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Einleitung

'If you don’t understand the function, do the structure’. So lautete der
Vortragstitel des Medizin-Nobelpreistrigers Bert Sakmann auf dem dies-
jahrigen 61. Treffen der Nobelpreistriger in Lindau am Bodensee (2011).
Seinen Vortrag widmete der Neurophysiologe jener wissenschaftstheoreti-
schen Erkenntnis, die besagt, dass der Schliissel zum funktionellen Ver-
standnis biologischer Systeme im Wissen um deren Anatomie liegt - eine
wechselseitige Beziehung, die sich auf allen rdumlichen Grofenordnungen

organischer Systeme widerspiegelt:

So determiniert die Quartarstruktur eines Rezeptormolekiils unmittel-
bar dessen Sensitivitit auf Botenstoffe (molekulare Ebene). Das Fehlen
jeglicher Organellen im Erythrocyten erlaubt diesem - unterstiitzt durch
ein sehr elastisches Cytoskelett - eine extreme Verformbarkeit und sichert
damit die lebensnotwendige Sauerstoffversorgung auch jener Kapillarge-
biete, deren Durchmesser kleiner sind als der Durchmesser eines unver-
formten Erythrocyten (subzelluldre Ebene). Die das Funktionsgewebe des
Knochens aufbauenden Osteoblasten ordnen sich dynamisch entlang der
wichtigsten den Knochen durchlaufenden Krafttrajektorien an (zelluldre
Ebene) (in modifizierter Form aus Bendels (2007a)).

Es ist deshalb plausibel anzunehmen, dass auch die Funktionsaufkla-
rung neuronaler Systeme entscheidend an das Wissen um deren struk-
turellen Aufbau gebunden ist. Dabei lassen sich aus methodischer Sicht
zwei Arbeitsebenen identifizieren: Zum einen gilt es, die zelluldren Eigen-
schaften, im wesentlichen Morphologie und Receptorbestiickung der un-
terschiedlichen Nervenzelltypen zu charakterisieren und, auf dieser Basis,
ihr Ausgangssignal als Funktion des aktuellen Zustandes und afferenter
Signale zu beschreiben. Zum anderen ist es notwendig, die Konnektivi-
tatsprinzipien der synaptisch-gekoppelten Neurone funktionell abzubilden.

Nur das Zusammenwirken beider Arbeitsebenen schafft die Grundlagen
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zur Identifikation und Charakterisierung neuronaler Funktionseinheiten,

der sogenannten Mikroschaltkreise (Silberberg et al., 2005).

Bei niaherer Betrachtung beider Ansétze kristallisiert sich ein deutliches
Ungleichgewicht in der Methodenméchtigkeit heraus: Wahrend die zellu-
lare Struktur- und Funktionsbeschreibung - im wesentlichen eine Doméne
der zelluldren Neurophysiologie - auf Basis eines etablierten Methoden-
spektrums einen grofen wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn aufzuweisen
hat, der bis zur detaillierten mathematischen Modellierung der Biophysik
einzelner Neurone reicht (Johnston & Wu, 1995), sind die meisten neu-
ronalen Schaltkreise bis heute weder anatomisch beschrieben noch funk-
tionell verstanden. Ein wichtiger Grund hierfiir liegt u.a. in der enormen
Komplexitdt der synaptischen Organisation: so unterhilt beispielsweise
eine corticale excitatorische Nervenzelle eines Sdugetierhirns rund 14 000
synaptische Kontakte zu benachbarten und rdumlich entfernteren Neuro-
nen (Benninghoft et al., 1994). Es ist evident, dass konventionelle ana-
tomische und elektrophysiologische Methoden dieser Komplexitdt nicht

gewachsen sind:

So konnen anatomische Techniken, wie die Golgi-Technik (Somogyi,
1990), immunhistochemische Féarbungen (Beall & Lewis, 1992), anterogra-
de und retrograde Tracing-Methoden (Lanciego et al., 2000), die Elektronen-
(Alonso-Nanclares et al., 2005) und Ultramikroskopie (Dodt et al., 2007)
zwar die Existenz und das allgemeine Muster synaptischer Verbindun-
gen aufzeigen, genaue Aussagen jedoch iiber den aktuellen funktionellen
Zustand einer synaptischen Verbindung, iiber ihre Polaritit, Starke, Plas-
tizitdt und schlieflich {iber ihre exakte zellulire Herkunft lassen sie fiir
gewohnlich nicht zu (in modifizierter Form aus Bendels (2008b)). Phy-
siologische Methoden wie die Kreuzkorrelation zwischen den Aktivititen
zweier oder mehrerer Neuronen- oder Neuronengruppen (Hata et al., 1993)
konnen diese Fragen zwar partiell beantworten, aber in der Regel nur fiir
ausgewihlte Teilabschnitte, wie zwei recurrent verkniipfte Neurone (Feld-
meyer et al., 1999).

Eine Technik, die versucht, diese offenkundige "Methodenliicke’ ansatz-
weise zu schliefsen und eine Briicke zwischen Anatomie und Physiologie zu
bauen, ist die Scanning Photostimulation (Callaway & Yuste, 2002), deren
Prinzip erstmals im Jahr 1994 von Larry Katz und Matthew Dalva von
der Duke Universitit Durham (USA) vorgestellt wurde (Katz & Dalva,
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1994). Sie kombiniert die fokale photochemische Aktivierung eines Trans-
mitters und damit naheliegender neuronaler Strukturen mit der simulta-
nen elektrophysiologischen Ableitung von einem oder mehreren Neuronen.
Bei geeigneter Anwendung kann dieses Paradigma dazu genutzt werden,
die funktionelle Konnektivitit von Nervenzellen in lebenden Hirnschnitten

grokflachig zu bestimmen.

Nicht zuletzt aufgrund ihrer methodischen Vielseitigkeit und einfa-
chen, kostengiinstigen Integration in bestehende Mikroskopsysteme fand
die Scanning Photostimulation in den letzten Jahren auch in Deutsch-
land ihre Verbreitung, so u.a. in Diisseldorf (Schubert et al., 2001) und
Freiburg (Boucsein et al., 2005). Auf Anregung des Arbeitsgruppenleiters,
Professor Dietmar Schmitz, begannen wir im Jahr 2006 am Neurowis-
senschaftlichen Forschungszentrum der Charité mit der Entwicklung und
Verifikation eines Scanning-Photostimulationssystems, dessen Besonder-
heit neben der flexiblen Definition rdumlich ausgedehnter Punktraster in
der Bereitstellung einer integrativen Steuersoftware zur Durchfiihrung des

Experimentes lag (Bendels et al., 2008a).

Die Verifikation des Systems zeigte ein zuverldssig funktionierendes
System mit einem insgesamt nur marginalen Verbesserungsbedarf in den
Bereichen von Hard- und Software. Weitaus kritischer stellte sich die Si-
tuation jedoch in der Analyse der gewonnenen Daten dar. Liessen sich
direkte Aktivierungsdaten einer Einzelzelle problemlos ermitteln und in-
terpretieren, dokumentierten die eigentlichen Kartierungsdaten in Wieder-
holungsmessungen eines identischen Areals eine sehr hohe punktspezifi-
sche Variabilitiat (Korrelation p = 0.3), die unabhéngig von der gewéhlten
Quantifizierungsmethode war und insgesamt keine zuverlédssige Aussage
zur tatsichlichen Konnektivitét zuliefs (Bendels et al., 2008a).

Als Hauptursache fiir die hohe Intertrial-Variabilitat lief sich die spon-
tane synaptische Hintergrundaktivitat mit deutlicher Reduktion des Signal-
Rausch-Abstandes in den Kartierungsdaten identifizieren; ein bereits von
anderen Autoren vormals beschriebenes, jedoch bis dato ungelostes Pro-

blem.

In Anbetracht dessen war es uns nicht moglich, Messdaten zur Kon-
nektivitdt von Stern- und Pyramidenzellen aus dem medialen entorhinalen
Cortex (MEC) in geeigneter Weise zu analysieren; vielmehr waren wir ge-

zwungen, die Datenanalyse dahingehend zu optimieren, dass eine reliable
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Detektion prasynaptischer Neurone ungeachtet einer z.T. sehr hohen syn-
aptischen Hintergrundaktivitdt moglich wird. Die Arbeit wird aufzeigen,
dass unter Ausnutzung raumlicher Korrelationen innerhalb der Kartie-
rungdaten ein derartiger Algorithmus zur Detektion prasynaptischer Neu-
rone realisiert werden kann. Dessen Entwicklung, Verifikation und Bewer-
tung wird Gegenstand des ersten Abschnitts der Dissertation (Kapitel 1
und 2) sein.

Nach diesem Proof-of-methods’ der Datenanalyse waren wir dann in
der Lage, die grundlegenden intrinsischen Konnektivitdtsprinzipien der
beiden Hauptzellen des medialen entorhinalen Cortex, der Sternzelle und
der Schicht-II- und -III-Pyramidenzellen des medialen entorhinalen Cor-
tex zu bestimmen, jener Region also, die als Haupteingangsstruktur der
Hippocampusformation eine wichtige Bedeutung in der Etablierung des
corticalen Kurz- und Langzeitgedéchtnisses zuteil wird (Kapitel 3 und 4).

In der abschliefenden Diskussion (Kapitel 5) werden die gewonnenen
Erkenntnisse in den bisherigen Wissensstand, insbesondere zur Funkti-
on des entorhinal-hippocampalen Netzwerkes, eingeordnet. Francis Crick
formulierte 1979 in einem Artikel des Scientific-American-Magazins den
Wunsch nach einer Methode zur selektiven Aktivierung ausgewahlter Neu-
rone - 'by which all neurons of just one type could be inactivated, leaving
the others more or less unaltered’, zitiert in Fenno et al. (2011). Der letzte
Abschnitt der Arbeit wird aufzeigen, dass die Photostimulation in geeigne-
ter Modifikation und in Kombination mit anderen Technologien, insbeson-
dere bildgebender und optogenetischer Verfahren, dieses erwiinschte Po-
tential zur Analyse der dynamischen Interaktion neuronaler Mikroschalt-

kreise und damit der zugrundeliegenden verteilten Algorithmen besitzt.

Danksagung Mein besonderer Dank gilt Herrn Professor Christian Lei-
bold und Herrn Professor Dietmar Schmitz fiir alle gebotenen Moglich-
keiten, Thre Unterstiitzung und ihren fachlichen wie menschlichen Rat in
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Kapitel 1

Methodik der Scanning

Photostimulation

1.1 Uberblick

Die Scanning-Laser Photostimulation, urspriinglich von Katz & Dalva im
Jahr 1994 vorgestellt, stellt heute eine etablierte Methode zur Bestimmung
der funktionellen Konnektivitit in akuten Hirnschnitten dar (Callaway &
Yuste, 2002). Der Erfolg der Methode basiert im wesentlichen auf ihrem
einfachen Prinzip:

Wihrend man von einem einzelnen Neuron, dem sog. Zielneuron, ab-
leitet, induziert man iiber die photolytische Aktivierung eines exzitatori-
schen Transmitters (meist Glutamat) an ausgewihlten Raumpunkten im
Hirnschnitt eine iiberschwellige direkte Aktivierung der dort ortsstandi-
gen Neurone. Deren iiberschwellige Aktivierung in Form eines oder meh-
rerer Aktionspotentiale ist genau dann am Zielneuron messbar, wenn eine
funktionell relevante synaptische Verbindung zwischen beiden Neuronen
besteht; in einem solchen Fall wird das Zielneuron indirekt, d.h. trans-
neural stimuliert; vgl. Abbildung 1.1.

Auf Basis der rdumlichen Korrespondenz zwischen Stimulationsort und
iiberschwellig-aktiviertem potentiell prasynaptischem Neuron fiihrt das
konsekutive Abtasten (Scanning) von Raumpunkten im Priaparat zur Of-
fenlegung einer afferenten Innervationskarte fiir das Zielneuron; vgl. Ab-
bildung 1.2.

Hierbei wird pro Stimulationsschritt nur eine begrenzte Anzahl von

Neuronen tiberschwellig aktiviert, so dass die Triggerung einer interneuronal-

1
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Abbildung 1.1: (A) Photolytische Aktivierung von Glutamat. Der Transfer von Licht-
energie aus dem ultravioletten Frequenzbereich fiihrt zum Aufbrechen der kovalenten
Bindung zwischen einer inaktivierenden Caging-Gruppe (Rechteck) und dem Neuro-
transmitter Glutamat. Das Glutamat wird freigesetzt, entfaltet seine origindre Wirkung
an den spezifischen Rezeptoren und durchliuft die substanzspezifischen Degradations-
prozesse. Diffusionsprozesse an der Freisetzungsstelle fiihren dazu, dass die Photosti-
mulation wiederholt an gleicher Stelle ablaufen kann (in modifizierter Form aus Katz
& Dalva (1994) und Bendels (2008b) entnommen). (B) Direkte und indirekte Stimu-
lation. Eine direkte Stimulation erfolgt iiber die unmittelbare Aktivierung dendriti-
scher Rezeptoren an dem gepatchten Neuron. Die indirekte Stimulation der Zielzelle
geschieht {iber die iiberschwellige Aktivierung einer prasynaptischen Zelle mit nach-
folgender Auslosung eines postsynaptischen Signals an dem gepatchten Neuron, der
sog. Zielzelle. Da die direkte Aktivierung mit einer zur Einzelsynapse vergleichsweise
groReren Transmitterfreisetzung einhergeht, besitzen direkte Signale i.d.R. eine grofere
Amplitude, langsamere Zeitkonstanten und fiihren insgesamt zu einem gréfseren Strom-
fluss iiber die Zellmembran. Obgleich mehrere dendritische Abschnitte im Zuge einer
einzelnen Stimulation erregt werden kdnnen, ist in der Regel nur ein direktes Signal un-
mittelbar nach Lichtapplikation und noch vor den indirekten Signalen an der Zielzelle
messbar, wohingegen indirekte Signale - oftmals Resultat einer Aktionspotential-Serie -
zeitversetzt und meist in Gruppen auftreten (s. Abbildung 1.2). Abbildung aus Bendels
et al. (2008a) entnommen.

propagierten Aktivitdt im Sinne einer epileptischen Erregbarkeitssteige-
rung vermieden wird. Hierdurch wird sichergestellt, dass die gemessene In-
nervationskarte ausschliefslich die monosynaptischen Afferenzen der Ziel-
zelle dokumentiert.

Auf diese Art erweitert die Scanning Photostimulation konzeptionell
bisherige anatomische und physiologische Verfahren zur Analyse der neu-
ronalen Konnektivitdt (Thomson & Lamy, 2007) um die Moglichkeit der
grofflichigen funktionellen Charakterisierung nervaler Verbindung, d.h.
neben der eigentlichen topographischen Herkunft der synaptischen Ver-
bindungen sind zusétzlich deren Polaritdt und synaptische Stirke ermit-
telbar; vgl. Abbildung 1.2.



1.1. UBERBLICK

A B1
= 3501 ' ’ '
3 I : lla T IIb
Scanning Grid R ; : ;
5 : { :
O 350 T T : T 1
0 150 300 450 600
B Time [ms]
2
T 40
o
= 20
20T A A PN L par TS M e TS AV
‘é’ 0 1
3 L
O .20 + T T T T T 1
150 225 300 375 450 525 600
B Time [ms]
3
= 1007 y '
3 . - S
§ 0 {
5 i b
O 100 T ¥ T T T "
150 225 300 375 450 525 600
B Time [ms]
4 5
L. 204
9
E‘j’ 10+
(&)
(2]
o

[ ST VR YY YOy |

.o

TV Y Y W YT YT YY S SRy T Ty e

450 525 600

50 225 300 375
Time [ms]

Direct Exc Compound Exc Count

Exc Existence Inh Compound

o

B ST S [t Y 79
T o b D) o 5
T HE E #
59880 °%380 99850 2%680 Y
See00 ‘o6 958 So8s So0s. 66
o800 Y o o) o000 o 55600
Fosss, °P% e 9% 50
SoHS o0 SooIS SEBS
T PR P D 53
G6000 © © g 000
i 3 i
oo 0% o
60500 e S % Il
L i e o Wl B
& 555 ; wb B
8856 Se 56 68 R Soso
X S0 o500 o°;°o 26
Sooe° Bod S50 %0
$5556 60 ) g
53888 356 $305° SSe8es
SHBY Py S SBE68
S80060 9C) o 0900 13
SS558 SEX S5 S5og0
oI T) 000 Sb STBCTo
TS B 5 Bouos A
66000 00 ©6 o 06000 p

Abbildung 1.2: Synopsis Single-point-Analysis. (A) Die fokale Photostimulation er-
folgt anhand eines definierten (hier: intralaminéren) Punktrasters. Das Soma des Ziel-
neurons ist mit einem blauen Kreis gekennzeichnet. (B) PSC-Detektion und Klassifika-
tion. (B1) An jedem Stimulationspunkt wird ein punktspezifisches Signal von 600 ms
Dauer aufgenommen und nachfolgend in vier Zeitintervalle (I, ITa, ITT und IIb) aufge-
teilt. Das Zeitintervall I wird zur Dokumentation der zeitlichen Entwicklung der Auf-
nahmeparameter genutzt. Zu Beginn von Zeitintervall III, zum Zeitpunkt ¢=300 ms,
wird der Lichtstimulus (gelber Balken) appliziert (Dauer 2 ms). PSCs in III werden
als photo-induziert, in IT als spontan-generiert gewertet. (B2,B3s) PSCs werden algo-
rithmisch detektiert und in direkte PSCs (rot), indirekte EPSCs (griin) und indirekte
IPSCs (blau) klassifiziert. Das aufgenommene Signal in (B3) zeigt ein spontanes EPSC.
(B4) Zur Definition der Dauer von Zeitintervall III ist die durchschnittliche punktspe-
zifische PSC-Rate als Funktion der Zeit aufgetragen (blaue Balken) und zusétzlich mit
einem Gauss-Filter geglittet (rote Funktion). Die mittlere Rate von Zeitintervall II
definiert die spontane PSC-Rate von 3.6 Hz (griine durchgezogene Linie). Jenes Zeit-
fenster, in welchem die PSC-Rate eine Standardabweichung (o,.=1.8 Hz) oberhalb der
durchschnittlichen spontanen PSC-Rate (gestrichelte griine Linie) liegt, definiert Zeit-
intervall TIT (At=81.2 ms); Abbildung aus Bendels et al. (2008a) entnommen. (C) To-
pographische Darstellung der photo-induzierten PSC-Typen. Die Compound- (Summe

der PSC-Amplituden) und Count-(Anzahl der PSCs) Darstellungen zeigen ein hohes
Mak an Korrelation.
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Dies stellt eine wichtige konzeptionelle Erweiterung dar: einerseits zu
anatomischen Methoden, die oftmals nur allgemeine Struktur- und Inner-
vationsprinzipien aufdecken konnen, andererseits zu konservativen phy-
siologischen Verfahren, die zwar eine funktionelle Charakterisierung der
nervalen Verbindung erlauben, jedoch in der Regel nur fiir ausgewahl-
te Teilbereiche, wie zwei recurrent miteinander verkniipfte Nervenzellen
(z.B. Paarableitung, Feldmeyer et al. (1999)).

Das Anwendungsspektrum der Photostimulation bleibt dabei per se
nicht nur auf die Analyse der intrinsischen Konnektivitit corticaler Areale
beschrinkt, wie sie etwa in den Arbeiten von Schubert et al. (2001; 2003;
2006); Shepherd et al. (2003); Brivanlou et al. (2004); Jin et al. (2006)
und Bendels et al. (2008a) anzutreffen ist. Auch die intranucleire Konnek-
tivitat subcorticaler Kerngruppen, wie die des Colliculus superior (Pettit
et al., 1999), des Ncl. suprachiasmaticus (Strecker et al., 1997) oder auch
des Ncl. reticularis thalami (Lam et al., 2006) kann photostimulatorisch
dargestellt werden. Unter der Voraussetzung einer fasererhaltenden Pripa-
ration ist gleichermafen auch die Analyse rdumlich ausgedehnter Projek-
tionssysteme moglich, wie z.B. des Tractus olfactorius, der olfactorischen
Projektion vom Bulbus olfactorius in die priméren olfactorischen Cortices.

Es sei vermerkt, dass die Grundidee der Photostimulation, die schal-
terartige, raumlich und zeitlich begrenzte photoenergetische Aktivierung
eines Molekiils fiir eine Vielzahl anderer Fragestellungen nutzbar ist - z.B.
zur Charakterisierung der dendritischen Rezeptorbestiickung (Dodt et al.,
1998). Eine ausfiihrlichere Diskussion hierzu findet sich in Bendels (2007a).

1.2 Konzeptionelle Schwichen der Photostimulation

Ungeachtet ihrer methodischen Stiarke haftet der Scanning Photostimu-
lation ein wichtiger konzeptioneller Nachteil an, der unmittelbar mit der
Art der Lichtapplikation und damit eng mit dem experimentellen Design
des Setups verkniipft ist:

Im iiberwiegenden Teil der Fille wird die Lichtapplikation mit sogen-
nannten 1-Photonen-Systemen bewerkstelligt. In derartigen Mikroskop-
systemen nutzt man das vorhandene Objektiv, um im umgekehrten Licht-
weg den stimulierenden Lichtstrahl im Pridparat zu focussieren resp. zu

positionieren. Ein derartiges Vorgehen ist aufgrund der nachtriglichen
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Integrierbarkeit in existierende Mikroskopsysteme und der einfachen Re-
positionierung des Lichtstrahls flexibel und kosteneffizient, exemplarisch

verweisen wir auf unser Setup, dargestellt in Abbildung 1.3.

PC

Cameras _ Camera- _ DVI-Out__ DVI-

Unknown Format  Interface Monitor =~ Grabber

> Frame-Grabber

CCIR/PAL

Mechanical _ 0.
Shutter Digital Out PCI-l/O-Card

Dichroic
Mirror

XYZ-Stage
controlled
by servo motors Serial/USB Com

Serial/USB Port

Recording_ = PCI-/O-Card
electrode Analog In

Abbildung 1.3: Setup and Kommunikationsdesign. Das Setup (links) wird iiber einen
Personal-Computer (rechts) gesteuert. Der von einem Laser generierte Lichtstrahl wird
iiber ein flexibles Fiberglaskabel in die Mikroskopoptik geleitet, dort iiber einen Kalt-
lichtspiegel in den Lichtweg des Mikroskops reflektiert und anschlieflend mithilfe des
Objektivs fokussiert. Der Lichtzugang zum Priparat wird {iber ein externes mechani-
sches Shuttersystem kontrolliert, welches iiber eine rechnerinterne PCI-I/O-Karte ge-
steuert wird. Die Mikroskopoptik und damit auch der Laserspot werden {iber einen mo-
torisierten XYZ-Verschiebetisch gesteuert. Die stérempfindliche Messapparatur kann
somit unbeweglich verharren. Die wechselseitige Kommunikation zwischen XYZ-Tisch
und Computer geschieht iiber die Serial- alternativ iiber die USB-Schnittstelle. Das
analoge Signal der Aufnahmeelektrode wird tiber eine PCI-I/O-Karte punktspezifisch
digitalisiert. Zur optischen Kontrolle des Experiments koénnen unterschiedliche Ka-
merasysteme kombiniert werden. Deren Ausgangssignal wird dabei entweder von ei-
ner Framegrabber-Karte direkt eingelesen (CCIR/PAL-Format), alternativ - bei ei-
nem unbekannten Datenformat - iber den Umweg der Digitalisierung des gesplitteten
Monitor-Out-Signals dem Steuerprogramm zugefiihrt (DVI-Format); in modifizierter
Form aus Bendels et al. (2008a) entnommen.

Im Gegensatz zu 2-Photonensystemen, die eine kugelférmige Aktivie-
rungsregion in der Tiefe des Schnittes besitzen und damit zur gezielten Ak-
tivierung einzelner Neurone genutzt werden konnen (Shoham et al., 2005),
entsteht durch die einfache Focussierung des Lichtstrahls ein doppelkegel-
formiges Raumvolumen mit einer groferer Lichtstreuung und damit einer
deutlich geringeren rdumlichen Prizision; vgl. Abbildung 1.4.

Insgesamt ist damit eine zuverldssige und robuste Aktivitatskontrolle
der potentiell prasynaptischen Neurone im und in naher Umgebung des

Lichtkegels nicht zu gewahrleisten.
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A 1-Photonen B  2-Photonen
Hohe NA Niedrige NA

Abbildung 1.4: Vergleichende Darstellung der Lichtintensitatsverteilung in 1- und 2-
Photonen-Systemen. (A) In 1-Photonen-Systemen findet sich eine doppelkegel-férmige
Verteilung der Lichtintensitit mit einem Maximum auf Héhe der Brennpunktebene. Der
entstehende Intensititsgradient ist umso grofer, je niedriger die numerische Appertur
des Objektives ist. Die natiirliche Streuung des Lichtes im lebenden Gewebe und die
rasche Diffussion des aktivierten Transmitters verschlechtern die rdumliche Genauigkeit
der Zellaktivierung. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass Konnektivitéitsanalysen
fiir gewohnlich in einer tiefen Ebene des Schnittpriparates angefertigt werden (nach
einer Abbildung aus Koetter et al. (2005)). (B) Grundlage des 2-Photonen-Verfahrens
ist die Verwendung niedrig-energetischer Photonen aus dem Infrarot-Bereich, die auf-
grund ihres niedrigen Energiegehaltes das Gewebe ohne Induktion thermischer Schiden
und nur gering gestreut durchwandern kénnen. Zur photolytischen Aktivierung miissen
nun jedoch zwei niedrigenergetische Photonen nahezu simultan auf eine Caging-Gruppe
treffen. Dies passiert aus statistischen Griinden nur im innersten Bereich des Lichtke-
gels auf Hohe der Focussierungsebene. Die rdumliche Auflésung der Stimulation kann
hierdurch - vor allem in der Tiefe des Préparates - deutlich erhoht werden.

Dies hat fiir die Acquisation, Analyse und Interpretation der Daten

wichtige Konsequenzen:

1.2.1 Hotspot-Soma-Relation

Zum einen kann es zu einer unerwiinschten iiberschwelligen direkten Ak-
tivierung eines Neurons kommen, auch wenn dessen Soma weit ausserhalb
des Lichtkegels liegt. Dies vollzieht sich iiber die Stimulation jener mit-
unter weit verzweigten dendritischen Areale, die in Beriihrung mit dem
Freisetzungsvolumen des Transmitters kommen und die aufgrund ihrer
biophysikalischen Eigenschaften (u.a. der Rezeptorbestiickung) in der La-
ge sind, das Neuron iiberschwellig zu aktivieren (Hotspots).

Diese offensichtliche Verletzung der experimentellen Grundannahme,
vom Ort der Stimulation auf die Lokalitdt des prasynaptischen Zellso-

mas schliefsen zu konnen, kann ohne den Einsatz zuséitzlicher, methodisch
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anspruchsvoller Verfahren (vgl. hierzu Nikolenko et al. (2007)) nicht re-
stauriert werden.

Vielmehr ist es notwendig, mithilfe initialer Kalibrationsexperimen-
te fiir jeden potentiell priasynaptischen Zelltyp eine rdumliche Hotspot-
Soma-Relation als Funktion der applizierten Lichtenergie statistisch ab-
zuschétzen. Neben der so gewonnenen rdumlichen Auflésung des Gesamt-
systems (meist finden sich rund 75% der evozierten Aktionspotentiale in-
nerhalb einer perisomatischen Umgebung von 75-150 um), erfasst man so
zusitzlich das Erregbarkeitsniveau des jeweiligen Zelltyps in Form einer
durchschnittlichen Anzahl von evozierten Aktionspotentialen; vgl. Abbil-
dung 1.5.
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Abbildung 1.5: Photo-induziertes direktes Aktivierungsprofil. (A) Charakterisierung
des photo-induzierten Aktivierungsprofils einer current-clamped Sternzelle des MEC
als Funktion der Laserspot-Position relativ zum Zellsoma. Die Stimulation erfolgt an-
hand eines hexagonalen Punktrasters (Gridsize ~ 30 pm). Die punktspezifische zeit-
liche Entwicklung des Membranpotentials ist in topographischer Ordnung abgebildet.
Uberschwellige Aktivierungen werden hauptséichlich perisomatisch evoziert. (B) Wie
in (A), nur mit einer Stimulationsenergie von Eyim=2 . Alle in (A) identifizierten
Hotspots zeigen ein hoheres Aktivierungslevel, und vormals grenzwertig unterschwelli-
ge Aktivierungen sind nun {iberschwellig. (C) Die kumulative Spike-Count-Verteilung
als Funktion der Entfernung vom Stimulationspunkt. Der kritische Wert d* definiert
jene Entfernung vom Soma, in welcher 75 % aller Spikes hervorgerufen werden. (D)
Spike-Count-Verteilung als Funktion der Distanz fiir beide exzitatorischen Zelltypen
separiert und vereint betrachtet, bei einer Laserenergy von Egiip,=1; in modifizierter
Form aus Bendels et al. (2008a) entnommen.
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Eine valide Aussage betreffend der Konnektivitit ist nur dann zulés-
sig, wenn alle ortsstdndigen, potentiell prasynaptischen Neurone dhnliche

Aktivierungseigenschaften besitzen.

1.2.2 Spontane synaptische Hintergrundaktivitit

Zum anderen und als ebenso kritisch stellt sich die Herausforderung dar,
die photoinduzierten postsynaptischen Signale am Zielneuron zu identi-
fizieren. Da die iiberschwellige Aktivierung prasynaptischer Zellen nicht
prazise in ihrem Zeitverlauf dokumentierbar ist, kann ihre Identifikation
an der Zielzelle z.B. durch die Anwendung einer Kreuzkorrelation (Zeiten
der Aktionspotentiale gegen jene der postsynaptischen Signale) nicht er-
folgen. Dies ist von grofer Relevanz, da ein Einzelneuron - eingebettet in
corticale Mikroschaltkreise - einer systemimmanenten spontanen synapti-
schen Hintergrundaktivitit ausgesetzt ist. Diese findet ihre iiberwiegende
Ursache in der intrinsischen corticalen Dynamik (MacLean et al., 2005)
und wird mit Fortgang des Experimentes durch die groftvolumige pho-
tolytische Transmitter-Aktivierung bei gleichzeitiger Reduktion intakter
inhibitorischer Interneurone noch weiter verstirkt. In Abhéngigkeit der
untersuchten Hirnregion, des spezifischen Zelltyps und anderer peristati-
scher Faktoren wie z.B. der Qualitit des Schnittpréparates (insbesondere:
Intaktheit der Neurone) variiert diese in einem Bereich von 2 Hz bis 10
Hz. Dies ist umso gravierender, als dass per definitionem zahlenméfig
nur ein photoinduziertes postsynaptisches Signal ausreichend ist, um die
iiberschwellige Aktivierung eines prasynaptischen Neurons und damit eine
funktionell relevante Verbindung zu dokumentieren. Bei einer Abtastfre-
quenz von rund 0.5-1 Punkten/s wird offensichtlich, dass die eigentliche
Information iiber die afferente Konnektivitédt eines Neurons in einem nur
ungiinstigen Signal-Rausch-Verhiltnis vorliegt.

Dieses Problem wurde von einigen Autoren auf dem Gebiet der Photo-
stimulation beschrieben (Callaway, 2002; Shepherd et al., 2003; Schubert
et al., 2003) und diverse Losungsansitze zur Vermeidung bzw. nachtrég-

lichen Korrektur der Spontanaktivitat vorgeschlagen:

Reduktion der Spontanaktivitit Die naheliegendste Option einer Un-
terdriickung der Spontanaktivitit z.B. durch die Verwendung speziell an-

gepasster Nahrlosungen, etwa durch den Zusatz hherkonzentrierter divalen-
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ter Kationen wie Ca?" und Mg?", fiihrte nur in vereinzelten Berichten zu

einer messbaren Reduktion der Spontanaktivitit (Shepherd et al., 2003).

Clustering der synaptischen Signale Auch die Idee einer algorithmi-
schen Trennung von spontanen und photoinduzierten PSCs anhand ih-
rer biophysikalischen Kennwerte zeigte sich in eigenen Arbeiten als nicht
durchfiithrbar. Diese Nicht-Trennbarkeit liegt in der Tatsache begriindet,
dass das Auftreten spontaner PSCs nicht auf einen synaptischen Unter-

gruppentyp beschriankt bleibt.

Punktspezifische Normierung Ein oft gewéhlter Ansatz besteht in der
punktspezifischen Normierung des Messsignals durch Subtraktion der durch-
schnittlichen Spontanaktivitét (Schubert et al., 2003; Bendels et al., 2008a).
Eine wichtige Voraussetzung hierfiir ist das Vorliegen eines kontinuierli-
chen Mafses zur Beschreibung der punktspezifischen synaptischen Kon-
nektivitit, meist in Form eines Summenwertes (Amplituden, Integral des
Stromflusses um seinen Mittelwert). Es zeigt sich jedoch, dass dieses Vor-
gehen de facto lediglich zu einer rdumlichen Schirfung (Absenkung des
Profils) der priasynaptischen Ursprungsareale und damit zur Identifikation
iiberdurchschnittlich stark ausgeprigter synaptischer Verbindungen fiihrt;
vgl. Abbildung 1.6.
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Abbildung 1.6: Subtraktion der Hintergrundaktivitit. (A) Topographische Darstel-
lung des photoinduzierten synaptischen Compound-Signals; das Soma des Zielneurons
ist durch einen blauen Kreis dargestellt. (B) Zur Korrektur der Spontanaktivitét findet
eine punktspezifische Subtraktion der Spontanaktivitit statt. Insgesamt fithrt dies zu
einer Absenkung des Aktivitétsprofils mit dem Verschwinden vereinzelter schwacher
synaptischer Signale im Sinne einer Profilschirfung (aus Bendels et al. (2008a)).
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Trial-Average FEin hierzu alternativer Weg ist die punktspezifische Mit-
telwertbildung iiber mehrere Stimulationsdurchldufe, der sogenannte Trial-
Average (Callaway, 2002): Hinsichtlich der Durchfiihrung des Experimen-
tes gilt, dass sowohl die Neurotoxizitdat von Licht und aktiviertem Trans-
mitter als auch die oftmals photoinduzierte, verzogert-einsetzende lokale
Inhibition eine zeitlich unmittelbare Restimulation nicht erlauben, sondern
vielmehr ein pausierendes Zeitinterall zwischen zwei ortsgleichen Stimula-
tionen erforderlich machen. Dessen Dauer richtet sich u.a. nach der Menge

der Transmitterfreisetzung und der Grofe des aktivierten Raumvolumens.

Konsequenterweise setzt die Anwendung eines punktspezifischen Trial-
Average-Wertes ein experimentelles System voraus, welches die Fahigkeit
zur raumlich-exakten Abtastung der Untersuchungsregion besitzt. Doch
selbst unter Gewéhrleistung dieser Anforderungen ist die Durchfiihrung
dessen aufgrund der zeitkritischen Situation wéihrend der Experimente in
der Praxis nur bedingt realisierbar, kann ein Stimulationsdurchlauf bei
einer Interstimuluszeit von rund 2 s in Abhéngigkeit der Grofe des zu un-
tersuchenden Areals leicht 30-40 Minuten in Anspruch nehmen. Abgesehen
von zeitlichen Nicht-Stationaritdten in der Slice-Beschaffenheit ist davon
auszugehen, dass in der iiberwiegenden Anzahl der Fille, vor Beendigung

des zweiten Durchlaufs, der Messkontakt zur Zelle verloren gegangen ist.

Weiterhin problematisch ist die unter Verwendung eines inaktivierten
Transmitters schwierige und unsichere Kontrolle der potentiell prasynap-
tischen Zellen; zwar zeigen die direkten Kalibrationsexperimente eine re-
liable und gut reproduzierbare Aktivierung (vgl. Abbildung 1.7a), jedoch
kann héufig der Mechanismus der AP-Generierung - ohne den Einsatz
spezieller Methoden wie der Optogenetik mit Expression von light-gated
Tonenkanile - nicht sicher kontrolliert werden. Insgesamt ist also keine hin-
reichend exakte Reproduzierbarkeit der Versuchsdurchliaufe zu gewéhrleis-

ten.

Ein letzter Ansatz schliefslich ignoriert auf der Basis einer kontinuierlichen
Quantisierung die Spontanaktivitdt. Man argumentiert, dass der Anteil
der Spontanaktivitdt an der Karte insgesamt als gering einzuschétzen ist.
Offensichtlich werden aber durch dieses Vorgehen nur jene Areale relia-
bel detektiert, die zu einer deutlichen indirekten Aktivierung der Zielzelle

fithren, also konkret durch multiple Spikes eines Neurons oder singulére
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Aktionspotentiale mehrerer simultan aktivierter priasynaptischer Neuro-
ne. Dieses Verfahren verstofit jedoch konzeptionell gegen die Regel, dass
ein einzelnes postsynaptisches Signal ein ausreichender Indikator fiir die

Aktivierung eines prasynaptischen Neurons ist.

1.2.3 Reproduzierbarkeit der Aktivierung

Wie eigene Vorarbeiten zeigen (Bendels et al., 2008a), ist die Identifikation
prasynaptischer Zellen aufgrund des niedrigen Signal-Rausch-Abstandes -
ungeachtet verschiedener z.T. kombinierter Korrekturmafnahmen - nicht
ohne weiteres moglich. Evident wird dies bei Wiederholungsmessungen
desselben Areals, die, im Gegensatz zur direkten Aktivierung, ein sehr
hohes Maf an Variabilitdt aufweisen; vgl. Abbildung 1.7.

A Direct — Trial 1 Direct — Trial 2 C Excitatory: Mean and CV

B Excitatory — Trial 1

@ ROV S L
01>CVs2
02>CVs3
°©3>CVs4
° 4>CV<5
= 5>CV<6

20 _-120p -10 -30 -50pA

Abbildung 1.7: Reproduzierbarkeit der Aktivierung. (A) Direkte Aktivierung einer
Sternzelle des MECs (Soma als blauer Kreis) als Funktion des Stimulationspunktes
dargestellt fiir zwei von vier Versuchen mit identischem Stimulationsablauf. Das di-
rekte Aktivierungsprofil ist fiir beide Versuche beinahe identisch in Amplitude und
raumlicher Ausdehnung. (B) Die gleiche Darstellung wie in (A) fiir das excitatorische
indirekte Compound-Signal, welches eine grofere Intertrial-Variabilitdt aufweist. (C)
Topographische Darstellung fiir Mittelwert und Variationskoeffizient (CV) des punkt-
spezifischen excitatorischen indirekten Compound-Signals gemittelt iiber alle Versuche
(niriars = 4. Die Groe von Mittelwert und CV werden durch Farbe und Radius des
korrespondierenden Stimulationspunktes reprisentiert. Signale mit grofen Amplitu-
den besitzen meist eine niedrige Intertrial-Variabilitit (=grofser Radius); aus Bendels
(2008b) entnommen.

Diese Intertrial-Variabilitit ist derart hoch (Korrelation von 0.3), dass
es berechtigt erscheint, die Frage nach der grundsétzlichen Einsetzbarkeit
der Methode kritisch zu diskutieren. De facto erlaubt das bisherige Vor-

gehen in der Analyse der Daten - gerade in Hirnregionen mit einer hohen
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Spontanaktivitit - lediglich eine valide Aussage iiber die Existenz und Po-
laritédt (exzitatorisch vs. inhibitorisch) der Verbindungen, weiterfiihrende
quantitative Aussagen z.B. iiber die regionale Verteilung der Afferenzen
erweisen sich jedoch - streng genommen - als nicht zulassig.

Als ausgewiesener Schwachpunkt lésst sich in allen bisherigen Arbeiten
die Datenanalyse identifizieren. Sie bleibt auf eine Single-Point-Analyse
beschrénkt, d.h. die Analyse endet mit der punktspezifischen Quantifi-
zierung des stark rauschbehafteten synaptischen Eingangs, z.B. in Form
des synaptischen Summenpotentials (Compound-PSC). Eine weitergehen-
de rdumliche Interpretation der Daten, mit dem Ziel der Extraktion der
realen Konnektivitdtsverhéltnisse, wird jedoch nicht vorgenommen.

Doch, auf welcher Basis konnte eine wie auch immer geartete raumliche
Interpretation erfolgen?

Hierzu hilft der Blick auf die Kalibrationsexperimente der préasynapti-
schen Zelle: Diese zeigen, dass Hotspots, also jene dendritischen Punkte,
von denen eine iiberschwellige Aktivierung induzierbar ist, meist in einer
bestimmten raumlichen Beziehung zueinander stehen (Hotspot-Aggregate),
z.B. perisomatisch an den proximalen Dendriten.

Aufbauend auf dieser Beobachtung wird im folgenden ein neuartiger
Algorithmus zur reliablen Detektion priasynaptischer Neurone aus Scanning-

Photostimulations-Daten vorgestellt.

1.3 Der Detektionsalgorithmus

Auf Basis einer amplitudenfreien, bindren Afferenzkarte, die die Existenz
photoinduzierter Potentiale dokumentiert, identifiziert der Algorithmus
all jene Regionen, in denen mit hoher statistischer Signifikanz mindestens
ein prasynaptisches Soma lokalisiert ist (sogenannte Hit-Points). In einem
zweiten Schritt wird, ausgehend von den Hit-Points und unter Zuhilfenah-
me der direkten Kalibrationskerne, die Anzahl prasynaptischer Neurone
geschitzt. Das Besondere an dem Algorithmus ist die Tatsache, dass er
auf Basis eines Single-Trial-Ansatzes reliable Ergebnisse liefert, d.h. ei-
ne Mittelwertbildung {iber mehrere Versuche ist nicht erforderlich. Dies
stellt eine wichtige Zeitersparnis dar und ermdglicht so die Analyse grofs-
flachiger Areale. Die Reliabilitdt der Detektion wird durch die Analyse der
Intertrial-Variabilitdt und durch TTX-Experimente (Blockade der synap-



1.3. DER DETEKTIONSALGORITHMUS 13

tischen Transmission) aufgezeigt. Als Proof-of-Methods wird der Algorith-

mus exemplarisch auf die Sternzelle des entorhinalen Cortex angewandt.

Der nun folgende wissenschaftliche Artikel, im Oktober 2010 im Journal
of Neuroscience Methods verdffentlicht, wird aufzeigen, dass ungeachtet
eines niedrigen Signal-Rausch-Abstandes der punktspezifischen Messwerte
durch Einsatz des neuen Algorithmus auch in einem 1-Photonen-System
reliable, d.h reproduzierbare afferente Innervationskarten generiert werden

konnen.
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Kapitel 2

Detection of input sites in
scanning photostimulation data

based on spatial correlations

Aus Griinden des Urheberrechtsschutzes kann die Veroffentlichung des wis-
senschaftlichen Artikels an dieser Stelle nicht erfolgen; es wird auf die Ori-

ginalquelle verwiesen:
Bendels MH, Beed P, Schmitz D, Johenning FW, Leibold C. (2010). De-
tection of input sites in scanning photostimulation data based on spatial

correlations. Journal of Neuroscience Methods, 192, 286-295.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20705098
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Kapitel 3
Konnektivitatsanalyse im MEC

3.1 Ubersicht

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein neuartiges Verfahren zur algorithmi-
schen Detektion prasynaptischer Neurone aus Photostimulations-Daten
vorgestellt. Im folgenden werden diese methodischen Erkenntnisse ausge-
nutzt, um die funktionelle Einbettung der Schicht-II/III-Hauptzellen des
medialen entorhinalen Cortex (MEC) zu bestimmen. Konkret wird nach
einer einfiihrenden Vorstellung des entorhinalen Cortex die intra- und in-
terlaminédre Konnektivitdt der Sternzellen (ausschlieflich in Schicht II lo-

kalisiert) und der Pyramidenzellen in den Schichten IT und IIT ermittelt.

3.2 Der Entorhinale Cortex (EC)

3.2.1 Allgemein

Der entorhinale Cortex (EC) liegt im basalen medialen Temporallappen
und wird cytoarchitektonisch und funktionell der parahippocampalen Re-
gion zugeordnet. In seiner topographischen Ausdehung entspricht er den
Hirnarealen 28 und 34 nach Brodmann, beim Menschen besitzt er in seiner
rostro-caudalen Ausdehung eine Linge von rund 2.6 cm. Sein Name lei-
tet sich von den Begriffen entos (=innerhalb) und rhinal (= zum Riechen
gehorend) ab; hiermit wird die rdumliche Einbettung des EC in die an-
grenzenden paldocorticalen olfactorischen Cortices beschrieben. Konkret

wird er ventral von der Fissura rhinalis, dorsal vom peri- und postrhinalen

27
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Cortex und medial vom piriformen Cortex topographisch begrenzt (Canto
et al., 2008; Amaral & Witter, 1989).

Eine besondere funktionelle Beziehung besitzt der EC zu der sich an-
schlieffenden Hippocampusformation, bestehend aus Gyrus dentatus, Cor-
nu ammonis (CA) und Subiculum. So stellt er die Haupteingangsstruktur
fiir die Hippocampusformation dar und empfiangt gleichermafen einen Teil
der hippocampalen Ausgangsinformation.

Aufgrund einer Vielzahl reziproker Verkniipfungen, die der EC zusétz-
lich mit corticalen (bevorzugt mit assoziativen Cortices) und subcorticalen
Strukturen unterhilt, fungiert er damit insgesamt als vermittelnde Uber-
gangsstruktur (Interface), die corticale und subcorticale temporo-spatiale
Erregungsmuster zusammenfiihrt, in die Hippocampus-Formation propa-
giert und einen Teil der hippocampal generierten Ausgangssmuster an die
Ursprungsareale topographisch geordnet zuriicksendet (Fell et al., 2001).

Damit ist der EC funktionell in das hippocampale System zur Etablie-
rung des corticalen Kurz- und Langzeitgedédchtnisses eingebettet; seine
beidseitige Lésion, z.B. im Rahmen eines M.Alzheimer (Berlit, 2006) oder
einer fortgeschrittenen Temporallappenepilepsie (Loiseau et al., 1983), fiihrt

klinisch zu einer anterograden Amnesie.

3.2.2 Histologie

Im Einklang mit dieser hodologisch-funktionell begriindeten Vermittler-
rolle besitzt der EC histologisch eine mesocorticale Lamination; zeigt al-
so auch histologisch ein Ubergangsbild zwischem dem Grundaufbau des
sechsschichtigen Iso- und dem dreischichtigen hippocampalen Allocortex.

So besitzt der EC zwar feinstrukturell einen sechsschichtigen Aufbau,
jedoch sind die Schichten I und IV zellfrei; letztgenannte Schicht triagt den
Namen Lamina dissecans: sie ist besonders im medialen EC gut ausgebil-
det und trennt die oberflachlichen (II und III) von den tiefen (V und VI)
Zellschichten.

Lediglich die zweite Zellschicht beherbergt zwei morphologisch unter-
scheidbare excitatorische Zelltypen: die Stern- und Pyramidenzellen (L-
II-Pyramidenzellen). In den iibrigen Zellschichten (III, V und VI) finden
sich ausschliefslich Pyramidenzellen in unterschiedlicher Grofe. Aufgrund
ihrer rdumlich recht konstanten Stratifizierung differenziert man inner-
halb der Zellschicht V ergénzend zwei weitere Schichten, die Schicht Lba
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(mittelgroke Pyramidenzellen) und die Zellschichten L5b/c (kleine Pyra-
midenzellen) (Canto et al., 2008).

Die Aktivitdt der excitatorischen Hauptzellen wird durch eine grofe
Anzahl variantenreich konfigurierter inhibitorischer Interneurone kontrol-
liert (Kumar et al., 2007; Johnston & Amaral, 2004).

3.2.3 Regionale Aufteilung

Konnektivitdtsanalysen und cytoarchitektonische Analysen fithrten unab-
héngig voneinander zu einer topographischen Grobunterteilung des EC
in einen medialen und lateralen Anteil (MEC und LEC). Topographisch
umfasst der LEC - der eine diinnere Schicht-II mit einer sehr ausgeprég-
ten zellnesterartigen Anordnung der Hauptzellen, der sogennanten Clus-
ter bzw. Patches (Abbildung 3.1, Burgalossi et al. (2011); Beall & Lewis
(1992)) und einer nur angedeuteten Ausprigung der Lamina dissecans auf-
weist - die rostrolateralen Bereiche des EC, wihrend der MEC die caudo-
medialen Abschnitte repréisentiert (Insausti et al., 1997; Dolorfo & Amaral,
1998b).

Alternative Systematisierungen fiihrten, in Abhéngigkeit der gewé&hl-
ten Methodenkombination, zu einer wesentlich detaillierten Parzellierung
des EC’s: Beall & Lewis (1992) gelang es, durch die kombinierte Analyse
der Afferenzen des EC und der morphologischen und chemischen Charak-
teristika seiner ortsstindigen Neurone, fiinf Unterregion zu identifizieren
(olfactorisches Feld, rostrales Feld, intermedidres Feld, kaudales Feld und
kaudal-begrenzendes Feld). Eine rein auf Konnektivititsanalysen mittels
retro- und anterograden Tracing-Methoden aufbauenden Einteilung for-

derte hingegen sechs abgrenzbare Regionen zutage (Insausti et al., 1997).

Da der EC - wie im folgenden dargestellt - mit den unterschiedlichsten
corticalen und subcorticalen Strukturen reziprok interagiert, iiberrascht
seine regionale Spezialisierung mit Ausbildung morphologisch-abgrenzbarer
Zellzusammenschliisse in den oberflichlichen Schichten nicht: Sie schei-
nen das Resultat einer an den jeweiligen Modus operandi der reziprok-
verkniipften Kontaktregion ausgerichteten biophysikalisch-morphologischen
Anpassung, und damit das morphologische Korrelat von parallel in den In-

formationsfluss eingebetteten Funktionsmodulen.
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Abbildung 3.1: Histologische MEC-Organisation. (A) Die Nissl-Férbung zeigt deutlich
eine rdumliche Aggregation der ortsstdndigen Nervenzellkdrper in Schicht-11; es entste-
hen Zellnester (Cluster, Patches). Die Lamina dissecans (Schicht IV) ist - charakteris-
tisch fiir den medialen Anteil des ECs - deutlich ausgeprégt. (B) Die Neurofilament-
Protein-Immunreaktion (NFP-IR) weist eine deutliche Reaktivitét in den Schichten IT
und V auf und bestétigt gleichermafien die Existenz hodologischer Funktionseinheiten
in der Schicht-II. WM = weisse Substanz, aus Beall & Lewis (1992).

3.2.4 Extrinsische Konnektivitit

Die extrinsische Konnektivitit des EC ist durch eine nahezu durchgingige
Reziprozitat mit vielen corticalen (so u.a. zu allen assoziativen Cortexa-
realen) und subcorticalen Regionen charakterisiert. Man schétzt, dass 20-
30% der afferenten Verbindungen, die insgesamt gegeniiber den efferenten
Verbindungen stirker ausgebildet sind, einen corticalen, die {ibrigen einen
subcorticalen Urspung haben (Kerr et al., 2007).

Unabhéngig von seiner Parzellierung unterhélt der gesamte EC inten-
sive reziproke Verkniipfungen mit dem piriformen Cortex. Wihrend der
LEC jedoch zusétzlich mit der Inselregion und frontalen Cortexarealen
interagiert (Burwell & Amaral, 1998), besitzt der MEC ausgeprégte Ver-
bindungen zu parieto-occipitalen Cortexarealen und dem Cingulum (Kerr
et al., 2007). Subcortical steht der gesamte EC afferent mit dem dorsalen

Thalamus und der Area tegmentalis ventralis, reziprok mit der Amygdala
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und schlieflich rein efferent mit dem Nel. accumbens in Verbindung (Finch
et al., 1995); vgl. Abbildung 3.2.

Hieraus ist ersichtlich, dass auf den EC insgesamt ein polymodaler
Eingang, bestehend aus sensorischer, motorischer, vegetativer und emo-

tionaler Information, konvergiert (Amaral & Witter, 1989).

Cortex frontalis et Hippocampus  Cortex parietooccipitalis
insularis Cortex piriformis Cingulum

~. 1.7

LEC MEC
\ Amygdala /
Ncl. accumbens

Thalamus dorsalis
Area tegmentalis ventralis

Abbildung 3.2: Extrinsische Konnektivitdt des EC. Schematische Darstellung der
wichtigsten Verbindungen zwischen EC, unterteilt in LEC und MEC, und corticaler
(oben) bzw. subcorticaler (unten) Strukturen.

In seiner Funktion als wichtigste Eingangsstruktur der Hippocampus-
Formation propagiert der EC diese bevorzugt in den superficialen Schich-
ten des EC einlaufenden polymodalen Afferenzen in Form des Tractus
perforans an die Hippocampus-Region weiter. Der iiberwiegend glutama-
terge Tractus perforans stellt die wichtigste hippocampale Afferenz dar;
er durchdringt (’perforans’) das Subiculum und bildet am Gyrus den-
tatus und im Cornu ammonis synpatische Kontakte aus (Witter et al.,
2000). Dabei enden die Efferenzen aus den Schicht-II-Hauptzellen vor-
nehmlich an den Koérnerzellen des Gyrus dentatus (rund 70% der insgesamt
3600-5600 Synapsen; Patton & McNaughton (1995)) und an den CA3-
Pyramidenzellen, wihrend die Axone aus den Schicht-III-Pyramidenzellen
bevorzugt in die CA1-Region und das Subiculum projizieren. Neuere Stu-
dien belegen, dass die Integration der entorhinalen Afferenzen an der Kor-
nerzelle unabhingig von der eigentlichen dendritischen Lokalitdt der Syn-

apse ist; verantwortlich hierfiir sind nicht-lineare Attenuierungs- und Aug-
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mentierungsprozesse (Krueppel et al., 2011) entlang der gleichermaken
langen wie diinnen dendritischen Ausldufer, die so charakterisierend fiir
die Morphologie der Kornerzelle sind (Amaral et al., 2007).

Die quantitative Bedeutung des Tractus perforans fiir die Hippocampus-
Formation wird bei seiner isolierten Lision ersichtlich: der Verlust der
entorhinalen Fasern im Zuge der sekundéiren Waller’schen Degeneration
fiihrt an den hippocampalen Zielregionen zu einer Reduktion der Synap-
sen um bis zu 90% (Bergmann et al., 1997; Schmadel, 2004).

Der Tractus perforans reprisentiert den ersten Abschnitt des rein exzi-
tatorischen trisynaptischen (para)hippocampalen Schaltkreises, der seine
Fortsetzung in den Axonen der Kornerzellen des Gyrus dentatus findet;
diese terminieren als Moosfasern an den proximalen Dendriten der Py-
ramidenzellen der CA3-Region (2.Synapse). Ein Teil der von dort aus-
gehenden axonalen Fortsidtze endet als Schaffer-Kolleralen an den CAl-
Pyramidenzellen (3.Synapse), deren Aktivitit iiber das Subiculum in die

corticalen und subcorticalen Ursprungsgebiete zuriickgefiithrt wird.

Ein Teil des subiculdren und CA1l-Ausgangs gelangt zusitzlich bevor-
zugt in die tiefen Schichten (V/VI) des EC und wird von dort gleicher-
maken an die entsprechenden Ursprungsareale riickverteilt (Kohler, 1985;
van Haeften et al., 1995; Kloosterman et al., 2003b). Insgesamt fiihrt dies
zum Schluf des (sub)cortico-entorhino-hippocampalen Kommunikations-
kreises; vgl. Abbildung 3.3.

Schaffer- CA1

Kollateralen
/ Q\Sj 5C
\g_, DG Tractus perforans

Moosfasern

|

Abbildung 3.3: Riumlich-funktionelle Beziehung von Hippocampusformation und en-
torhinalem Cortex. (A) In diesem Thionin-gefirbten Horizontalschnitt sind der en-
torhinale Cortex (EC) und die Hippocampus-Formation mit Gyrus dentatus (DG),
CA1/3-Regionen und Subicularkomplex bestehend aus Subiculum (S), Para- und Pri-
subiculum (PrS, PaS) gut abgrenzbar; Abbildung aus Amaral & Witter (1989) entnom-
men. (B) Vereinfachende schematische Darstellung der interarealen Konnektivitét.
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3.2.5 Intrinsische Konnektivitit

Interlaminire Konnektivitit

Hinsichtlichlich der intrinsischen Konnektivitit des EC zeigt sich, dass ein
Teil der hippocampalen Ausgangsinformation von den tiefen Schichten
in die oberflichlichen Zellschichten propagiert wird (Kloosterman et al.,
2003a). Diese deutlich ausgeprigte ascendierende interlamindre Projek-
tion wirkt excitatorisch in gleichen Anteilen sowohl auf die inhibitori-
schen Interneurone als auch auf die excitatorischen Hauptzellen (van Haef-
ten et al., 2003): funktionell resultiert insgesamt eine kombinierte Feed-
forward-Inhibition und -Excitation der oberflachlichen Schichten (Kohler,
1986; Dolorfo & Amaral, 1998a;b). Riickprojektionen im Sinne descen-
dierender Verbindungen wurden bisher nicht beschrieben, vielmehr durch-
laufen die axonalen Fortsétze der oberflachlichen Schichten auf ihrem Weg
zu extraentorhinalen Zielen ohne synaptische Kollateralisierung die tiefen
Schichten des EC’s (Kohler, 1986).

Dariiber hinaus existieren anatomische und neurophysiologische Stu-
dien, die auf eine reziproke interlaminire Verkniipfung der Schicht-V-
mit den Schicht-VI-Neuronen und der Schicht-1I- mit den Schicht-III-
Neuronen hinweisen (Canto et al., 2008; Kohler, 1986; Tolner et al., 2005).

Intralaminire Konnektivitit

Antero- und retrograde Tracingstudien zeigen eine ausgepragte intralami-
nire axonale Arborisation mit Ausbildung synaptischer Kontakte in allen
Schichten des EC’s. Hierbei zeigt sich, dass die intralaminire raumliche
Ausdehung in den tieferen Schichten grofer ist (Kohler, 1986). Mithil-
fe elektrophysiologischer Paarableitungen wurde eine Quantisierung der
Verbindungswahrscheinlichkeit zwischen den excitatorischen Hauptzellen
vorgenommen (Dhillon & Jones, 2000): Den hichsten intralaminiren Kon-
nektivitdtsgrad besitzen demnach die Neurone in Schicht-V mit einer Ver-
bindungs-Wahrscheinlichkeit von p=0.115 bei n=89 Paarableitungen. Fiir
die Schicht-III-Neurone wurde ein Konnektivititsgrad von p=0.084 bei
n=202 Paarableitungen ermittelt. Ungeachtet der ausgepriagten axonalen
Arborisation in Schicht II liessen sich bei n=135 Paarableitungen keine
funktionellen Verbindungen nachweisen. Im Gegensatz hierzu dokumen-

tiert eine neuere Studie von Kumar et al. (2007) unter Anwendung der
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Scanning-Photostimulation auch das Vorliegen recurrenter Verbindungen
innerhalb der oberfliachlichen Schichten IT und III.

3.2.6 Fragestellung

Ankniipfend an den bisherigen Wissensstand versucht die nun folgen-
de Untersuchung unter Anwendung der Scanning-Photostimulation die
funktionelle Einbettung der excitatorischen Schicht-II und Schicht-III-
Hauptzellen in das intrinsische Netzwerk des MEC zu charakterisieren.
Dabei beschréankt sich die Analyse regional auf den medialen EC. Es
wird zelltyp-spezifisch das quantitative Verhéltnis der intra- und interla-
mindren monosynaptischen Konnektivitat bestimmt. Weiterhin wird ver-
sucht, die rdumliche Organisation der interlaminéren axonalen Ascension
aus den tiefen Schichten zu verstehen: Lassen sich hodologisch vertikal-
organisierte Module im Sinne isocorticaler Minicolumnen (Mountcastle,
1997) als Korrelat der morphologisch darstellbaren Patches (Burgalossi
et al., 2011; Beall & Lewis, 1992) identifizieren, oder zeigt sich eher ein
raumlich-disseminierter Verbund von Neuronen, wie man sie in paldocorti-

calen Regionen wie dem piriformen Cortex antrifft (Wiegand et al., 2011)7

Der nun folgende Artikel - im Dezember 2010 im Journal Neuron erschie-

nen - versucht eine Antwort auf diese Fragen zu geben.
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Analysis of excitatory
microcircuitry in the medial
entorhinal cortex reveals

cell-type-specific differences

Aus Griinden des Urheberrechtsschutzes kann die Veroffentlichung des wis-
senschaftlichen Artikels an dieser Stelle nicht erfolgen; es wird auf die Ori-

ginalquelle verwiesen:
Beed P*, Bendels MH*, Wiegand H, Leibold C, Johenning FW* Schmitz
D* (2010). Excitatory microcircuitry in the medial entorhinal cortex re-

veals cell-type specific differences. Neuron, Dez 22; 68(6):1059-66

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21172609

35



36 KAPITEL 4. ANALYSIS OF EXCITATORY MICROCIRCUITRY IN THE MEC



37



38KAPITEL 4. ANALYSIS OF EXCITATORY MICROCIRCUITRY IN THE MEC



39



40KAPITEL 4. ANALYSIS OF EXCITATORY MICROCIRCUITRY IN THE MEC



41



42KAPITEL 4. ANALYSIS OF EXCITATORY MICROCIRCUITRY IN THE MEC



43



44KAPITEL 4. ANALYSIS OF EXCITATORY MICROCIRCUITRY IN THE MEC



Kapitel 5

Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Methodik und Anwendung der
Scanning Photostimulation zur Bestimmung der funktionellen Konnekti-

vitat von Nervenzellen in akuten Hirnschnitten.

Basierend auf rdumlichen Korrelationen in der photochemischen Ak-
tivierung eines einzelnen Neurons wurde im ersten Teil der Arbeit ein
Algorithmus zur reliablen Detektion prasynaptischer Neurone in Photo-
stimulationsdaten entwickelt und validiert. Im nachfolgenden zweiten Teil
wurde dieser dazu genutzt, die intrinsischen Verbindungseigenschaften der
excitatorischen Hauptzellen der oberen Schichten des medialen entorhina-
len Cortex (MEC, Schichten II und III) zu bestimmen.

5.1 Algorithmische Detektion

5.1.1 Single-Point- Ansitze

Der Algorithmus zur Detektion prasynaptischer Zellen stellt eine Erwei-
terung bisheriger Single-Point-Ansétze dar: Ein Single-Point-Ansatz ver-
sucht ohne weitere rdumliche Interpretation, die Analyse der Konnektivi-
téit einzig mit der punktspezifischen Quantisierung des stark rauschbehaf-
teten synaptischen Eingangs, z.B. in Form des synaptischen Summenpo-

tentials (Compound-PSC), zu bewerkstelligen.

45
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Vorteile

Die Vorteile eines Single-Point-Ansatzes liegen in seiner intuitiven Anwen-
dung und einfachen Implementation; im einfachsten Fall kann das Integral
iiber den Mittelwert als punktspezifisches Maf dienen (Schubert et al.,
2003). Die amplitudenbasierte Quantisierung erlaubt weiterhin die Cha-
rakterisierung der Stirke der synaptischen Verbindung als Funktion ihres
Ortes.

Nachteile

Ein offensichtlicher Nachteil der Single-Point-Analyse mit ihrem ampli-
tudenkontinuierlichen Maf ist die direkte Abhéngigkeit von den nicht-
stationdren Messparametern (z.B. des Eingangswiderstandes). Auch in-
duzieren prasynaptische Mehrfachentladungen (Doublets/Triplets) einen
deutlichen Bias, der in Wiederholungsmessungen meist nicht sicher repro-
duzierbar ist und zu Schwierigkeiten in der Interpretation der Ergebnisse
fiihrt.

Dariiber hinaus zeigt sich ingesamt, dass die inherente, spontane Hin-
tergrundaktivtitit mit einem Single-point-Ansatz in der Regel nicht be-
herrschbar ist - und dies ungeachtet diverser, z.T. kombinierter Korrek-
turmafknahmen, wie einer versuchten Separation von spontaner und photo-
induzierter Aktivitéit, einer punktspezifischen Normierung des Messsignals,
der Verwendung speziell angepasster Nahrlosungen zur Reduktion der
Spontanaktivitit oder schlieflich der Berechnung eines Trial-Average auf

Basis wiederholter Messungen.

Es zeigt sich, dass ausreichend valide Ergebnisse mit einer Single-Point-
Analyse damit nur fiir den Fall stabiler Messbedingungen und einer nur
sehr niedrigen Hintergrundaktivitit zu erwarten sind. Zu beriicksichtigen
ist jedoch, dass selbst isocorticale Areale, mit einer erfahrungsgemafs nied-
rigeren Hintergrundaktivitdt, Spontanraten von mindestens 1-2 Hz auf-
weisen (Schubert et al., 2003). In den epileptogenen, stark rekurrent ver-
kniipften (para)hippocampalen und paldocorticalen Arealen sind regelhaft

Spontanraten von 5 bis 10 Hz anzutreffen.
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Schitzung der prisynaptischen Zelldichte

Ein wichtiges Kernproblem in der Anwendung eines Single-Point-Verfahrens
bleibt die Schwierigkeit der Interpretation der resultierenden Karten: Diese
illustrieren die aufgrund von Absorptionseffekten nicht-linear superponier-
ten Hotspot-Areale der priasynaptischen Neurone und nicht - wie eigentlich
erwiinscht - deren Somata. Eine Moglichkeit, die prasynaptische Zelldich-
te linear abzuschitzen und damit auch die Lokalitdt der prasynaptischen
Somata zu identifizieren, ist die Deconvolution mit dem durchschnittli-
chen direkten Aktivierungsprofil der Neurone; zur Veranschaulichung des

Prinzips verweisen wir auf Abbildung 5.1.

A B

Abbildung 5.1: Prinzip der linearen Schitzung der prisynaptischen Zelldichte. (A)
Auf einer virtuellen Karte wird durch die randomisierte Verteilung neuronaler Soma-
ta (rote Punkte) eine Zelldichte o (mit der Einheit Zellen/um?) erzeugt. Die Neu-
rone besitzen das unten links dargestellte durchschnittliche rdumliche Aktivierungs-
profil k(x). (B) Die Compound-Current-Density j wird durch die lineare Superpositi-
on j(z) = [dyr(z — y) o(y) modelliert; es entsteht eine Karte, die der rauschfreien
PSC-Compound-Karte realer Kartierungsexperimente entspricht. (C) In einem dritten
Schritt wird - zur Imitation der Spontanaktivitit - punktweise ein Zufallswert linear
superponiert; in diesem Beispiel mit einer resultierenden SNR, von 2.66 dB. (D) Die
Deconvolution mit dem durchschnittlichen Aktivierungsprofil x(x) erlaubt die Schit-
zung der prisynaptischen Zelldichte p und die Identifikation der neuronalen Somata in
Form der Maxima des resultierenden Profils.

Das Verfahren zur linearen Schitzung der prasynaptischen Zelldichte

macht die Definition eines durchschnittlichen direkten Aktivierungspro-
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fils erforderlich. Im Gegensatz zu dem hier vorgestellten Detektionsalgo-
rithmus, der auf Basis eines Testfensters (=perisomatischer Bereich, in
dem statistisch die {iberwiegende Anzahl der Hotspots auftreten) ope-
riert, definiert das Aktivierungsprofil die reale rdumliche Verteilung der
direkten Erregbarkeit der Neurone. Die Schwierigkeit liegt nun darin, ein
durchschnittliches Aktivierungsprofil zu definieren, ungeachtet der z.T.
sehr variablen Profilausprigung unter den verschiedenen Zelltypen (po-
lare vs. radidr-symmetrische Dendritenausprigung), aber auch innerhalb
eines Subtyps (variierende raumliche Verkippung der dendritischen Ebene,
interindividuelle Zellvariabilitit). Es tiberrascht deshalb nicht, dass dieser
Ansatz zur Schétzung der prasynaptischen Zelldichte in eigenen Arbeiten
am MEC mit seinen recht unterschiedlichen Zelltypen keinen signifikanten
Informationsgewinn erbrachte. Eine grofse Unzulidnglichkeit ist die Tatsa-
che, dass das entstehende Zelldichteprofil, wie in Abbildung 5.2 dokumen-
tiert, prasynaptische Somata ausserhalb des Stimulationsareals und damit

u.U. auch ausserhalb des Schnittpraparates ausweist.

Insgesamt bleibt damit die Anwendung aller Single-Point-Ansétze auf
Hirnareale mit einer niedrigen Hintergrundaktivitit beschrénkt; sie er-
laubt eine semiquantitative Analyse der Afferenzen (Polaritéit, Existenz
von Verbindungen). Weiterfiihrende Interpretationen, gerade im Hinblick
auf die Lokalitdt und Anzahl présynaptischer Zellen, sind aus genannten

Griinden in ihrer Aussagekraft sehr eingeschriankt.

Compound Current Density Cell Density

, 250 pm

Abbildung 5.2: Versuch der linearen Schitzung der Zelldichte. (A) Beispiel einer
Compound-Current-Density j und ihrer resultierenden priasynaptischen Zelldichte (B).
Aufgrund der Vielzahl der lokalen Maxima, die z.T. ausserhalb der Schnittebene liegen,
konnen prisynaptische Somata nicht zuverldssig identifiziert werden; in modifizierter
Form aus Bendels et al. (2007b).
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5.1.2 Detektion priasynaptischer Somata unter Ausnutzung raum-

licher Korrelationen

Der hier vorgestellte Detektionsalgorithmus erweitert die bisherigen Single-
Point-Ansétze um die Mdoglichkeit der raumlichen Interpretation der Affe-
renzkarte. Hierdurch gelingt die reliable Detektion prasynaptischer Zellen
ungeachtet einer z.T. sehr hohen synaptischen Hintergrundaktivitit. Da
nur ein PSC pro Stimulationspunkt ein ausreichender Indikator fiir die
iiberschwellige Aktivierung einer priasynaptischen Zelle ist, verwendet der
Algorithmus als primére Eingangsgrofe die bindre Codierung der Afferenz.
Per contructionem wird die algorithmische Detektion hierdurch unabhan-
gig von den zeitlich-variierenden Ableitungsparametern, dem spezifischen
Feuerverhalten prasynaptischer Neurone und, oberhalb einer Minimalam-
plitude, auch von der synaptischen Ubertragungsstirke. Jene Punkte, von
denen im Experiment ein photo-induziertes PSC induzierbar war, heissen
On-Punkte.

Unter Beriicksichtigung der Spontanrate iiberpriift der Algorithmus
fiir jeden Stimulationspunkt die Nullhypothese, dass die Anzahl der On-
Punkte innerhalb des perisomatischen Testfensters rein zufillig generiert
wurde. Dabei dokumentiert die Inspektion der Daten, dass die der Be-
rechnung zugrundegelegte Poisson-Verteilung der Spontanaktivitdt sehr
gut mit der Realitét iibereinstimmt.

Durch dieses Vorgehen lassen sich sogenannte Hit-Punkte identifizie-
ren; diese kennzeichnen jene Punkte, in denen die Nullhypothese widerlegt
wurde, d.h. in denen rein statistisch mindestens ein Soma einer prasynap-
tischen Zelle liegt. Per definitionem kann dabei ein Stimulationspunkt als
Hit-Punkt ausgewiesen werden, obwohl er kein On-Punkt ist, d.h. von ihm
selbst kein photo-induziertes PSC ausgeht. Ubertragen auf die Geometrie
der Zelle entspricht dies einer Transmitter-Sensitivitit, die dendritisch ho-
her ist als unmittelbar am Zellsoma. Es zeigt sich, dass ungeachtet einer
z.T. sehr hohen synaptischen Hintergrundaktivitit die Detektion der Hit-
Punkte zuverlédssig und robust erfolgt. Wahrend die On-Punkt-Karten in
Wiederholungsmessungen lediglich eine lineare Korrelation p,, von nur
rund 0.2 aufweisen, zeigen die resultierenden Hit-Punkt-Karten ein hohes
Maf an Ahnlichkeit (pyi = 0.7).

Ausgehend von den Hit-Punkten wurde nachfolgend unter Zuhilfenah-

me eines Bayes-Schétzers die Anzahl der zugrundeliegenden priasynapti-
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schen Neurone geschitzt. Fiir die Sternzelle des entorhinalen Cortex fand
sich eine intralaminiire Schicht-IT-Konnektivitéit von rund 34 Zellen/mm?.
Aufgrund fehlender Vergleichszahlen ist eine weitergehende Interpretation
dieser prasynaptischen Zelldichte nicht méglich.

Ergidnzend zur intralamindren Analyse der priasynaptischen Zelldichte
sind je nach Fragestellung andere topographische Aufteilungen denkbar,
z.B. eine perisomatische Quadrantenanalyse. Die Moglichkeit zur Reduk-
tion der excitatorischen und inhibitorischen Konnektivitdtsexperimente
auf einen Zahlenwert in Form der Zelldichte setzt den Anwender in die
Lage, simplifizierend unterschiedliche formalpathologische Krankheitsmo-
delle, wie z.B. zur Epilepsie oder Schizophrenie mit gesunden Kontroll-
gruppen zu vergleichen.

Ein besonderer algorithmischer Parameter ist das sogenannte Testfens-
ter; es charakterisiert jene zweidimensionale perisomatische Region, in
der statistisch gesehen, die iiberwiegende Anzahl der direkten APs pho-
tostimulatorisch auslosbar ist. Form und Grofke des Testfensters (Kerne)
gewinnt man durch die direkte Kalibration der ortsstindigen Neurone.
Unseren Untersuchungen haben wir als Testfenster eine perisomatische
Kreisflache mit einem Radius von 90 pm zugrundegelegt. Angepasst an
die zu analysierende Hirnregion kann das Testfenster jedoch individuell in
Form und Ausrichtung (z.B. senkrecht zur Sliceoberfliche) variiert wer-
den. Hierdurch wird es moglich, auch jene Hirnareale zu untersuchen, bei
denen reguldr die Hotspots isoliert an einem apikalen Dendritenabschnitt
liegen; vgl. Abbildung 5.3.

A @ B C i E D
[ ]
Abbildung 5.3: Variation des Testfensters in Form und Ausrichtung. Das Testfenster
charakterisiert jene zweidimensionale perisomatische Region, in der statistisch gesehen,
die iiberwiegende Anzahl der direkten APs ausgelost werden. (A) Kreisflichiges Test-
fenster. Der Mittelpunkt liegt auf dem Soma. Aufgrund der Rotationssymmetrie ist eine
Ausrichtung am Préiparat nicht notwendig. (B) Rechteckiges Testfenster perisomatisch
und oberhalb des Zellsomas, z.B. einem polaren Neuron mit einem apikalen Dendriten
entsprechend. (C) Ahnlich wie in (B) nur mit einer Transmitter-insensitiven Region am
proximalen apikalen Dendriten. (D) Ausrichtung eines rechteckigen Testfensters senk-

recht zur Sliceoberfliche entsprechend der vermuteten Ausrichtung der ortsstindigen
Neurone.
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Nachteile des Detektionsalgorithmus Die Nachteile des Verfahrens sind
eng mit der Definition des durchschnittlichen Testfensters verbunden: Zum
einen miissen Form und Ausrichtung der direkten Aktivierungsprofile al-
ler ortsstdndigen Neuronentypen bekannt sein. Dies stellt jedoch insofern
keine wesentliche Einschriankung fiir die Anwendbarkeit dar, da fiir die
Zukunft zu erwarten ist, dass das Transmitter-spezifische photochemische
Aktivierungsprofil der Neurone zu einem feste Bestandteil ihrer Charakte-
risierung wird (Simonnet et al., in Vorbereitung). Zum anderen muss, trotz
einer mitunter hohen Variabilitdt der Testfenster, ein durchschnittliches
Testfenster approximativ definiert werden.

Unabhéngig des verwendeten Auswertealgorithmus steht die Aussa-
gekraft der Ergebnisse in einem direkten Verhéltnis zur Slicepriaparation,
die moglichst struktur- und faserschonend anzufertigen ist. Die Ergebnisse
bekommen grundsitzlich eine hohere Aussagekraft, wenn ihre Unabhén-
gigkeit von der spezifischen Schnittrichtung dargelegt wird.

Insgesamt ermdglicht der Algorithmus durch die Offenlegung der mo-
nosynaptischen Afferenzen die Analyse der funktionellen Konnektivitét

eines Einzelneurons.

5.2 Konnektivitatsanalyse im MEC

Das entwickelte Gesamtsystem, bestehend aus Scanning Photostimulation
und algorithmischer Detektion, wurde dazu genutzt, die intrinsische Kon-
nektivitit der Sternzelle (in Schicht IT lokalisiert) und der Schicht-1I- und
-ITI-Pyramidenzellen des MECs zu bestimmen.

Ausgehend von der Verteilung der Hit-Punkte, die jene Regionen de-
finieren, in denen mit hoher statistischer Signifikanz mindestens ein pra-
synaptisches Zellsoma liegt, ldsst sich ableiten:

Intralamindre Schicht-II-Verbindungen sind - entgegen dem Paarablei-
tungsbefund von Dhillon & Jones (2000) - eindeutig nachweisbar. Ein
Grund fiir diese offenkundige Diskrepanz zwischen beiden Resultaten konn-
te darin liegen, dass die Paarableitungen nur in der unmittelbaren, kon-
nektionsfreien Umgebung der ersten Zelle etabliert wurden.

Es zeigt sich weiter, dass fiir alle Zelltypen die intralaminéren Afferen-
zen im Vergleich zu den ascendierenden interlaminéren Afferenzen stirker
ausgebildet sind: Konkret haben 84% der Sternzell- und 68% der Schicht-
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[T-Pyramidenzell-Afferenzen einen intralaminiren Ursprung. Die Relation
zwischen der ascendierenden interlaminiiren und der intralaminéren Affe-
renz ist damit bei der Pyramidenzelle signifikant hcher.

Weiterhin ist der Ursprung des ascendierenden interlaminédren Ein-
gangs an der Vertikalachse des Neurons orientiert. Die Breite (definiert
als 70% aller Eingénge) des so entstehenden funktionellen vertikalen Mo-
duls ist zelltyp- und nicht schichten-spezifisch und unterscheidet sich si-
gnifikant: Fiir die Sternzelle findet sich eine Breite von rund 210 pum, fiir
die Schicht-II- und -III-Pyramidenzellen rund 470 pm. Interessanterwei-
se entspricht die Breite des interlamindren Eingangs der Sternzelle unge-
fahr jener mittleren Zellclusterbreite, die durch histologische Férbetechni-
ken (Nissl-Farbung, Cytochrom-Oxidase, NFP) abgrenzbar ist (Burgalossi
et al., 2011; Beall & Lewis, 1992).

Auftillig ist ein lediglich fiir die Schicht-III-Pyramidenzellen nachweis-
barer asymmetrischer medialer Offset der tiefen Eingangs-Cluster. Dieser
zeigt sich in seiner Ausprigung in leichter Korrelation mit der Entfer-
nung der Pyramidenzelle von der Sliceoberfliche (p=0.38). Eine funktio-
nelle Interpretation dieses Befundes ist schwierig; moglicherweise ist er ein
Resultat ontogenetischer Entwicklungsphasen, auch die Moglichkeit eines
Schnittartefaktes sollte nicht génzlich ausgeschlossen werden.

Signifikante Unterschiede in der synaptischen Ubertragungsstirke (PSC-
Amplitude) zwischen inter- und intralaminérer Afferenzen liessen sich nicht

nachweisen.

5.2.1 Funktionelle Aspekte

Der entorhinale Cortex (EC) stellt die Eingangsstruktur zur hippocampa-
len Formation dar. Polymodale corticale und subcorticale Afferenz kon-
vergieren auf die oberflichlichen Schichten des ECs und werden von dort
topologisch geordnet in die Hippocampus-Formation propagiert. Ein Teil
des hippocampalen Ausgangs wird in die profunden Schichten des ECs und
von dort an die corticalen und subcorticalen Ursprungsareale zuriickge-
fithrt (van Strien et al., 2009). Quantitativ zeigt sich dabei fiir den EC eine
starkere Ausbildungen der Afferenzen gegeniiber den Efferenzen. Dariiber
hinaus wird ein Teil des hippocampalen Ausgangs direkt und indirekt iiber
die tiefen Schichten des ECs an die oberflichlichen Schichten des ECs wei-

tergeleitet. Die ascendierenden interlaminédren Verbindungen lassen, wie
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in der Arbeit aufgezeigt, vertikale Funktionseinheiten entstehen, und es
erfolgt auf Hohe aller Schichten deren intermodulédre Kommunikation. Die
funktionelle Bedeutung dieser rein ascendierenden interlaminéren Konnek-
tivitat ist spekulativ; unter informationellen Gesichtspunkten kommt es in
den oberflachlichen Schichten des ECs zu einer Konvergenz zeitlich-élterer

hippocampaler Ausgangsinformation mit neuerer Eingangsinformation.

Reetablierung isocorticaler rdumlich-zeitlicher Aktivitdtsmuster

Man vermutet, dass eine wesentliche Eigenschaft der isocorticalen Infor-
mationsverarbeitung in der sequentiellen zeitlich-rdumlichen Aktivierung
isocorticaler verticaler Funktionseinheiten, sogenannter Module, liegt (Sin-
ger, 2011). Die zeitlich dauerhafte Etablierung derartiger Muster-Spuren
geschieht dabei iiber plastische Synapsen. Eine unabdingbare Bedingung
zur Etablierung einer persistierenden synaptischen Gewichtung stellt die
wiederholte, gleichartige Aktivierung der beteiligten Synapsen dar. Doch
wie ist es moglich, ein Muster bzw. eine Sequenz von Mustern, die etwa in-
folge eines priméar-sensorischen oder -motorischen Eingangs induziert wur-
den, wiederholt - und in Abwesenheit des sensorischen bzw. motorischen
Musters - zu generieren?

Formal ist hierzu ein neurales System notwendig, das die rdumlich-
zeitliche isocorticale Aktivitdt - unabhingig ihrer Herkunft - in assoziier-
ter Form speichert und bei Bedarf - etwa bei nur inkompletter Darbietung
oder zur primiren Stabilisierung - als rekonstruiertes Musterecho an die
isocorticalen Arealen zuriickspiegelt. Erst die repetitive Rekonstruktion
der isocorticalen Aktivitat induziert sekundér die Ausbildung einer pesis-
tierenden synaptischen Gewichtung: zum Aufbau eines singuldren Musters
bzw. zur Etablierung einer Mustersequenz. Dies ermoglicht dem Isocor-
tex die autonome, d.h. rein lokale, Reetablierung eines raumlich-zeitlichen
Aktivitdtsmusters. Formal wiirde dieser Vorgang das biophysikalische Kor-
relat zur Uberfiihrung von deklarativen Arbeitsgedichtnisinhalten in das
Kurzzeitgedéchtnis darstellen (Eichenbaum, 2004).

Fiir die Reetablierung des isocorticalen Aktivitdtsmusters ist es ent-
scheidend, dass innerhalb dieser Transmissionsschleife nicht nur die asso-
ziative Speicherung der konvergenten polymodalen Aktivitdten und ihrer
zeitlichen Abfolge - moglicherweise auf Basis einer eigenen Zeitsignatur

und unter Ausnutzung synaptischer Lang- und Kurzzeitplastizitit (Lei-
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bold et al., 2008) - sondern gleichermafen die Konservierung ihrer topo-
logischen Herkunft erfolgen muss.

Es ist berechtigt anzunehmen, dass diese Funktion durch das entorhinale-
hippocampale Netzwerk realisiert wird:

Konkret scheint die eigentliche Speicherung der raumlich-zeitlichen Ak-
tivitdtsmuster im Hippocampus stattzufinden, wihrend der EC als hippo-
campale Eingangsstruktur den konvergierenden polymodalen Eingang in
geeigneter Form zusammenfiihrt. Ausgehend von beiden Strukturen wird
dann - im Sinne eines Stellwerkes - die topische Riickpropagation der aus-
gehenden Aktivitdt und damit die isocorticale Reetablierung der Muster
bewerkstelligt; vgl. Abbildung 5.4. Ahnlich dieser isocorticalen Interakti-
onsschleife scheint der Hippocampus auch fiir die Zustandsrekonstruktion
subcorticaler Areale (vegetativer und emotionaler Zustand) verantwortlich

Zu sein.

Abbildung 5.4: Reetablierung eines singuldren isocorticalen Aktivititsmusters mit
Ausbildung einer persistierenden synaptischen Gewichtung. (A) Die isocorticale Akti-
vitét wird kontinuierlich in das entorhinale-hippocampale System (EC/HC) propagiert,
gespeichert und bei Bedarf - etwa bei nur inkompletter Darbietung oder zur priméren
Stabilisierung - als rekonstruiertes Musterecho an die Ursprungsareale zuriickgespiegelt.
In dieser schematischen Darstellung reprisentieren Kreise die isocorticalen Funktions-
einheiten (rot aktiv, schwarz inaktiv), die Dicke der Verbindungen ihre korrespondieren-
de synaptische Gewichtung. Die repetitive Rekonstruktion der isocorticalen Aktivitét
induziert sekundér die Ausbildung einer pesistierenden synaptischen Gewichtung (ver-
breiterte Linien, B), so dass bei inkompletter Musteraktivitit der Isocortex selbststan-
dig das urspriinglich gespeicherte Muster rekonstruieren kann (C). Formal stellt dieser
Vorgang das funktionelle Korrelat zur Uberfithrung von Arbeitsgedichtnisinhalten in
das Kurzzeitgeddchtnis dar. Die erneute Miteinbeziehung des EC/HC-Systems zur Sta-
bilisierung des Musters flihrt zu einer weiteren Verfestigung der Synapsengewichtung
(Uberfithrung ins Langzeitgediichtnis?).
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Anhand dieses Bildes und unter Beriicksichtigung der zum Isocortex
vergleichsweisen geringen Zellausstattung der Hippocampus-Formation (ge-
schitzte unilaterale excitatorische Zellanzahl: Granularzellschicht 1.2 Mil-
lionen, CA3-Region 250 000; aus West et al. (1991)) ist ersichtlich, dass
Konvergenz und Kompression der Information in den zufiihrenden Struk-
turen (Cingulum, Peri-, Post- und Entorhinaler Cortex) und im Hippo-
campus selbst stattfinden miissen. Die morphologisch und funktionell an-
zutreffenden Neuronencluster innerhalb des ECs stellen unter diesem Ge-
sichtspunkt moglicherweise parallel in den Informationsfluss integrierte
spezialisierte Funktionseinheiten dar, die mit ihren jeweiligen iso- bzw.
subcorticalen Arealen interagieren (Burgalossi et al., 2011). Aus infor-
mationstechnischer Sicht gilt weiter, dass die multimodale isocorticale
Information wahrend ihrer Passage durch das entorhinale-hippocampale
Netzwerk, initial zwecks Speicherung resp. Rekonstruktion in amodale In-
formationseinheiten iiberfithrt wird (Kompression), um nachfolgend zur
Riickprojektion mit ihrer urspriinglichen Modalitdt wieder ausgestattet
zu werden (Dekompression).

Die Zusammenfiihrung der polymodalen afferenten Information inner-
halb des Hippocampus findet ein eindriickliches morphologisches Korrelat
in Form zahlreicher auf die CA3-Pyramidenzelle konvergierender direkter
und indirekter entorhinaler Afferenzen, deren Synapsen eine ausgeprigte
Langzeitplastizitat (LTP, Bliss & Collingridge (1993)) besitzen und da-
mit funktionell eine Assoziation der Afferenzen zu amodalen Mustern,
gleichermaflen deren Speicherung und - unterstiitzt durch die recurrente
Netzwerkarchitektur - auch deren Rekonstruktion (Treves & Rolls, 1994)
ermoglichen.

Innerhalb des Hippocampus entsteht hierdurch ein relationaler, amo-
daler Speicher, der die zeitlich-rdumliche Beziehung iso- bzw. subcorticaler
Muster abbildet (Eichenbaum, 2004).

Topographische Neurone

Eine besondere Eigenschaft des entorhinalen-hippocampalen Netzwerks ist
das Vorkommen sogenannter topographischer Neurone, deren gemeinsames
Charakteristikum eine direkte Abhéngigkeit ihrer Aktivitat vom Ort oder
der rdumlichen Orientierung des Individuums ist: Die sogenannten Grid-

zellen des MEC’s zeichnen sich dadurch aus, dass sie beim Durchlaufen
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einer Umgebung innerhalb regelmifig verteilter, hexagonal-geformter Re-
gionen den sog. Grids feuern (Hafting et al., 2005). Der Schicht IT des MEC
wird der grofte Anteil von Gridzellen zugerechnet (Sargolini et al., 2006).
Im Gegensatz zu den hippocampalen Ortszellen (O'Keefe & Dostrovs-
ky, 1971), die dhnlich eines rezeptiven Feldes nur an bestimmten Orten
innerhalb einer Umgebung feuern, sind die Gridzellen kontextinsensitiv,
d.h. in allen Umgebungen aktiv, und dies unabhéngig anderer externer
Schliisselreize. Neben den Gridzellen wurde iiber das Vorhandensein so-
genannter entorhinaler Kopfrichtungszellen, integrierender Zellen, die die
Gridzellinformation und Kopfrichtung vereinen (Conjunctive-Cells), und
Border-Cells (Solstad et al., 2008) berichtet, deren Aktivitédt durch geome-
trische Wande modulierbar ist; die beiden erstgenannten Zelltypen finden
sich akzentuiert in den Schichten III und V des MEC (Sargolini et al.,
2006).

Das Vorhandensein dieser topographischen Neurone wurde von einigen
Autoren als ein wichtiges Indiz fiir die Rolle des entorhinalen-hippocampalen
Netzwerks als eigenstindiges neurales Navigationssystem (kognitive Kar-
te, O’Keefe & Nadel (1978)) angesehen (Hafting et al., 2005; Moser &
Moser, 2008; Smith & Mizumori, 2006) und mit Spekulationen iiber des-

sen mechanistische Grundlagen versehen (Giocomo et al., 2011).

Im Kontext der oben dargelegten Funktion des entorhinalen-hippo-
campalen Netzwerkes als Echopropagator neuronaler Erregungsmuster er-
scheint diese zugedachte Funktion jedoch fragwiirdig. So ist es plausibel
anzunehmen, dass die Représentation von Ortsdaten, dhnlich der Identi-
fikation einzelner sensorischer Objekte, im Isocortex selbst generiert wird.
Im Sinne der geschilderten isocorticalen-hippocampalen Interaktionsschlei-
fe wird eine Kopie der durch Aufmerksamkeitsprozesse gewichteten aktu-
ellen isocorticalen Erregung an die Hippocampus-Formation protokolliert;
hierzu gehort die aktuelle Position als ein wichtiger, kontinuierlich ak-
tualisierter Parameter. Es iiberrascht also nicht, dass innerhalb des entor-
hinalen Konvergenzalgorithmus jene Ortsdaten ihre Reprisentation finden
miissen: dies ist jedoch nicht als Zeichen einer (para)hippocampalen Orts-
berechnung resp. -aktualisierung - wie von Moser & Moser (2008) vorge-
schlagen - zu werten, sondern vielmehr als Ausdruck des Konvergenzalgo-
rithmus zur Etablierung eines relationalen Speichers (Eichenbaum, 2004).

Hierfiir spricht auch die extrahippocampale Existenz topographischer Neu-
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rone, wie z.B. von Kopfrichtungszellen, die im dorsalen Praesubiculum, im
Ncl. mamillaris lateralis, im Striatum, im lateralen dorsalen Thalamus und
im retrosplenialen Cortex nachzuweisen sind (Taube, 2009).

Aus methodisch-experimenteller Sicht ist es weiterhin offensichtlich,
dass innerhalb des entorhinalen-hippocampalen Systems die Identifikati-
on der in Wachphasen stetig aktualisierten (und damit nach hippocampal
propagierten) Ortsdaten aufgrund ihrer direkten Abhéngigkeit von mess-
baren externen Umweltreizen sich ungleich einfacher gestaltet als z.B.
die Identifikation hoherer kognitiver, nicht-rdumlicher Objekte, fiir die
i.d.R. das externe Korrelat fehlt und deren Existenz nicht zeitkontinu-
ierlich ist. Dariiber hinaus erleichert die neuronale Konvergenz innerhalb
des entorhinalen-hippocampalen Systems im Vergleich zur distributiven
Codierung des Isocortex den Nachweis einzelner objektreprésentierender
Neurone (Grofmutterneuron).

Die anzutreffende regionale Spezifitat der Zellen erscheint damit ei-
ne direkte Folge der topographischen Organisation des isocortical-ento-
rhinalen-hippocampalen Netzwerkes zu sein; so ist konkret die ausschliefs-
liche Nachweisbarkeit von Gridzellen im MEC ein Hinweis auf die exklusive
Konvergenz der isocorticalen Ortsinformation auf diese Region.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass im Hippocampus sowohl raumli-
che als auch nicht-rdumliche Aktivitdt im Sinne eines amodalen relativen
Speichers (Eichenbaum 1999) reprisentiert wird. Die hochgradige Red-
undanz der Représentation topographischer Information - bei rdumlichen
Aufgaben zeigen laut Solstad et al. (2008) alleine rund 10% der MEC-
Zellen die Charakteristika einer Borderzelle - kann als ein Hinweis auf die
groken Kapazititsreserven dieses relationalen Speichers wahrend raumli-
cher Aufgabenstellungen (sprich: Orientierung) angesehen werden.

Die Bestéitigung dieser Annahme setzt fiir die Zukunft die Entdeckung
entorhinaler-hippocampaler Neurone voraus, deren Aktivitit anderweitig
modulierbar ist, einerseits, in Anlehnung an das Konvergenzprinzip, durch
unterschiedliche Objekte (fehlende Exklusivitidt der Codierung) und, an-
dererseits, durch nicht-rdumliche Information, wie in Arbeiten von Moita
et al. (2003) und (Wood et al., 1999) fiir auditorischer bzw. olfactorische
Objekte bereits aufgezeigt.
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5.3 Kritik und Ausblick

5.3.1 Die klassische Photostimulation als Ubergang

Der hier vorgestellte Algorithmus und das Photostimulations-System be-
dingen einander: Das in seiner Funktion als Ein-Photonen-System operie-
rende Photostimulations-System erlaubt im Allgemeinen nicht die gezielte
Stimulation einzelner Neurone, sondern fiihrt zur Aktivierung mehrerer
Neurone innerhalb eines Volumenabschnitts. Konzeptionell kommt es da-
mit nicht zur direkten Offenlegung synaptischer Verbindungen zwischen
zwei Neuronen, sondern zwischen einem ausgesuchten Volumenabschnitt
und dem Zielneuron. Durch die Anwendung des Algorithmus kann die-
se methodische Schwiche, wie in der Arbeit gezeigt, teilweise korrigiert
werden. Beide Verfahren kénnen helfen, einfache Grundprinzipien in der
Innervation aufzudecken, wie z.B. die intrinsische Organisation corticaler
Regionen oder die Konnektivitiat zwischen zwei Kernarealen. Ungeachtet
dessen bleibt die Scanning Photostimulation - auf dieser Entwicklungsstufe
- mit deutlichen Einschrinkungen behaftet:

So bleibt die Analyse stets auf die sequentielle Offenlegung monosyn-
aptischer Kontakte begrenzt. Weiterhin gilt, dass aufgrund der fehlenden
Moglichkeit zur selektiven Aktivierung ausgewahlter priasynaptischer Neu-
rone keine zelltyp-spezifische Analyse vorgenommen werden kann (z.B. ei-
ne isolierte Analyse der MEC-Sternzell-Recurrenz). Eine weitere wichtige
Limitation der Scanning-Photostimulation, die ja das Abtasten eines Hir-
nabschnittes mit einer konstanten und nicht zell-spezifischen Lichtenergie
umschreibt, stellt die Tatsache dar, dass die Kartierung einer Hirnregi-
on nur sinnvoll ist, wenn die Zellen dhnliche Aktivierungseigenschaften
besitzen (perisomatische Aktivierungsregion und Anzahl der Aktionspo-
tentiale). Diese Anforderung kann jedoch nicht per se garantiert werden,
sondern muss durch initiale Kalibrationsexperimente nachgewiesen wer-
den. Die Notwendigkeit dieser Mafnahme dokumentieren die deutlich va-
riierenden direkten Aktivierungsprofile der excitorischen Hauptzellen des
piriformen Cortex; vgl. Abbildung 5.5.

Zusammenfassend gilt, dass, trotz enormer experimentell-methodischer
Anstrengung, der erzielte Wissensgewinn hinsichtlich der Informationsver-
arbeitung innerhalb neuronaler Systeme insgesamt als nur rudimentir ein-

zuschitzen ist. Insbesondere gelingt nicht die Erfassung der dynamischen
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Abbildung 5.5: Direkte Aktivierungsprofile der Hauptzellen des piriformen Cortex.
Sowohl innerhalb als auch zwischen den Zelltypen lassen sich hochvariable photoindu-
zierte Aktivierungsprofile ableiten. Wihrend die erste Multipolarzelle (A) eine grofe
perisomatische Aktivierungsregion aufweist, besitzen Pyramidenzellen (C) und Semi-
lunarzellen (D) eine kleine Aktivierungsregion, ungeachtet einer héheren Lichtenergie,
Etin - Die Anzahl der evozierten APs/Stimulationspunkt ist fur alle drei Zelltypen ni-
herungsweise gleich (rund 1-2 APs/Hotspot). Die grofe Varianz der Aktivierungsprofile
innerhalb der Multipolarzelle (exemplarisch eine zweite Multipolarzelle in B) weist auf
eine bis dato unbekannte Subtypisierung innerhalb dieser Zellgruppe hin.

neuronalen Interaktion. Deren Offenlegung ist jedoch zwingend notwendig
zum Verstdndnis der corticalen Mikroschaltkreise und damit der zugrun-
deliegenden formallogischen Ebene in Form verteilter Algorithmen, was

folgender konzeptioneller Einwurf veranschaulichen soll.

5.3.2 Das Nervensystem als verteilter Algorithmus

Aus informationstechnologischer Sicht stellt das Nervensystem die biophy-
sikalische Realisation vieler verteilter Algorithmen dar. Im Hinblick auf
die Funktionsweise neuraler Systeme scheint es sinnvoll zu sein, fiir diesen
aus der theoretischen Informatik stammenden Begriff (Lynch, 1996) eine
verallgemeinerte Definition zu entwerfen: Unter einem werteilten Algorith-
mus versteht man ganz allgemein die Interaktion autonomer Prozesse zur

algorithmischen Lésung einer Aufgabe.
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Die formallogische Beschreibung eines verteilten Algorithmus setzt die
Turing-Vollstandigkeit der autonomen Prozesse voraus (z.B. in Form einer
von-Neumann-Architektur), d.h. die Prozesse konnen jede berechenbare
Funktion realisieren. Die Kommunikation der autonomen Prozesse erfolgt
iiber Nachrichten entlang in der Praxis meist fehlerbehafteter Transmissi-
onskanéle.

Im Aquivalent hierzu ist das Grundbauelement des Nervensystems das
Neuron, ein polar gegliedertes Rechenelement mit Eingangs- (Dendrit) und
Ausgangsstruktur (Axon), iiber die der iiberwiegende Teil der interneuro-
nalen, ebenfalls fehlerbehafteten Kommunikation erfolgt. Die bevorzugt
in der neuralen Ontogenese auftretenden Gap junctions mit Schaffung ei-
nes funktionellen neuronalen Syncytiums, spielen in unserer Betrachtung
keine Rolle.

A BN,
Synapsen (Input)

Turing-
vollstandiger Aktive und passive
Prozef Leitfahigkeiten
. A, ¢ AP-Generierung  Recheneinheit
Informationskanale
I/O-Kanale Axon (Output)

Abbildung 5.6: Formallogischer vs. neuronaler Prozef. (A) Ein formallogischer Prozef
ist durch eine turing-vollstéindige Recheneinheit gekennzeichnet, die iiber potentiell feh-
lerbehaftete Transmissionskanéle mit anderen Prozessen kommuniziert. (B) Ein Neuron
ist ein polar gegliedertes Rechenelement mit Eingangs- (Dendrit) und Ausgangsstruktur
(Axon), tiber die der iiberwiegende Teil der interneuronalen, ebenfalls fehlerbehafteten
Kommunikation erfolgt. Das Neuron besitzt keine Turin-Vollstindigkeit und weist da-
mit eine reduzierte Berechnungsmichtigkeit auf.

Das biophysikalische neuronale Aquivalent eines verteilten Algorithmus
bezeichnet man als Mikroschaltkreis: Hierunter versteht man eine Gruppe
von Neuronen, die durch ihre konzertierte Interaktion eine logische Einheit
mit einer definierten Eingangs- und Ausgangsinformation formen.

Das Ziel der Hirnforschung ist letztendlich die Erkenntnis {iber die
Funktionsbedeutung (‘computational role’) der unterschiedlichen verteil-
ten Algorithmen im Sinne ihrer formallogischen Beschreibung, iiber ih-
re iibergeordnete Koordination und schliefslich iiber ihre biophysikalische

Realisation in Form von Mikroschaltkreisen. Dies beinhaltet ebenfalls den
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Versuch, pathologisch-klinische Zustandsbilder auf algorithmische Abnor-

malitaten zuriickzufiithren.

Das Kernproblem in der Analyse neuronaler Mikroschaltkreise besteht
nun darin, dass ein formallogischer Prozess durch eine turing-vollstdandige
Recheneinheit gekennzeichnet ist, wihrend die Rechenkapazitit eines Neu-
rons nur turing-unvollstindig ist. Aus dieser reduzierten Berechnungs-
michtigkeit des Neurons folgt unmittelbar, dass eine 1:1-Uberfithrung des
formallogischen Algorithmus auf ein System mit Neuronen et vice versa
nicht bzw. nur in seltenen Einzelfdllen moglich ist, wie folgendes Beispiel

aufzeigt:

Man stelle sich vor, dass eine zusammenhingende Gruppe autono-
mer Prozesse entscheiden soll, wer von ihnen den hochsten Wert tragt
(der z.B. den Aktivierungsgrad eines Neurons widerspiegelt). Zur Losung
dieses Problems ('Leader-Election’-Problem in der theoretischen Informa-
tik) gibt es diverse algorithmische Moglichkeiten; die einfachste besteht
darin, dass jeder Prozess den maximalen, bisher empfangenen Wert spei-
chert (initial den eigenen Wert) und in jeder Runde diesen Wert {iber
die Kommunikationskanéle (Kanten) an die Nachbarprozesse innerhalb
des zusammenhingenden Graphen propagiert. Nach diameter Runden
ernennt sich jener Prozess zum ’Leader’, dessen eigener Wert mit dem
gespeicherten Maximalwert iibereinstimmt; alle iibrigen Prozesse attri-
butieren sich als ’Non-Leader’ (FloodMax-Algorithmus) (Lynch, 1996).
Ein wichtiges Merkmal dieses exemplarischen Beispiels ist die algorith-
mische Gleichheit der Prozesse: die Prozesse besitzen ein einheitliches
algorithmisch-definiertes Prozedere, konnen jedoch aufgrund unterschied-
licher Start- bzw. Empfangswerte differierende Zustinde einnehmen. Die
Turing-Méchtigkeit der Prozesse wird an dem Losungsalgorithmus unmit-
telbar ersichtlich; zu seiner Realisation benoétigt jeder Prozess u.a. einen

Speicher und eine arithmetisch-logische Vergleichseinheit.

Versucht man diesen sehr einfachen Algorithmus mithilfe von Nerven-
zellen zu realisieren (Synthese), gilt es, den algorithmischen Informati-
onsfluss (im wesentlichen Zustinde, Berechnungen und Nachrichten) in
das plastische neuronale System mit seinen zeitlich variierenden Zustand-
sparametern (neuronale Aktivitét, zelluldre Eigenschaften und Konnekti-
vitat) dhnlich einer Abbildung zu transferrieren. Vereinfachend nehmen

wir an, dass - entgegen den realen Bedingungen - die Elemente zeitsyn-
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chron interagieren (in realitas sind hierfiir neuronale Oszillationen als Zeit-
rahmen notwendig (Singer, 2011)) und die Nachrichtenkanile ausfallsfrei
funktionieren (kein synaptischer Transmissionsausfall). Gleichermafen soll
die Tatsache, dass in einem neuronalen System Nachrichten keine einfa-
chen Zahlenwerte, sondern vielmehr zeitliche Aktivitdtsmuster darstellen,
deren Nachrichtenwert erst im Kontext des individuellen Synapsen- und
Zielneuron-Zustandes offenbar wird, hier ebenfalls keine weitere Beach-
tung finden.

Aufgrund der fehlenden Turing-Méchtigkeit der Neurone gilt es, grund-
legende Designkriterien zu treffen, wie z.B. die Art der Représentation und
Speicherung quantitativer Zusténde, gleichermafen die Beantwortung der
Frage, inwieweit die im Algorithmus geforderten prozessinternen Verglei-
che und Berechnungen von einem FEinzelneuron - etwa durch synaptische
Prozesse - realisiert werden kénnen oder hierzu die Interaktion mehrerer
Neurone notwendig ist. Letztgenannter Weg - im iiberwiegenden Teil der
Fille notwendig - fithrt zum Aufbrechen der 1:1-Relation von Prozess und
Neuron. Hierbei kommt es zwingend zur Aufhebung der algorithmischen
Prozessgleicheit in Form einer funktionellen Partionierung der Neurone: es
entstehen Zustandsneurone, Rechenneurone, Ergebnisneurone, Ausgangs-

neurone und andere funktionelle Neuronentypen.

B Statusneurone

Sl L

3 Ergebnisneurone

Rechenneurone
‘ALU’

Abbildung 5.7: Formallogischer vs. neuronaler verteilter Algorithmus. (A) Eine zu-
sammenhéngende Gruppe von autonomen Prozessen (Kreise) soll entscheiden, wer von
ihnen den héchsten Wert trigt (Zahlenwert). Zur Losung dieser Aufgabe ("Leader-
Election’-Problem) gibt es diverse algorithmische Moglichkeiten wie z.B. der FloodMax-
Algorithmus (Lynch, 1996) . Die Kommunikation der Prozesse erfolgt dabei iiber Kom-
munikationskanile (Kanten). (B) Die Realisation des Algorithmus mithilfe von Ner-
venzellen fiihrt aufgrund ihrer fehlenden Turing-Mé&chtigkeit zum Aufbrechen der 1:1-
Relation von formallogischem Prozess und Neuron. Hierbei kommt es zwingend zu einer
funktionellen Partionierung der Neurone: es entstehen Zustandsneurone, Rechenneuro-
ne (ALU = Arithmetisch-logische Einheit) und Ergebnisneurone, die in diesem Beispiel
den Zustandsneuronen funktionell zugeordnet sind.
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Entsprechend dieser Uberlegungen erfordert der umgekehrte Weg, die
formallogische Beschreibung eines vorliegenden neuronalen Mikroschalt-
kreises (Analyse), initial, die Identifikation der unterschiedlichen neu-
ronalen Funktionstypen und, nachfolgend, die Echtzeitprotokollierung der
algorithmisch relevanten biophysikalischen Kenngrofen wie Aktionspoten-
tiale und neuronale Aktivitdt. Erst durch diese formallogische Beschrei-
bung erhalten die biophysikalischen Kenngréfien einen gruppenspezifischen
Informationswert; z.B. Modalitat und Nachrichtenwert einer Aktionspoten-

tial-Serie.

5.3.3 Die Zukunft der Photostimulation

Im Kontext dieser Uberlegungen ist es evident, dass die heutige Neuro-
wissenschaft technisch-methodisch sehr weit davon entfernt ist, den oben
genannten Anforderungen der Echtzeitprotokollierung relevanter biophy-
sikalischer Grofen gerecht zur werden.

Ungeachtet dessen besteht die begriindete Hoffnung, dass die gezielte
Weiterentwicklung der Photostimulation und ihre Kombination mit ande-
ren Methoden das Potential einer Zukunftstechnologie zur dynamischen
Analyse neuronaler Mikroschaltkreise besitzt. Diese Ansicht griindet sich

auf folgende experimentell-methodische Verbesserungsmaglichkeiten:

1. Zeitliche Prizision (niedrig- vs. hochfrequent): Durch Einsatz ei-
nes, der Mikroskop-Optik vorgeschalteten, akustisch-optischen De-
flektors (AOD) kann eine hochfrequente Repositionierung (aktuell bis
20 kHz) des aktivierenden Lichtstrahls vorgenommen werden. Tech-
nisch wird das Licht hierbei durch Schallwellen, die meist von einem
Piezo-Element innerhalb eines Tellurium-Dioxid -(TeO2)-Kristalls ge-
neriert werden, abgelenkt. Entsprechend der physikalischen Gesetze,
kann die Ablenkung nur in eine Richtung erfolgen; zur Positionie-
rung des Lichtes auf einer Ebene finden sich deshalb meist zwei
hintereinander geschaltete, orthogonal zueinander stehende AOD-
Elemente; vgl. Abbildung 5.8. Als Beispiel fiir eine derartige Mo-
difikation vgl. Shoham et al. (2005).
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Abbildung 5.8: Hochfrequente Lichtpositionierung durch Einsatz von AODs. Durch
Einsatz eines, der Mikroskop-Optik vorgeschalteten, akustisch-optischen Deflektors
(AOD) kann eine hochfrequente Repositionierung (aktuell bis 20 kHz) des aktivieren-
den Lichtstrahls vorgenommen werden. Entsprechend der physikalischen Gesetze, kann
die Ablenkung nur in eine Richtung erfolgen; zur Positionierung des Lichtes finden sich
deshalb meist zwei hintereinander geschaltete, orthogonal zueinander stehende AOD-
Elemente, die zur Aufspannung der Stimulationsebene fiihren (Inset). Die Kontrolle
der 3.Dimension erfolgt iiber die Brennebene der Mikroskopoptik.

2. Rdumliche Prézision (1-Photonen- vs. 2-Photonenaktivierung):
Aufgrund ihrer hohen rdumlichen Prazision erméglicht die 2-Photonen-
aktivierung die gezielte Stimulation einzelner Neurone; ein Scanning-
Modus, d.h. das Abtasten von Raumpunkten entfillt. Hierdurch ge-
lingt es auch, einzelne Ebenen innerhalb des Préparates rdumlich

getrennt voneinander zu analysieren.

3. Einsatz optischer Methoden: Das Anwendungspotential der Pho-
tostimulation ist durch die Kombination mit optischen Verfahren er-
heblich steigerbar: Zum einen erlaubt die Verwendung fluoreszenzop-
tischer Farbstoffe die Identifikation priasynaptischer Zellsomata und
damit ihre rdumlich-prizise 2-Photonen-Stimulationen. Zum ande-
ren wird es moglich, stimulationsbegleitend die prasynaptische Zell-
erregung darzustellen. So fiihrt beispielsweise die Applikation des
Zellmembran-durchgéngigen Indo-1-Acetoxymethylesters (Indo-1-AM)
zur fluoreszenzoptischen Darstellung der Zellsomata und damit der
potentiell prasynaptischen Aktionspotentiale innerhalb der belade-
nen Zellen (Grynkiewicz et al., 1985). Hierdurch kann b.B. eine indi-

viduelle online-Anpassung der Lichtenergie zur kontrollierten iiber-
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schwelligen Aktivierung des einzelnen Neurons vorgenommen wer-
den; dies stellt in Hirnarealen mit Neuronen unterschiedlicher Photo-
sensitivitit ein unabdingbarer Faktor zur Durchfithrung von Konnek-
tivitdtsexperimenten dar. Technisch realisierbar wird eine so gearte-
te Kombination aus Bildgebung und Photostimulation beispielsweise
durch eine rasche, schalterartige Energieanpassung des Lichtapplika-
tionssystems (hohe Lichtenergie zur Stimulation, niedrige Lichtener-
gie zur Bildgebung); beispielhaft sei hier auf Nikolenko et al. (2007)

verwiesen.

4. Postsynaptische Aktivitidtserfassung: Ein wichtiger limitieren-
der Faktor in der Anwendung der Photostimulation ist die Not-
wendigkeit der Etablierung einer Messapparatur, die gleichermafen
sensitiv wie stabil genug ist, einzelne synaptische Potentiale {iber
einen langeren Zeitraum hin zu detektieren. Man erreicht dies durch
Whole-patch-clamp Ableitungen an einem oder mehreren Zielneu-
ron(en). Es wird eine zukiinftige Aufgabe sein, die optischen Bildge-
bungsverfahren so anzupassen, dass auch sie eine simultane Aktivi-
tatserfassung der postsynaptischen Signale an einzelnen oder multi-
plen Neuronen ermoglichen. Letztgenannte Option wire ein entschei-
dender Schritt zur Offenlegung der dynamischen Interaktion neuro-

naler Elemente.

5. Einsatz optogenetischer Methoden: Sowohl die zeitliche als auch
die rdumliche Prézision des Setups sind nicht nur abhingig von der
Art der Lichtapplikation, sondern gleichermafen vom photoenerge-
tisch zu aktivierenden Agens. Durch den Einsatz optogenetischer Me-
thoden kann die rdumlich-zeitliche Prazision der Stimulation grund-
legend erhoht werden: Das Prinzip der Optogenetik ist die gene-
tische Modifikation ausgewihlter Zellen mit dem Ziel der Expri-
mierung optisch-kontrollierbarer zellularer Molekiile, die schalterar-
tig die zeitlich hochprazise Kontrolle der Zelle ermoglichen. In ih-
rem Ursprung basiert die Optogenetik auf den Arbeiten des deut-
schen Biologen und Biophysikers Georg Nagel, Wiirzburg, und der
Entdeckung von Channelrhodopsin-1 (ChR1, bei Prokaryoten) und
Channelrhodopsin-2 (ChR2, bei Eukaryoten) (Nagel et al., 2002;
2003). Bei den Channelrhodopsinen handelt es sich um unspezifische
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light-gated Kationen-Kanéle, die durch blauwelliges Licht aktivier-
bar sind und zu einer Depolarisation der Zelle fiihren. Neben den
excitatorischen Channelrhodopsinen wurden inhibitorische Chlorid-
spezifische Kanéle/Pumpen in Form von Halorhodopsinen (HR) ent-
wickelt, die iiber orangewelliges Licht aktivierbar sind, wie z.B. die
light-driven Chlorid-Pumpe (NpHR) des Halobacteriums Natrono-
monas pharaonis (Zhang et al., 2007). Das Arsenal der Kanéle/Pumpen
wird komplementiert durch die Rhodopsin-G-Protein-gekoppelten Re-
ceptoren (OptoXRs), welche, je nach genetischer Ausstattung, unter-
schiedliche Zielprotein-Konzentrationen intracellular alterieren kon-
nen (cAMP, DAG, IP3); ihre Aktivierung erfolgt iiber griinwelliges
Licht; vgl. Abbildung 5.9.

A ChR HR OptoXR
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Abbildung 5.9: Optogenetische Kanile/Pumpen zur Kontrolle neuronaler Aktivitét.
(A) Channelrhodopsine (ChR) sind unsperzifische light-gated Kationen-Kanéle, die
durch blauwelliges Licht aktivierbar sind und zu einer Depolarisation der Zelle fiih-
ren. Demgegeniiber handelt es sich bei Halorhodopsinen (HR) um Chlorid-spezifische
Pumpen, die eine Inhibition der Zelle bewirken. Die Gruppe der Rhodopsin-G-Protein-
gekoppelten Receptoren (OptoXR) alteriert in Abhéngigkeit ihrer intracelluldren Loops
unterschiedliche Zielprotein-Konzentrationen (cAMP, DAG, IP3); ihre Aktivierung er-
folgt iiber griinwelliges Licht; Abbildung nach Fenno et al. (2011). (B) Prézises Entrain-
ment der neuronalen Aktivitit eines ChR2-tragenden Neurons im current-clamped Mo-
dus an die Frequenz der Lichtreize (Punkte); Abbildung in modifizierter Form aus Boy-
den et al. (2005).
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Eine wichtiges Anwendungssprinzip in der Optogenetik liegt in der

Moglichkeit zur selektiven genetischen Modifikation ausgewéhlter Ner-
venzellgruppen, z.B. in Form einer Schicht- (Arenkiel et al., 2007)

oder Areal-Spezifitit (Han et al., 2009). Ein alternatives genetisches

Modifikationsmuster stellt das sog. Circuit-Targeting dar; dies be-

schreibt die transsynaptische antero- bzw. retrograde genetische Mo-

difikation eines Mikroschaltkreises, z.B. mithilfe eines neurotropen

Virus (Wickersham et al., 2007).

Eine weitere wichtige Eigenschaft der Optogenetik besteht in der in-
dividuellen Anpassung der Absorptionsspektren der optogenetischen
Molekiile; diese ermdglicht es, die Aktivitdt verschiedener Molekii-
le unabhéngig voneinander mit verschieden-farbigen Lichtquellen zu

kontrollieren.

Zusammenfassend gilt, dass durch die selektive Ausstattung einzelner
Neurone mit genetisch-modifizierten light-gated Kanilen ihre zeitlich
hochprézise biophysikalische Steuerung mittels Licht moglich wird.
So dokumentieren erstmals Arbeiten von Boyden et al. (2005) an hip-
pocampalen Neuronen die reliable optische Kontrolle der neuronalen
Aktionspotential-Generierung auf einer Zeitskala im Millisekunden-
Bereich. Die Frequenz der AP-Generierung kann bis zu einer Rate
von 30 Hz durch Anpassung der applizierten Lichtenergie reliabel
kontrolliert werden (Wang et al., 2007); vgl. Abbildung 5.9b.

Unter Beriicksichtigung dieses methodisch-technischen Fortschritts wird es
moglich sein, einerseits die zelluldren Eigenschaften der Neurone zu verste-
hen, d.h. ihr Ausgangssignal als Funktion ihres aktuellen Zustandes und
afferenter Signale zu beschreiben, anderseits Konnektivitit, Informations-
wert und dynamische Interaktion der Neurone sowohl in-vitro als auch

in-vivo abzubilden:

Analyse der neuronalen Ausgangsfunktion

In konsequenter Weiterentwicklung urspriinglicher Experimente zur Rezeptor-
dichte-Bestimmung (Dodt et al., 1998) ermoglicht die direkte Stimulation
der Zelle (AOD und 2-Photonen-Technik) die Analyse der zelluldren dyna-
mischen dendritischen Integration (Shoham et al., 2005), also die Bestim-

mung der neuronalen Ausgangsfunktion als Funktion ihres hochfrequenten
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dendritischen Eingangs, vgl. Abbildung 5.10a. Dies beinhaltet auch die
Analyse aktiver dendritischer Attenuations- und Augmentationsprozesse
mit langsameren Repositionierungsfrequenzen (Krueppel et al., 2011).

Weiterhin ist die hochfrequente indirekte Stimulation eines Neurons,
z.B. durch die Anwendung von 'frozen noise’ als Stimulationsmuster (Bouc-
sein et al., 2005) moglich. Voraussetzung hierfiir ist die reliable Kontrolle
der priasynaptischen Aktionspotential-Generierung, die durch den Einsatz
optogenetischer Methoden noch einmal deutlich verbessert werden kann;
vgl. Abbildung 5.10b. In Erweiterung zur dendritischen Stimulation inko-
operiert das zuletzt genannte Experiment zusitzlich die Reliabilitdt der
synaptischen Ubertragung. Bisherige Untersuchungen hierzu zeigen, dass
die interneuronale Informationskette (synaptische Transmission, dendriti-
sche Integration und Transduktion) eine iiberraschend hohe Reliabilitit
aufweist (Boucsein et al., 2005; Shoham et al., 2005).

Direkte PSC-Muster Indirekte PSC-Muster
1

2
e

m 18 20

3
3
N

Abbildung 5.10: Analyse der neuronalen Ausgangsfunktion. (Links) Die direkte hoch-
frequente Stimulation der Zielzelle (Axone schwarz) ermdglicht die Analyse des Trans-
duktionsprozesses als Funktion rdumlich-zeitlich variierender Muster; im Beispiel an
den dendritischen Positionen 1 und 2, mit einer der Lokalitéit entsprechenden farbli-
chen Codierung der Muster. Die evozierten AP-Muster sind vertikal in Form schwarzer
Balken dargestellt. (Rechts) Die hochfrequente indirekte Stimulation der Zielzelle er-
laubt die Analyse des Transduktionsprozesses als Funktion der zeitlich-variierenden
iiberschwelligen Aktivierung prisynaptischer Neurone an den Positionen 1 und 2.

Zusammenfassend gilt, dass unter Anwendung der genannten technischen
Modifikationen schon heute die Moglichkeit besteht, die Ausgangsfunkti-
on einer Nervenzelle in Abhéngigkeit ihres aktuellen Zustandes und des
zu variierenden Eingangs (je nach Methode dendritisch bzw. synaptisch)

experimentell in vitro zu charakterisieren.
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Analyse von Konnektivitit und dynamischer Interaktion

Die Analyse der neuronalen Konnektivitdt wird durch die hochprézise
raumlich-zeitliche Zellaktivierung (2-Photonen-System und Optogenetik)
in Kombination mit optischen Methoden, die u.a. die Lokalitidt und Ak-
tivitdt prasynaptischer Neurone darstellen konnen, erheblich verbessert
und konzeptionell erweitert. Zur Veranschaulichung dessen sei hier pro-
zessartig eine mogliche Form der kombinierten Anwendung der genannten
Methoden skizziert; vgl. Abbildung 5.11:

Zur Bestimmung der funktionellen Konnektivitidt werden in einem ers-
ten Schritt die ortsstdndigen neuronalen Somata fluoreszenzoptisch mit
einem Calcium-Indikator markiert. Auf Basis dieser Darstellung erfolgt
dann die automatische Erfassung ihrer Raumkoordinaten zur rédumlich-
selektiven Stimulation dieser potentiell prasynaptischen Neurone. Wah-
rend der nachfolgenden optischen Stimulation erlaubt die begleitende Mes-
sung des Fluoreszenzlevels die ausreichend prézise Dokumentation einer
iiberschwelligen présynaptischen Aktivierung und damit die individuelle
Anpassung der Lichtenergie. Durch die optogenetische Modifikation der
Neurone gelingt weiterhin die prazise Induktion priasynaptischer Aktions-
potential-Muster, deren Identifikation am Zielneuron unter Anwendung
der Kreuzkorrelation, auch in einer rauschbehafteten Umgebung, problem-
los moglich ist.

Die Ausweitung dieser Konnektivitdtsexperimente in Form eines Mul-
tirecordings von mehreren Zielzellen bei gleichzeitiger hochfrequenter mus-
terartiger Aktivierung prasynaptischer Neurone ermdoglicht dann durch
Inspektion der resultierenden Spike-Rasterplots die Analyse der dyna-
mischen neuronalen Interaktion innerhalb eines Mikroschaltkreises und
schafft damit die Voraussetzung zur Offenlegung der formallogischen al-
gorithmischen Ebene; vgl. Abbildung 5.11f.

Riickgreifend auf die oben dargestellte Funktionspartitionierung der
Neurone innerhalb eines Mikroschaltkreises (vgl. Abschnitt 5.3.2) wird es
dabei eine zukiinftige Aufgabe sein, eine dquivalente funktionsspezifische
optogenetische Modifikation der Neurone zu realisieren. Durch die Anwen-
dung randomisiert-variierender Farbspektren konnen dann die einzelnen
Zellen innerhalb einer Funktionsgruppe durch Verwendung entsprechen-
der Lichtquellen konzertiert aktiviert werden (Abbildung 5.11g).
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Abbildung 5.11: Analyse von Konnektivitit und dynamischer neuronaler Interakti-
on (A) Zur Bestimmung der funktionellen Afferenz einer ausgewéhlten Zielzelle (blau)
werden in einem ersten Schritt die ortsstindigen Somata der Neurone fluoreszenzop-
tisch mit einem Calcium-Indikator markiert (grau, B). (C) Auf Basis dieser Darstellung
erfolgt die Erfassung der Raumkoordinaten (rote Kreise) der potentiell prasynaptischen
Neurone zur rdumlich-selektiven Stimulation. (D) Wahrend der optischen Stimulation
erlaubt die begleitende Messung des Fluoreszenzlevels (AF/F | unterer Trace) die aus-
reichend prizise Dokumentation einer {iberschwelligen prisynaptischen Aktivierung,
wie der exemplarische Vergleich mit der zeitlichen Entwicklung des (wéhrend der Mes-
sung unbekannten) Membranpotentials zeigt (oberer Trace). (E) Durch die optogeneti-
sche Modifikation der Neurone gelingt die prézise Induktion prasynaptischer AP-Muster
(hier ’SOS’), deren Identifikation am Zielneuron unter Anwendung der Kreuzkorrelation
problemlos ist, ungeachtet stérender Einfliisse, wie synaptischer Transmissionsausfille
und spontaner synaptischer Signale. Die zeitliche Ausrichtung von Sende- und Emp-
fangsmuster ("Pra’ bzw. 'Post’) erfolgte unter Korrektur der konstanten interneuronalen
Transmissionsverzogerung. (F) Multirecording (Zielzellen blau) und eine hochfrequen-
te musterartige Aktivierung prasynaptischer Neurone (grau) ermdglichen anhand der
resultierenden Spike-Rasterplots die Analyse der dynamischen neuronalen Interakti-
on innerhalb eines Mikroschaltkreises. (G) Die optogenetische Partitionierung eines
Mikroschaltkreises entsprechend der Funktionszugehdrigkeit der beteiligten Neurone
ermdglicht eine funktionsgeordnete Analyse. In diesem Beispiel fungieren die Ergeb-
nisneurone als Zielneurone (blau): deren Ausgangsaktivitit wird als Funktion der Ak-
tivierung der isoliert optogenetisch-modifizierten Statusneurone (Griintdne) ermittelt.
Die Rechenneurone (grau) bleiben unveréndert. Aufgrund einer z.B. randomisierten
Varianz der individuellen Farbspektren konnen die einzelnen Zellen durch Verwendung
entsprechender Griinton-Lichtquellen konzertiert gesteuert werden.
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In-vivo Photostimulation

Durch Anpassungen in der technisch-experimentellen Ausstattung kann
die Photostimulation auch fiir in-vivo-Anwendungen erschlossen werden:
So gilt es in erster Linie, die lichtinduzierten thermischen Gewebsschéden
durch Verwendung niedrigenergetischer Lichtquellen, wie z.B. lichtemittie-
render Dioden (LED), zu vermeiden. Unterstiitzt wird dieser Schritt durch
die Entwicklung einer neuen, lichtsensitiveren Generation photosensibler
Molekiile (Berndt et al., 2011).

Durch diesen Modifikation wird neben der Analyse der Mikroschalt-
kreise in ihrer realen funktionellen Einbettung (Kravitz et al., 2010) auch
ihre gezielte Manipulation realisierbar, wie z.B. erste Arbeiten von Abbott
et al. (2009) zur photostimulatorischen Kontrolle des kardiovasculéren Sys-
tems iiber die Stimulation des retrotrapezoiden Nucleus mit nachfolgender
Beschleunigung des Atemcyclus aufzeigen. Letztgenanntes Vorgehen, d.h.
das selektive An- und Abschalten ausgewéhlter neuronaler Projektionssys-
teme, besitzt zweifelsohne das Potential eines zukiinftigen Therapieansat-
zes und kann helfen, bisherige interventionelle Verfahren zur funktionel-
len Korrektur von Systemdegenerationen, wie die Elektrostimulation bei

M.Parkinson (Klostermann et al., 2010), abzulosen.

Fazit Insgesamt dokumentieren diese Uberlegungen das grofe Zukunfts-
potential der Photostimulation sowohl fiir grundlagenorientierte Fragestel-
lungen als auch fiir klinische Anwendungen. Insbesondere bei der Analyse
neuronaler Mikroschaltkreise kann die Photostimulation in Kombination
mit anderen Technologien einen wichtigen konzeptionellen Beitrag leisten.

Doch, selbst wenn eine Technologie wie die Photostimulation es irgend-
wann tatsdchlich moglicht macht, relevante Kenngrofen, wie den biophy-
sikalischen Zustand der Neurone, ihre Konnektivitdt und die empfange-
nen Nachrichten in ihrer Gesamtheit, abzubilden, stellt es immer noch
eine grofe Herausforderung dar, die formal-logische algorithmische Ebene
aus der biophysikalischen Implementation herauszulesen. Die Schaffung
der theoretischen Grundlagen zur wechselseitigen Uberfiihrung eines for-
mallogischen Algorithmus in einen neuronalen Mikroschaltkreis stellt eine
unabdingbare Voraussetzung zur Funktionsaufklirung neuraler Systeme

dar.
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Zusammenfassung

Die Scanning-Photostimulation stellt eine etablierte Methode zur Analyse der
funktionellen monosynaptischen Konnektivitit in akuten Hirnschnitten dar. Licht-
induzierte synaptische Signale dienen hierbei als Indikatoren fiir die {iberschwel-
lige Aktivierung prisynaptischer Neurone. Ein solcher Ansatz erfordert die ein-
deutige Unterscheidung zwischen photo-induzierten und spontanen synaptischen
Signalen. In dieser Arbeit wird ein neuartiger Algorithmus zur reliablen Detek-
tion prasynaptischer Neurone vorgestellt, ungeachtet einer hohen synaptischen
Hintergrundaktivitit von bis zu 10 Hz. Auf Basis einer amplitudenfreien, binédren
Afferenzkarte, die die Existenz photoinduzierter Potentiale dokumentiert, iden-
tifiziert der Algorithmus anhand rdumlicher Korrelationen all jene Regionen, in
denen mit hoher statistischer Signifikanz mindestens ein prasynaptisches Soma
lokalisiert ist (Hit-Points). Das Besondere an dem Algorithmus ist die Tatsache,
dass er auf Basis eines Single-Trial-Ansatzes trotz eines niedrigen Signal-Rausch-
Abstandes reliable Ergebnisse liefert. Die Reliabilitdt der Detektion wird durch
die Analyse der Intertrial-Variabilitdt und durch TTX-Experimente dokumen-
tiert. Ausgehend von den Hit-Punkten wird nachfolgend unter Zuhilfenahme
eines Bayes-Schétzers die Anzahl der zugrundeliegenden présynaptischen Neu-
rone geschitzt. Fiir die Sternzelle des entorhinalen Cortex findet sich eine in-
tralaminére Schicht-IT-Konnektivitit von rund 34 Zellen/mm?.

Nach diesem "Proof-of-methods’ der Datenanalyse wurden die grundlegenden
intrinsischen Konnektivitatsprinzipien der beiden Hauptzellen des medialen en-
torhinalen Cortex, der Sternzelle und der Schicht-II- und -III-Pyramidenzellen
des medialen entorhinalen Cortex bestimmt. Hierbei zeigte sich eine Zelltyp-
spezifische Organisation des ascendierenden interlaminiren Eingangs: Die rdum-
liche Ausdehnung des Eingangs ist fiir Sternzellen signifikant kleiner (210 um)
als fiir Pyramidenzellen (470 pm); dariiber hinaus zeigten ausschlieflich die
Afferenzen zur Schicht-11I-Pyramidenzellen einen zur vertikalen Zellachse orien-
tierten asymmetrischen Offset.

Abschliefsend wird ein Ausblick auf das Potential der Photostimulation in
Kombination mit anderen Technologien, insbesondere optogenetischer Verfah-
ren, zur Analyse der dynamischen Interaktion neuronaler Mikroschaltkreise und
damit der zugrundeliegenden verteilten Algorithmen gegeben.
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Abstract

Scanning photostimulation is a well-established method for studying the func-
tional microcircuitry in brain slices. Light-evoked responses are thereby taken as
an indicator for a connected presynaptic partner. Such an approach thus requi-
res a clear distinction between the photo-evoked and the spontaneous responses.
Here we show that, for a data set from entorhinal cortex layer II with high spon-
taneous synaptic rates of up to 10 Hz, it is possible to identify presynaptic sites.
The underlying detection algorithm is based on the finding that a presynaptic
cell has several neighboring activation sites, resulting in the clustered appea-
rance of specific photo-evoked inputs. The main idea behind this approach is to
identify ’hit’ locations at which the number of intracellularly recorded synaptic
events is signifcantly larger as expected from the hypothesis of statistical inde-
pendence. The algorithm works without making use of amplitude information of
the synaptic signals and for single trials, i.e., each site is stimulated only once. As
a proof-of-methods the hit maps are tested upon reliability by repeated stimu-
lations and by blocking synaptically mediated responses via TTX. Furthermore,
based on the hit density of surrogate data, we devise a Bayesian formalism to
estimate the number of presynaptic partners. In these simulations we find good
agreement between estimated and real number of input cells, which shows that
the hit density can be used as a reliable measure for afferent connectivity.

The combination of both, photostimulation and detection algorithm enables
use to investigate the functional microcircuitry of two main cell types of the
medial entorhinale cortex, the stellate and pyramidal cells. We found cell-type-
specific intralaminar and ascending interlaminar feedback inputs. The ascending
interlaminar inputs display distinct organizational principles depending on the
cell-type and its position within the superficial lamina: the spatial spread of
inputs for stellate cells is narrower than for pyramidal cells, while inputs to
pyramidal cells in layer 3, but not in layer 2, exhibit an asymmetric offset to
the medial side of the cell’s main axis.

Finally, we will review the current and future capabilities of photostimulation
in combination with other techniques such as optogenetics for studying neuronal
microcircuits and the underlying distributed logical algorithms.
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Abkiurzungsverzeichnis

ALU ... Arithmetisch-logische Einheit

AOD ................. Akustisch-optischer Deflektor

AP ... Aktionspotential

bB. ...l bei Bedarf

CAMP ................ cyclisches Adenosinmonophosphat

ChR ...l Channelrhodopsin

DAG ...l Diacylglycerol

EC ... Entorhinaler Cortex

HR ...l Halorhodopsin

IP3 ... Inositol-triphosphat

LEC .................. Lateraler entorhinaler Cortex

LED .................. Lichtemittierende Diode

LTP ...l Long-term potentiation

MEC ................. Medialer entorhinaler Cortex

NFP-IR ............... Neurofilament-Protein-Immunreaktion
OptoXR .............. Rhodopsin-G-Protein-gekoppelter Receptor
PSC ... Postsynaptic current (=postsynaptischer Strom)
TESP. « ettt respective
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