54 3 61
800_2-3-4_NPY 2 11 0 13 2 13 0 15
800_3-1-3_NPY 2 7 0 9 3 11 0 14
360re_2-1-5_NPY 2 0 0 2 2 2 0 4
411_4-1-1_NPY 2 6 0 8 2 10 0 12
411 4-1-2_NPY 1 16 0 17 1 20 0 21
411_4-1-4_NPY 0 10 0 10 0 13 0 13

CCK Dreifachmarkierung FG + GAD + CCK FG +CCK

Schnitt-Nr. Str. oriens [Str. pyramidale [Str. moleculare| Summe Str. oriens  |Str. pyramidale ftr. molecular] Summe
1512 _3-3-1_CCK 5 12 0 17 5 16 0 21
1512_3-3-2_CCK 1 7 0 8 1 10 0 11
1512_3-3-3_CCK 1 2 0 3 2 3 0 5
1523 3-2-1_CCK 3 1 0 4 3 2 0 5
1523 3-2-2_CCK 3 7 6 16 3 7 6 16
1523 3-2-3_CCK 13 0 2 15 14 1 2 17
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PARV GAD + PARV

Schnitt-Nr. Str. oriens|Str. pyramidale | Str. moleculare| Summe
222 2-3-4_PARV 16 59 0 75
222 _3-1-1-li_PARV 3 25 1 29
222 3-1-1_PARV 9 50 0 59
342_2-3-4 PARV 3 24 0 27
342_3-1-1 PARV 0 24 0 24
342_3-1-3_PARV 0 38 1 39
386re_2-1-1_PARV 9 45 0 54
386re_2-1-2_PARV 11 53 0 64
386re_2-1-3_PARV 4 80 1 85
386li_1 3_4 PARV 7 25 0 32
386li_1 3 7 PARV 1 34 0 35
386li_1_3 8 PARV 1 47 0 48
411 4-1-7 PARV 3 36 1 45
411 4-2-5_PARV 3 39 0 42
411 4-2-6_PARV 3 96 0 99
360re_1-3-7_PARV 9 50 1 60
360re_1-3-8_PARV 3 58 0 61
360re_1-3-9_PARV 5 66 1 72
800_3-1-2_PARV 9 71 5 85
800_3-1-3_PARV 4 62 0 66
800_3-1-4 PARV 5 64 0 69

NPY GAD + NPY

Schnitt-Nr. Str. oriens|Str. pyramidale [ Str. moleculare| Summe
222 3-1-1_NPY 0 2 1 3
222 3-1-2_NPY 2 4 0 6
342_3-1-1-li_NPY 0 2 0 2
342 3-1-1-re_NPY 0 2 1 3
342_3-1-3_NPY 0 2 0 2
386re_2-1-1_NPY 5 9 3 17
386re_2-1-2_NPY 5 13 1 19
386re_2-1-3_NPY 2 7 4 13
386li_1-3-2_NPY 3 6 0 9
386li_1-3-5_NPY 2 8 2 12
386li_2-1-1_NPY 4 12 1 17
800_2-3-3_NPY 4 64 6 74
800_2-3-4_NPY 4 29 1 34
800_3-1-3_NPY 6 16 4 26
360re_2-1-5_NPY 3 2 1 6
411 _4-1-1_NPY 4 17 2 23
411 4-1-2_NPY 4 17 0 21
411_4-1-4 NPY 2 16 1 19

CCK GAD + CCK

Schnitt-Nr. Str. oriens | Str. pyramidale | Str. moleculare| Summe
1512_3-3-1_CCK 5 21 2 28
1512 _3-3-2_CCK 2 12 2 16
1512_3-3-3_CCK 2 5 5 12
1523 3-2-1_CCK 13 14 5 32
1523_3-2-2_CCK 9 14 10 33
1523_3-2-3_CCK 19 8 10 37
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Tabelle 3

Anhang

GABAerge Neuronenverteilung auf Schichten des Hippocampus

Angegeben sind die Mittelwerte je Hippocampusschicht und Serie in %. In der Spalte Versuchstier
ist das entsprechende Tier (Zahl) mit der jeweils durchgefiihrten Farbung (PV, NPY, CCK) vermerkt
(=eine Serie). Es wurden 16 Serien (n=16) mit insgesamt 45 Schnitten ausgewertet. Die
verwendete Anzahl der Schnitte je Serie ist in der Spalte Versuchstier in Klammern vermerkt. so -
Stratum oriens, sp - Stratum pyramidale, sm - Stratum moleculare.

GABAerge Neurone in %
. Hippocampusschichten
Versuchstier

SO sp sm

222 PV (3) 15 62 23
222_NPY (2) 8 43 49
342_PV (3) 6 60 34
342_NPY (3) 7 50 43
386re_PV (3) 13 59 28
386re_NPY (3) 12 56 32
386li_PV (3) 7 68 25
386li_NPY (3) 11 55 34
411_PV (3) 10 62 28
411_NPY (3) 16 72 12
360re_PV (3) 10 60 30
360re_NPY (1) 12 57 31
800_PV (3) 9 55 35
800_NPY (3) 12 52 36
1512 _CCK (3) 13 42 46
1523_CCK (3) 15 43 42
Mittelwert in % 11 56 33
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Tabelle 4

Anhang

Verteilung der retrograd markierten Projektionsneurone auf Schichten des Hippocampus
Angegeben sind die Mittelwerte je Hippocampusschicht und Serie in %. In der Spalte Versuchstier
ist das entsprechende Tier (Zahl) mit der jeweils durchgefiihrten Farbung (PV, NPY, CCK) vermerkt
(=eine Serie). Es wurden 16 Serien (n=16) mit insgesamt 45 Schnitten ausgewertet. Die
verwendete Anzahl der Schnitte je Serie ist in der Spalte Versuchstier in Klammern vermerkt. so -
Stratum oriens, sp - Stratum pyramidale, sm - Stratum moleculare.

Projektionsneurone in %
. Hippocampusschichten
Versuchstier
) sp sm

222 PV (3) 7 86 7
222 _NPY (2) 2 97 1
342 _PV (3) 5 92 3
342_NPY (3) 2 95 3
386re_PV (3) 7 90 3
386re_NPY (3) 5 86 9
386li_PV (3) 10 85 5
386li_NPY (3) 11 83 6
411_PV (3) 5 87 8
411 _NPY (3) 4 91 5
360re_PV (3) 6 89 5
360re_NPY (1) 3 90 7
800_PV (3) 4 94 2
800_NPY (3) 7 89 4
1512_CCK (3) 5 87 8
1523_CCK (3) 6 89 6

Mittelwert in % 5 89 5
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Tabelle 5 Verteilung der PARV-, NPY- bzw. CCK-positiven Neurone auf Schichten des Hippocampus
Angegeben sind die Mittelwerte in % je Serie und Hippocampusschicht. Die verwendeten Schnitte
je Serie sind in Klammern vermerkt. Fir die Auswertung standen zur Verfligung: PARV - 7 Serien
mit 21 Schnitten, NPY - 7 Serien mit 18 Schnitten, CCK - 2 Serien mit 6 Schnitten.

PARV-positive Neurone in % NPY-positive Neurone in %
Versuchstier Hippocampusschichten Versuchstier Hippocampusschichten
so sp sm so sp sm
222 PV (3) 19 79 2 222 NPY (2) 31 55 14
342_PV (3) 8 91 1 342_NPY (3) 26 59 16
386re_PV (3) 12 87 1 386re_NPY (3) 19 73 8
386li_PV (3) 8 91 1 386li_NPY (3) 15 77 8
411 PV (3) 7 90 2 800_NPY (3) 14 77 9
360re_PV (3) 8 91 2 360re_NPY (1) 13 81 6
800_PV (3) 7 91 2 411_NPY (3) 11 86 3
MW in % 10 89 2 MW in % 18 73 9
CCK-positive Neurone in %
Versuchstier Hippocampusschichten
so sp sm
1512 _CCK (3) 17 67 16
1523_CCK (3) 37 39 23
MW in % 27 53 20
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