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Zusammenfassung

Das Subikulum stellt den grofdten Ursprung efferenter Projektionen aus der hippokampalen
Formation dar und fungiert so als Schnittstelle der Informationsverarbeitung zwischen dem
Hippokampus und Kkortikalen sowie subkortikalen Strukturen. Bei den subikularen
Pyramidenzellen lassen sich entsprechend ihres Entladungsverhaltens zwei Zelltypen
unterscheiden. Sogenannte burstende Zellen feuern in Folge einer depolarisierenden
Strominjektion zwei oder mehr Aktionspotentiale in kurzen zeitlichen Abstdnden, wahrend
reguldr feuernde Zellen mit einem einzelnen Aktionspotential reagieren. Inwieweit es sich bei
burstenden und regular feuernden Zellen um zwei distinkte Zelltypen handelt, die sich - Gber
das charakteristische  Entladungsverhalten hinaus - in  morphologischen  und
elektrophysiologischen Eigenschaften unterscheiden, ist nicht abschlieRend geklart.
Unterschiede zwischen burstenden und regular feuernden Zellen konnten in der Vergangenheit
unter anderem in Bezug auf die Mechanismen der NMDA-Rezeptor-abhangigen
Langzeitpotenzierung an der CA1-Subikulum-Synapse nachgewiesen werden. Ob sich
zwischen den beiden subikularen Pyramidenzelltypen Unterschiede in der Auspragung von
Kurzzeitplastizitat zeigen, ist bisher nicht untersucht worden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Patch-Clamp-Technik genutzt, um das Entladungsverhalten
von Pyramidenzellen in Hirnschnitten von Ma&usen zu charakterisieren, Spontanaktivitat
abzuleiten sowie Auspragungen der posttetanischen Potenzierung an der CA1-Subikulum-
Synapse zu erfassen. Letzteres erfolgte in Anwesenheit verschiedener pharmakologischer
NMDA-Rezeptor-Blocker, um eine Beteiligung spezifischer NMDA-Rezeptor-Subtypen zu
untersuchen und Rickschlisse auf deren pra- oder postsynaptische Lokalisation ziehen zu
kénnen. Einzelzellfarbungen wurden durchgefiuhrt, um die dendritische Morphologie von
burstenden und regular feuernden Zellen zu untersuchen.

Das Entladungsverhalten von insgesamt 369 subikuldren Pyramidenzellen wurde erfasst, wobei
77,5% als burstende und 22,5% als regular feuernde Zellen Kklassifiziert wurden.
Zusammenfassend lie} sich feststellen, dass sich burstende und regular feuernde Zellen in
einigen, die aktiven und passiven Membraneigenschaften betreffenden Parametern, jedoch
nicht in den erhobenen Parametern der dendritischen Morphologie oder der Spontanaktivitat
signifikant unterschieden. In Bezug auf die posttetanische Potenzierung als eine Form der
Kurzzeitplastizitdt wurden keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gefunden.
Daruber hinaus hatte die pharmakologische Blockade von NMDA-Rezeptoren bei beiden Typen
subikularer Pyramidenzellen keinen Einfluss auf die Auspragung der posttetanischen
Potenzierung, fuhrte jedoch zu einer relevanten Verminderung der synaptischen Transmission.
Letzteres konnte in burstenden Zellen auf die Blockade postsynaptisch lokalisierter GIuN2A-
und GluN2B-Untereinheiten enthaltende NMDA-Rezeptor-Subtypen zurtckgefuhrt werden.
Diese Arbeit liefert eine umfassende Charakterisierung von subikuldren Pyramidenzellen
hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen und morphologischen Eigenschaften. Des Weiteren
zeigen die Ergebnisse, dass sich die posttetanische Potenzierung an der CA1-Subikulum-
Synapse burstender und regular feuernder Zellen nicht mafigeblich unterscheidet und dass
diese spezifische Form der Kurzzeitplastizitdt unabhangig von einer Aktivierung pra- oder
postsynaptischer NMDA-Rezeptoren ist.



Abstract

The subiculum represents the largest origin of efferent projections from the hippocampal
formation and thus acts as an interface of information processing between the hippocampus
and cortical as well as subcortical structures. Among subicular pyramidal cells, two cell types
can be distinguished according to their discharge behavior. As a result of depolarizing current
injection bursting cells fire two or more action potentials at short temporal intervals, whereas
regular firing cells respond with a single action potential. Whether bursting and regular firing
cells are two distinct cell types differing in morphological and electrophysiological properties -
beyond the characteristic discharge behavior - has not been conclusively determined.
Differences between bursting and regular firing cells have been demonstrated in the past with
respect to mechanisms of NMDA receptor dependent long-term potentiation at the CA1-
subiculum synapse. However, differential expression of short-term plasticity in these two
subicular pyramidal cell types has not yet been investigated.

In this work the patch-clamp technique was used to characterize the discharge behavior of
pyramidal cells in mouse brain slices and to record the spontaneous activity as well as the post-
tetanic potentiation at CA1-subiculum synapses. The latter was done in the presence of various
pharmacological NMDA receptor blockers to investigate specific NMDA receptor subtypes and
to draw conclusions about their pre- or postsynaptic localization. Single cell stainings were
performed to explore the dendritic morphology of both cell types.

The discharge behavior of a total of 369 subicular pyramidal cells was recorded with 77,5%
classified as bursting and 22,5% as regular firing cells. In summary, bursting und regular firing
cells differed significantly in some parameters related to membrane properties, but not in
dendritic morphology or spontaneous activity. With respect to post-tetanic potentiation as a
phenomenon of short-term plasticity, no differences were found between the groups.
Furthermore, pharmacological blockade of NMDA receptors in both types of subicular pyramidal
cells had no effect on the expression of post-tetanic potentiation but led to a relevant reduction
in synaptic transmission. In bursting cells this was most likely due to blockade of
postsynaptically localized GluN2A- and GluN2B-subunit-containing NMDA receptor subtypes.
This work provides a comprehensive characterization of subicular pyramidal cells in terms of
their electrophysiological and morphological properties. Moreover, the results indicate that there
is no difference between bursting and regular firing cells in the post-tetanic potentiation at the
CA1-subiculum synapse and that this specific form of short-term plasticity is independent of pre-
or postsynaptic NMDA receptor activation.



1 Einleitung

1.1 Die hippokampale Formation

1.1.1 Anatomische Grundlagen

Der Hippokampus liegt bilateral im medialen Temporallappen der GroRhirnrinde. Er grenzt an
das inferiore Horn des lateralen Ventrikels und reicht mit seiner Ianglich-geschwungenen Form
bis zum kaudalen Ende des Corpus callosum (Balken). Seinen Namen verdankt der
Hippokampus (griechisch hippo: Pferd und griechisch campos: Seeungeheuer) der Ahnlichkeit
seiner Form mit einem Seepferdchen.’

Beim Menschen befindet sich die hippokampale Formation, verlagert durch den Zuwachs des
Neokortex, baso-medial im Temporallappen. Der murine Hippokampus erstreckt sich hingegen
von rostro-medial nach ventro-lateral, zeigt ein wesentlich gréReres relatives Volumen und ist in
seiner Orientierung, verglichen mit dem menschlichen Hippokampus, um 90 Grad gedreht
(Abbildung 1).™*

Abbildung 1 Mausegehirn, Hippokampus und horizontaler Hirnschnitt. Schematische Darstellung eines
Mausegehirns (linker Abschnitt), des isolierten Hippokampus mit entorhinalem Kortex (mittlerer Abschnitt) und eines
horizontalen Schnittes durch den Hippokampus (rechter Abschnitt). In Letzterem sind die einzelnen Bereiche der
Hippokampusformation beschriftet: Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis Areal 1 und Areal 3 (CA1, CA3) und
Subikulum (SUB). Ferner ist die Lage des entorhinalen Kortex (EK) markiert.

Die von Camillo Golgi (1843-1926), einem italienischen Mediziner und Histologen, im Jahre
1885 verodffentlichte Schrift ,Sulla fina anatomia degli organi centrali del sistema nervoso” gilt
als eines der wichtigsten, bis dato verdffentlichten Werke Uber die Struktur des
Nervensystems.® Auf Grundlage der von Golgi selbst entwickelten Silbernitrat-Farbung (Golgi-
Farbung) fertigte er Zeichnungen an, die neuronale Strukturen mit einem beeindruckenden
Detailreichtum zeigten und einen Meilenstein in der Erforschung neuronaler Anatomie
darstellten. 1906 erhielt Golgi flr seine Untersuchungen zur feingeweblichen Anatomie des
Nervensystems gemeinsam mit Santiago Ramoén y Cajal (1852-1934) den Nobelpreis fir

Physiologie oder Medizin.



Abbildung 2 zeigt Modifizierungen zweier berGhmter Arbeiten Golgis von 1886, auf denen
Neuronen und ihre Auslaufer innerhalb der hippokampalen Formation zu sehen sind. Unter
anderem waren es die Zeichnungen von Golgi, die die Grundlage fir die Unterscheidung
verschiedener Areale innerhalb der hippokampalen Formation bildeten.®® Unter
zytoarchitektonischen Gesichtspunkten lassen sich innerhalb der hippokampalen Formation drei
Bereiche unterscheiden: Gyrus dentatus, Cornu ammonis (Ammonshorn) und Subikulum
(Abbildung 2). Anhand der unterschiedlichen GréRe von Pyramidenzellen im Cornu ammonis
lasst sich dieses weiter in drei Areale untergliedern, die als CA1, CA2 und CA3 bezeichnet
werden.” Die einzelnen Bereiche der hippokampalen Formation unterscheiden sich mafgeblich
bezuglich ihrer histologischen und neurochemischen Eigenschaften sowie ihrer neuronalen
Konnektivitat,'*#

Die ventrikuldare Oberflache der hippokampalen Formation zeigt eine dinne Schicht
myelinisierter Fasern, die in ihrer Gesamtheit als Alveus bezeichnet werden. Diese vereinigen
sich zunachst in die Fimbria hippocampi. Unterhalb des Corpus callosum gehen die
hippokampalen Faserstrange schlieRlich in die Faserstruktur des Fornix cerebri tber."*#
Histologisch weist der Hippokampus, im Gegensatz zu dem sechsschichtigen Isokortex der
phylogenetisch jungeren Anteile der GroRRhirnrinde, eine dreischichtige allokortikale Struktur auf.
Ein Allokortex findet sich bei entwicklungsgeschichtlich alteren Hirnarealen wie der
hippokampalen Formation (dann bezeichnet als Archikortex) sowie dem Riechhirn.®® Die
laminare Organisation ahnelt sich grundsatzlich in allen Bereichen der hippokampalen
Formation. Die im Gyrus dentatus tiefer gelegene und im Cornu ammonis an den Alveus
angrenzende Schicht ist polymorph und beinhaltet die basalen Dendriten der Prinzipalzellen,
afferente und efferente Faserstrange sowie Interneurone. Im Gyrus dentatus bildet diese den
sogenannten Hilus, im Cornu ammonis und dem Subikulum wird sie Stratum oriens gennannt.
Das Stratum oriens ist im Subikulum nur sehr schwach ausgebildet und oft nicht eindeutig
abgrenzbar. Oberhalb dieser Schicht befindet sich eine zellreiche Schicht aus Prinzipalzellen
und hemmenden GABAergen Interneuronen. Im Gyrus dentatus besteht diese aus Kérnerzellen
(Stratum granulosum), in Cornu ammonis und Subikulum aus Pyramidenzellen (Stratum
pyramidale). Die dritte Archikortexschicht, das Stratum moleculare, enthalt die apikalen
Dendriten der Prinzipalzellen und zahlreiche Axone. Im Cornu ammonis kann das Statum
moleculare weiter in Stratum lucidum (nur in CA3), Stratum radiatum und Stratum lacunosum-
moleculare unterteilt werden. Das Stratum pyramidale des Subikulums ist, verglichen mit der
CA1-Region, weiter und zellular weniger dicht gepackt und enthalt grof3e, gleichférmige Somata

subikuldrer Pyramidenzellen.®1°



Abbildung 2
15 P e Zeichnungen von Camillo Golgi (1843-1926)
i aus dem Jahr 1886. Beschriftungen wurden
nachtraglich hinzugefugt. Oben: ,PLATE XX
[ Schnitt durch die mit Silbernitrat gefarbte
hippokampale Formation einer neugeborenen
i Katze. Beschriftet sind die Bereiche der
hippokampalen Formation: Gyrus dentatus
i (GD), Cornu ammonis Areal 1-3 (CA1, CA2,
CA3) und Subikulum (SUB). Ferner ist die Lage
| des entorhinalen Kortex (EK) markiert. Unten:
I ) LPLATE XXI“. Teilansicht eines Schnittes durch
i die mit Silbernitrat gefarbte hippokampale

— Stratum granulosum

L >
3 %ﬁ% Sy S —— Stratum moleculare Formation eines Kaninchens. Beschriftungen
i AL AN markieren die Lage des Alveus, die
: Stratum moleculare Dreischichtung im Cornu ammonis sowie zwei

der drei Schichten des Gyrus dentatus.
Modifiziert nach Bentivoglio und Swanson
(2001) ,On the fine structure of the pes
Stratum oriens Hippocampi major (with plates XIII-XXI11)“.5

Alveus

Stratum pyramidale

1.1.2 Schaltkreise in der hippokampalen Formation

Die intrinsischen hippokampalen Verschaltungen stellen sich als unidirektionale, erregende,
glutamaterge Neuronenkette dar. Wie in Abbildung 3 vereinfacht dargestellt, verlauft der
Informationsfluss in der Hippokampusformation vom entorhinalen Kortex zum Gyrus dentatus
Uber das Cornu ammonis zum Subikulum. Das afferente System der hippokampalen Formation
wird durch den Gyrus dentatus reprasentiert. Die Kdrnerzellen des Gyrus dentatus werden Uber
den von Sternzellen des entorhinalen Kortex ausgehenden Tractus perforans erregt. Sie
projizieren mit ihren als Moosfasern bezeichneten Axonen zu den Pyramidenzellen der
CA3-Region. Axone der CAS3-Pyramidenzellen ziehen als Schaffer-Kollaterale zu den
CA1-Pyramidenzellen. Das Subikulum erhalt wiederum Projektionen von Pyramidenzellen der
CA1-Region. Subikuldre Pyramidenzellen senden ihrerseits exzitatorische Projektionen aus, mit
denen sie zum einen wieder in den entorhinalen Kortex, zum anderen zu verschiedenen
kortikalen und subkortikalen Regionen gelangen. Somit stellt das Subikulum als
Ausgangsstruktur der hippokampalen Formation den efferenten Anteil des Systems dar.'4%1".12
Neben dem beschriebenen primaren Schaltkreis durch die hippokampale Formation bestehen
zusatzlich direkte Projektionen aus dem entorhinalen Kortex in alle Areale der hippokampalen

413 Eine Ubersicht Uber den Informationsfluss innerhalb der hippokampalen

Formation.
Formation sowie eine Auswahl afferenter extrahippokampaler Projektionen in den entorhinalen

Kortex kann Abbildung 3 entnommen werden.
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Abbildung 3 Projektionen in den entorhinalen Kortex und hippokampale
Verbindungen. Abbildung =zeigt eine schematische Darstellung ausgewahlter
Projektionen in den entorhinalen Kortex sowie afferente und efferente Verbindungen
innerhalb der hippokampalen Formation. Der entorhinale Kortex wird von Afferenzen
zahlreicher kortikaler und subkortikaler Gebiete erreicht. Geschwungene Pfeile deuten
wichtige Projektionen innerhalb der hippokampalen Formation unter Einbeziehung des
entorhinalen Kortex an: Tractus perforans, Moosfasern, Schaffer-Kollateralen. Das
Subikulum bildet als Ausgangsstruktur der hippokampalen Formation eine wichtige
Schnittstelle zu kortikalen und subkortikalen Gebieten.

1.1.3 Funktionen der hippokampalen Formation

Spatestens seit dem 1957 erschienenen Bericht von William Scoville und Brenda Milner Uber
den Patienten Henry Molaison (auch bekannt als Patient H.M.) weil man, dass es bei
Entfernung oder Zerstérung beider Hippokampi zu ausgepragten Gedachtnisstérungen kommt.
Henry Molaison litt seit seiner Kindheit an rezidivierenden tonisch-klonischen epileptischen
Anféllen, deren Ursprung der amerikanische Neurochirurg William Scoville in den medialen
Temporallappen beider Hemispharen vermutete. Nach chirurgischer Entfernung dieser traten
zwar keine epileptischen Anfalle mehr auf, jedoch zeigte Molaison eine starke anterograde und
zeitlich abgestufte retrograde Amnesie. Hier wurde deutlich, dass der Hippokampus eine
zentrale Rolle fiir die Gedachtnisfunktion des Gehirns spielen muss.'*'®

Wahrend das Kurzzeitgedachtnis eine Leistung des prafrontalen und posterior-parietalen Kortex
zu sein scheint, wird dem Hippokampus eine Beteiligung am Speicherungsprozess von
Informationen im Langzeitgedachtnis zugeschrieben. Die Uberfihrung von Informationen vom
Kurz- in das Langzeitgedachtnis wird als Gedachtniskonsolidierung bezeichnet.’®'” Es lassen
sich grundsatzlich zwei Formen des Langzeitgedachtnisses unterscheiden: Das deklarative
(explizite) Gedachtnis und das nicht-deklarative (implizite) Gedachtnis. Dem nicht-deklarativen

Gedachtnis wird eine Bedeutung fir weitgehend unbewusste Phanomene wie Habituation,



Sensibilisierung, Konditionierung und prozeduralem Lernen zugeschrieben. Das deklarative
Gedachtnis speichert vor allem bewusste Informationen, die als Wissen oder Erinnerung
abgerufen werden koénnen. Es kann weiter in zwei Komponenten aufgeteilt werden: Ein
episodisches Gedachtnis (autobiographisches Wissen, Erinnerung an Erlebnisse) und ein
semantisches Gedéachtnis (Faktenwissen, Wissen um die Bedeutung von Worten).'®8:19

Der Hippokampus gilt als das anatomische Korrelat der Gedachtniskonsolidierung deklarativer,
insbesondere episodischer Gedachtnisinhalte. Eine Schadigung des Hippokampus flihrt zu
einer anterograden Amnesie mit dem Verlust der Fahigkeit neue Informationen in das
Langzeitgedachtnis einzuspeisen.'®?2! Diskutiert wird eine moégliche der Rolle hippokampalen
Formation fir die komplexe Organisation und Konsolidierung von Erlebnissen insbhesondere im
Kontext assoziativer, raumlicher und zeitlicher Faktoren.?? Die hippokampale Formation fungiert
womdglich als eine Art temporarer Speicher fur neue Informationen. Es wird vermutet, dass der
Neokortex den endgliltigen Speicherort fiir deklarative Gedachtnisinhalte darstellt.’®'81°
Kortikale und hippokampale Netzwerkoszillationen spielen eine wichtige Rolle bei der
Kodierung, Konsolidierung und dem Abrufen von Gedachtnisinhalten. Sie werden nach ihren
Frequenzen kategorisiert und bestimmte Frequenzen konnten mit spezifischen
Verhaltenszustanden in Verbindung gebracht werden. Als gedachtnisrelevante Aktivitatsmuster
innerhalb der hippokampalen Formation finden sich Netzwerkoszillationen im Theta-
Frequenzbereich (ca. 5-10 Hz), Gamma-Frequenzbereich (ca. 30-100 Hz) sowie Sharp-Wave-
assoziierte Ripple-Oszillationen (ca. 120-220 Hz). Nach einer 1989 von Gyodrgy Buzsaki
vorgeschlagenen Zwei-Stufen-Hypothese (engl. two-step hypothesis of memory) erfolgt die
Integration neuer Informationen wahrend Theta-Oszillationen und die anschlieRende
Konsolidierung von Gedéchtnisinhalten unter Sharp-Wave-assoziierten Rippel-Oszillationen.?*2
Ferner wurde eindrucksvoll gezeigt, dass der Hippokampus bei der Kodierung und
Prozessierung von rdumlichen Informationen, die fur die Orientierung im Raum und Steuerung
von Bewegungen bedeutsam sind, involviert ist. Die hippokampalen Neurone erfassen und
verarbeiten raumliche Informationen innerhalb von Netzwerken spezifischer Zellen (place cells,
grid cells, border cells, head-direction cells), die die unterschiedlichen rdumlichen Informationen
in eine Art rdumliche Karte integrieren. Die Organisation von und der Zugriff auf rdumliche
Informationen erméglicht zum einen die Formierung eines Ortsgedachtnisses und zum anderen
die Verknipfung von episodischen Erinnerungen an ihren raumlichen Kontext.?#2"-%

Neben diesen bereits langer bekannten Funktionen wird in neueren Veréffentlichungen
beschrieben, dass eine anatomische und funktionelle Verbindung der hippokampalen Formation
zu Schaltstellen des mesolimbischen Belohnungssystems wie zum Beispiel dem Nucleus
accumbens besteht. Der Hippokampus scheint also auch an den neurobiologischen Prozessen,
die der Kodierung von Erwartung, Bewertung und Motivation zugrunde liegen, beteiligt zu

sein.’"3?



Ferner wird vermutet, dass Teile der hippokampalen Formation bei der neurobiologischen
Antwort auf Stressoren, der Konditionierung von Furcht sowie dem resultierenden Furcht-
assoziierten Verhalten eine steuernde Funktion Gbernehmen. Plausibel erscheint dies aufgrund
der engen Verbindungen zwischen der hippokampalen Formation (insbesondere dem
Subikulum) und der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse.>**

Den genannten Funktionen der hippokampalen Formation ist gemein, dass sie eine dynamische
und modellierbare Verarbeitung erfordern und somit im Grunde neuronale Lernvorgange
darstellen. Synaptische Plastizitat - die aktivitdtsabhangige Veranderung der synaptischen
Ubertragungsstarke - der hippokampalen Verschaltungen und ihrer extrahippokampalen
Projektionen kdnnte das neurophysiologische Korrelat dieser neuronalen Lernvorgange

darstellen. 63437

1.2 Das Subikulum

1.2.1 Subikulum, Prasubikulum, Parasubikulum

Der Begriff ,,subikularer Komplex* wird von einigen Autoren verwendet, um verschiedene, relativ
kleine, kortikale Felder zusammenzufassen, die sich zwischen der CA1-Region und dem
entorhinalen Kortex (ventral) beziehungsweise dem retrosplenialen Kortex (dorsal) befinden:
Subikulum, Prasubikulum und Parasubikulum.®38

Das Subikulum unterscheidet sich maligeblich von den anderen Regionen, die unter dem
Begriff des subikularen Komplexes vereint werden. Unterschiede in der laminaren Architektur
und der Konnektivitat dieser Areale haben schlielllich zum einen dazu gefihrt, dass das
Subikulum eher der hippokampalen Formation zuordnet wird, zum anderen, dass das
Prasubikulum und das Parasubikulum mit dem entorhinalen Kortex, dem perirhinalen Kortex
und dem postrhinalen Kortex als ,parahippokampale Region“ gruppiert wird. Der Ubergang der
CA1-Region zum Subikulum ist durch die Verbreiterung und Auflockerung des Stratum
pyramidale gekennzeichnet. Die Grenze des Subikulums zum Prasubikulum wird durch eine
prasubikuldr auftretende, zuséatzliche oberflachliche laminare Schicht markiert.3°

Abbildung 4 zeigt die Mikrofotographie eines horizontalen Hirnschnittes, auf welchem die
Bereiche der hippokampalen Formation sowie Teile der benachbarten parahippokampalen

Region markiert sind.



Abbildung 4

Mikrophotographie der hippokampalen Formation.
Mikrofotographie eines mit Thionin  gefarbten
horizontalen Hirnschnitts durch die hippokampale
Formation einer Ratte. Beschriftet sind die Bereiche
der hippokampalen Formation: Gyrus dentatus (GD),
Cornu ammonis Areal 1 (CA1) und Areal 3 (CA3),
Subikulum (SUB) sowie benachbarte
parahippokampale Kortices: Prasubikulum (PRS),
Parasubikulum (PAS), medialer und lateraler
entorhinaler Kortex (MEK, LEK). Modifiziert nach
Amaral und Witter (1989) ,The three-dimensional
organization of the hippocampal formation: a review
of anatomical data“*

1.2.2 Afferente und efferente Verbindungen des Subikulums

Das Subikulum erhalt eine Vielzahl intrahippokampaler sowie extrahippokampaler Eingange,
stellt den gréRten Ursprung efferenter Projektionen aus der hippokampalen Formation und
fungiert so als Schnittstelle der Informationsverarbeitung zwischen dem Hippokampus und
kortikalen sowie subkortikalen Strukturen.'*8

Bei den afferenten Projektionen, die das Subikulum von Pyramidenzellen der CA1-Region
erhalt, gibt es eine Besonderheit: Die Projektionen sind entlang einer proximal-distalen Achse
beider Regionen organisiert. Proximal (an das CA3-Areal angrenzend) gelegene CA1-
Pyramidenzellen projizieren dabei in einer weiten Schleife Gber den Alveus und den tiefen Anteil
des Stratum oriens zum distalen Subikulum, wahrend distal (an das Subikulum angrenzend)
lokalisierte CA1-Pyramidenzellen Uber das Stratum oriens zum proximalen Subikulum ziehen
(Abbildung 5).4041

Weiterhin erhalt das Subikulum direkte exzitatorische Afferenzen aus dem entorhinalen Kortex.
Der laterale entorhinale Kortex projiziert dabei zum proximalen Subikulum, wohingegen der
mediale entorhinale Kortex Projektionen zum distalen Subikulum sendet."*?* Neben den
Afferenzen aus dem entorhinalen Kortex erhalt das Subikulum exzitatorische Afferenzen aus
weiteren kortikalen Regionen wie dem perirhinalen Kortex und dem retrosplenialen Kortex.
AulRerdem wurden zahlreiche Eingange in das Subikulum beschrieben, deren Urspriinge in
subkortikalen Gebieten liegen. Zu nennen sind hier die Amygdala, der Thalamus, die Corpora
mamillaria, die Septumkerne, der Nucleus incertus, das ventrale tegmentale Areal, der Locus
coeruleus, die Raphe-Kerne sowie die Substantia nigra (Abbildung 5).323943

Subikulare Pyramidenzellen senden ihrerseits exzitatorische Projektionen zu diversen kortikalen
und subkortikalen Regionen. Ferner konnten direkte Projektionen von subikuldren
Pyramidenzellen in die CA1-Region nachgewiesen werden, was fir eine bidirektionale

Verbindung dieser zwei Areale spricht.***” Die kortikalen und subkortikalen Zielstrukturen der



subikularen Projektionen umfassen unter anderem den entorhinalen Kortex, das Prasubikulum,
den retrosplenialen Kortex, Teile des prafrontalen Kortex, perirhinale und postrhinale Kortices,
den Gyrus cinguli, die Amygdala, den Thalamus, den Hypothalamus und die Corpora

mammillaria, den Nucleus accumbens sowie die Septumkerne (Abbildung 5).3%4348
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Abbildung 5 Subikulare Afferenzen und Efferenzen. Schematische Darstellung der
topographischen Organisation der Projektionen aus dem Areal 1 des Cornu ammonis
(CA1) in das Subikulum sowie der afferenten und efferenten extrahippokampalen
Verbindungen des Subikulums. Jeweils drei unterschiedliche Bereiche entlang der
poximal-distalen Achse (proximal, mittig, distal) sind als Bereiche mit unterschiedlichen
Schattierungsmustern dargestellt. Graue Pfeilverbindungen zeigen die Organisation der
Projektionen aus dem CA1-Areal.

Lange Zeit ging man davon aus, dass subikuldre Pyramidenzellen gering kollateralisierte Axone
aufweisen, mit denen sie einzelne Zielstrukturen ansteuern. In einer aktuellen Veréffentlichung
konnte gezeigt werden, dass die Axone subikuldrer Zellen sich verzweigen und multiple
Zielregionen erreichen, wobei den Projektionen eine topographische Organisation entlang der
proximal-distalen Achse des Subikulums zu Grunde liegt.*°

Es wurde gezeigt, dass sowohl die Eingdnge in das Subikulum als auch die Urspriinge der
unterschiedlichen subikularen Projektionen topographisch entlang proximal-distaler und ventral-
dorsaler Achsen organisiert sind.**#8*° Fragestellungen dieser Art lassen sich unter anderem
mit Hilfe von morphologischen Rekonstruktionen und retrogradem Neurotracing untersuchen. In
Bezug auf Verteilungen entlang der proximal-distalen Achse konnte gezeigt werden, dass
subikulare Pyramidenzellen mit spezifischen Efferenzen anatomisch-funktionelle Gruppierungen
aufweisen. Die Gruppierungen lieBen sich ferner dem proximalen oder distalen Subikulum

zuordnen. Subikuldre Pyramidenzellen mit Projektionen zum lateralen entorhinalen Kortex, dem



orbitofrontalen Kortex, der Amgydala und dem Nucleus accumbens befanden sich im
proximalen Subikulum, wahrend im distalen Subikulum lokalisiert Pyramidenzellen zum
Prasubikulum, dem medialen entorhinalen Kortex, dem retrosplenialen Kortex und dem
Hypothalamus projizierten.***° Weiterhin wurde eine komplexe ventral-dorsale Segregation
subikularer Efferenzen und vor allem auch der afferenten Projektionen in das Subikulum
beschrieben.®23°435" Ays der Organisation subikuldrer Projektionen entlang von anatomischen
Achsen lasst sich schlussfolgern, dass die mit den verschiedenen Projektionen verknupften,
hippokampalen  beziehungsweise  subkuldren  Schllsselfunktionen  ebenfalls eine

topographische Organisation aufweisen kdnnten,3243:4849.52

1.2.3 Funktionen und pathophysiologische Bedeutung des Subikulums

Die Diversitat und Komplexitat der afferenten und efferenten Projektionen legt nahe, dass dem
Subikulum keine einzelne spezifische Funktion zugeordnet werden kann. Vielmehr scheint das
Subikulum durch seine besondere Lage innerhalb der hippokampalen Formation eine Schnitt-
und Schaltstelle dieser Einheit zu sein.

Von Shane O'Mara et al. (2001) wurde vorgeschlagen, dass eine Schlisselfunktion des
Subikulums darin liegen kdnnte, die durch Inhibition im Gyrus dentatus stark gefilterten Signale
fur die kortikale und subkortikale Weiterleitung zu amplifizieren.*® Ein von Shane O'Mara et al.
(2005, 2009) entwickeltes Modell - ,model of subicular function(s)* - stellt eine VerknUpfung
zwischen den moglichen Funktionen des Subikulums und der Topographie von afferenten und
efferen Projektionen her.3>*° Die Funktion des dorsalen Subikulums wird hier in Anlehnung an
Ergebnisse von Lasionsstudien vor allem bei der Integration von raumlichen und
bewegungsassozierten Informationen sowie der Gedéachtnisfunktion gesehen.®**% Das
ventrale Subikulum hingegen nimmt in diesem Modell hauptséachlich inhibitorischen Einfluss auf
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und wirkt damit hemmend auf
Stress-Reaktionen. 32336

In einer aktuellen Veréffentlichung konnte mittels optogenetischer Methoden gezeigt werden,
dass das dorsale Subikulum, beziehungsweise der Pfad zwischen CA1-Areal, dorsalem
Subikulum und medialem entorhinalem Kortex insbesondere fur den Abruf von episodischen

t.°” Ahnliche Uberlegungen lassen sich auch in Bezug auf die

Gedachtnisinhalten essenziell is
unterschiedlichen Zielregionen anstellen, die Gruppierungen subikuldrer Pyramidenzellen
entlang der proximal-distalen Achse des Subikulum aufweisen.***®4% Mark Cembrowski et al.
(2018) konnten mittels akutem zelltypspezifischem neuronalen Silencing von proximal oder

distal lokalisierten Pyramidenzellen zeigen, dass die distale Population subikularer



Pyramidenzellen wesentlich fur die Gedachtnisbildung wahrend einer raumlichen
Arbeitsgedachtnisaufgabe (engl. spatial working memory task) ist.*

Jenseits dieser vergleichsweise theoretischen Implikationen wird von einer Beteiligung des
Subikulums an der Pathogenese verschiedener neurologisch-psychiatrischer Erkrankungen
beim Menschen ausgegangen. Vielfach diskutiert wurde und wird eine pathophysiologische
Beteiligung des Subikulums bei der Alzheimer-Erkrankung. Beispielsweise zeigten histologische
post mortem Gewebeuntersuchungen von an Alzheimer-Demenz erkrankten Patienten im
Subikulum ausgepragte Zellverluste, vergesellschaftet mit einer grofien Dichte extrazellularer
Ablagerungen von Beta-Amyloid.*®®° Ferner wurde im Rahmen von Neuroimaging-Studien
gesehen, dass sich die progressive Atrophie des Hippokampus bei Patienten mit Alzheimer-
Demenz interessanterweise am frilhesten im Subikulum manifestiert.®! Die funktionelle
Isolierung des Subikulums von seinen intra- und extrahippokampalen Afferenzen zum einen,
sowie von seinen kortikalen und subkortikalen Zielregionen zum anderen, kénnte das
strukturelle Korrelat der klinischen Erscheinung der Alzheimer-Erkrankung sein.>®°

Weiterhin wird eine Beteiligung des Subikulums an der Initiierung von epileptischen Anfallen im
Rahmen von Temporallappenepilepsien angenommen.®?%® Das Subikulum wurde ferner als
eine der Regionen identifiziert, die im Rahmen von Schizophrenien prominente
zytoarchitektonische Veranderungen und eine aberrante funktionelle Konnektivitat aufweisen.
Es wird vermutet, dass diese Veranderungen zur psychotischen und kognitiven
Symptomatologie der Stérung beitragen.®”° AuRerdem sind Veranderungen von
hippokampaler Form und Volumen haufig beobachtete strukturelle Anomalien bei schweren
depressiven Stérungen. Im Rahmen von Neuroimaging-Studien wies hierbei insbesondere das
Subikulum starke strukturelle Verdnderungen auf.”"”® Darliber hinaus wird in aktuellen
Veroffentlichungen darauf hingewiesen, dass das ventrale Subikulum eine wichtige Rolle bei
der Pathogenese von Abhangigkeitserkrankungen zu spielen scheint.®":74-7¢

Um die Bedeutung des Subikulums sowohl im Rahmen physiologischer als auch
pathophysiologischer Prozesse zu verstehen, ist es wichtig, Erkenntnisse Uber die
Organisation, die Eigenschaften und das Zusammenspiel von Netzwerken, Zellen, Rezeptoren,

Transmittern, Modulatoren und Genen im Subikulum zu gewinnen.

10



1.3 Subikulare Pyramidenzellen

1.3.1 Burstende und regulér feuernde Zellen

Bei den Pyramidenzellen im Subikulum von Nagetieren und Menschen lassen sich
entsprechend ihres elektrophysiologischen Entladungsverhaltens zwei Zelltypen unterscheiden.
Sogenannte burstende Zellen (engl. burst-firing cells, busting cells, intrinsically bursting cells,
BURST) feuern in Folge einer kurzen orthodromen/antidromen Stimulation oder
depolarisierenden Strominjektion zwei oder mehr Aktionspotentiale in kurzen zeitlichen
Abstanden, wahrend regular feuernde Zellen (engl. regular-firing cells, regular spiking cells,
REG) auf dieselbe Stimulation mit einem einzelnen Aktionspotential reagieren.””#

Im Rahmen lang andauernder Strominjektionen zeigen BURST im Anschluss an die initiale
selbstlimitierende burstende Entladung einzelne Aktionspotentiale oder weitere burstende
Entladungen, gefolgt von einzelnen Aktionspotentialen, wobei sich die Frequenz proportional
zur Starke der Strominjektion verhalt.®-%2848 Auys diesem Grund kann bei BURST weiter
zwischen BURST mit lediglich einer burstenden Entladung (schwach burstende Zellen, engl.
weak bursting cells) und BURST mit der Fahigkeit, mehrere burstende Entladungen zu
generieren (stark burstende Zellen, engl. strong bursting cells), unterschieden werden.*®’":’® Bei
REG zeigen sich bei lang andauernder Strominjektion mehrere Einzelentladungen in Form klar
voneinander abgrenzbarer Aktionspotentiale, deren Frequenz ebenfalls von der Starke der

iSt.47'78'81'86’87

Strominjektionen  abhangig Beispiele  fir die  zelltypspezifischen

elektrophysiologischen Entladungsmuster finden sich in Abbildung 6.

L L

Abbildung 6 Entladungsmuster subikuldrer = Pyramidenzelltypen.
Entladungsverhalten burstender (A) und regular feuernder (B) subikularer
Pyramidenzellen als Reaktion auf eine depolarisierende Strominjektion von 50 pA
(durchgezogene Linie). Gestrichelte Linie zeigt das Ruhemembranpotential.
MaRstabsleisten: 10 mV, 20 ms. Modifiziert nach Taube  (1993)
Electrophysiological properties of neurons in the rat subiculum in vitro“.”®

Die gangige Meinung ist, dass die beiden Zelltypen nicht ineinander konvertieren kénnen.®®

Anzumerken ist jedoch, dass in der Vergangenheit Veranderungen des Entladungsverhaltens

bei Depolarisation des Membranpotentials beobachtet wurden: Depolarisationsbedingt kam es
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bei BURST zu einem Entladungsmuster ahnlich dem von REG anstelle der zuvor beobachteten
burstenden Entladungen.”’88283  Dieses Phanomen konnte in anderen Studien jedoch nicht
reproduziert werden.”®%® AuRerdem wurde berichtet, dass REG unter repetitiver somatischer
Stimulation fahig waren burstende Entladungen zu generieren. Diese burstenden Entladungen
zeigten sich, im Gegensatz zu denen der BURST, gegen Ende des somatischen
Stimulationsprotokolls.38%°

Konversionsahnliche Phanomene wurden auch im Rahmen von Untersuchungen der dem
burstenden Entladungsverhalten zugrundeliegenden Mechanismen beobachtet. Sie traten zum
Beispiel auf, wenn lonenkanale geblockt wurden, die wahrscheinlich an der Initiierung,
Aufrechterhaltung oder Terminierung des burstenden Entladungsverhaltens beteiligt sind.”39'-9
Fur die Entstehung burstender Entladungen sind vermutlich mehrere lonenkanale, darunter
spannungsgesteuerte Calcium-Kanale, verantwortlich. Grundsatzlich wird angenommen, dass
ein durch ein vorausgehendes Aktionspotential aktivierter Calciumionen-Strom eine
Depolarisation ~ des = Membranpotentials  verursacht. Dadurch kann es  Dbei
Schwelleniiberschreitung zur Auslésung von konsekutiven Aktionspotentialen kommen.%2%
Zunachst  wurden  Calcium-Schweifstrome  (engl.  calcium  tail  currents) durch
hochspannungsaktivierte Calcium-Kanale (vor allem vom R-Typ) in der Nahe des Somas als
grundlegende Komponente der Nachdepolatisation identifiziert, die das burstende
Entladungsverhalten ausldst.? In einer Verdffentlichung von 2017 legte eine Gruppe von
Wissenschaftlern unter Zuhilfenahme pharmakologischer, molekularer und genetischer
Untersuchungsmethoden die essenzielle Rolle von niederspannungsaktivierten Calcium-
Kanalen vom T-Typ fir die Initiierung burstenden Entladungsverhaltens im Subikulum dar .

Die genaue funktionelle Bedeutung des burstenden Entladungsverhaltens im Subikulum ist
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Es wird davon ausgegangen, dass die durch das
burstende Entladungsverhalten erhdhte Wahrscheinlichkeit der prasynaptischen Freisetzung
von Neurotransmittern zu einer Verstarkung der Informationsweiterleitung fiihrt.%**¢ AuRerdem
wird angenommen, dass multiple Aktionspotentiale aus burstenden Entladungen in die
Dendriten zurticklaufen (engl. backpropagating actionpotentials) und dort starker Einfluss auf
synaptische Integration und synaptische Plastizitdt nehmen kdénnten als ein einzelnes
Aktionspotential.”®%’

Neben der funktionellen Relevanz des unterschiedlichen Entladungsverhaltens von BURST und
REG stellt sich die Frage, ob diese Heterogenitat das Vorhandensein verschiedener Zelltypen
oder die Existenz lediglich eines einzelnen Zelltyps mit variabler Erregbarkeit widerspiegelt
78.8088.98.99  Aktuelle Verdffentlichungen favorisieren zunehmend eine Aufteilung subikulérer
Pyramidenzellen in distinkte Subpopulationen unter Berlcksichtigung ihrer topographischen,

funktionellen und elektrophysiologischen Charakteristika.*®49:88.100
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1.3.2 Elektrophysiologische Eigenschaften

Einzelne oder multiple Aktionspotentiale sind das Endprodukt synaptischer Integration, also der
Verarbeitung eingehender Informationen auf synaptischer Ebene. Dieser Verarbeitungsprozess
wird zum einen durch aktive, zum anderen durch passive Membraneigenschaften beeinflusst
und kann so elektrophysiologisch untersucht werden.”® Passive Membraneigenschaften
bezeichnen dabei die ,Kabeleigenschaften® (engl. cable properties) von neuronalen
Membranen, in denen sich die Kapazitdten und Widerstande dieser widerspiegeln. Aktive
Membraneigenschaften beinhalten hingegen Prozesse an der neuronalen Membran fir welche
beispielsweise die Aktivierung spannungs- oder ligantengesteuerter lonenkanéale eine Rolle
spielt.”® Es besteht Uneinigkeit dariber, ob die beiden Zelltypen - jenseits des
charakterisierenden burstenden oder regular feuernden Entladungsverhaltens - Unterschiede in
ihren aktiven oder passiven elektrophysiologischen Eigenschaften aufweisen. In einigen
Verdffentlichungen konnten zelltypspezifische Unterschiede beschrieben werden. 48858398
Andere Autoren konnten hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen BURST und REG
in Bezug auf die aktiven und passiven Membraneigenschaften finden.*®’87%19"  Der
reproduzierbarste elektrophysiologische Unterschied bleibt also zunachst das Vermdgen

Aktionspotentiale in einem charakteristischen zeitlichen Muster zu feuern.

1.3.3 Zelltypspezifische Verteilung

Ein weitgehender Konsens besteht darin, dass die Anzahl an BURST im Subikulum gegentber
der Anzahl an REG Uberwiegt. Das genaue Verhaltnis betreffend finden sich groRe Varianzen

zwischen verschiedenen Verdffentlichungen.#6-48:53.78-82.93,98,99,102

Interessanterweise zeigen
BURST und REG eine unterschiedliche Verteilung innerhalb des Subikulums. Es wurde gezeigt,
dass das Verhaltnis von BURST zu REG entlang der proximal-distalen Achse des Subikulums
(bezogen auf die Entfernung zum CA1-Areal) zunimmt.*®7889 |n der Vergangenheit gab es
ferner Hinweise darauf, dass sich die zwei Klassen subikularer Pyramidenzellen hinsichtlich
ihrer Lage innerhalb des Stratum pyramidale unterscheiden. BURST wurden hierbei haufiger in
den tiefen Schichten des Stratum pyramidale (naher am Alveus) detektiert, wahrend der Anteil
an REG in den oberflachlichen Schichten der Zellschicht (ndher an der Fissura hippocampalis)
groRer war.*"7849 |n anderen Veroffentlichungen lieR sich dieser Zusammenhang jedoch nicht
bestatigen.*®’®% Ob solche Gradienten sowohl im ventralen als auch dorsalen Hippokampus
existieren oder ob die Verteilung von BURST und REG entlang der dorsal-ventralen Achse
variiert, ist noch nicht abschlieend geklart. Auch wenn sich noch keine klaren topographischen
Trennlinien ziehen lassen, scheint das Vorkommen von BURST und REG zumindest entlang

der proximal-distalen Achse organisiert zu sein.
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1.3.4 Zellulare Morphologie

Die Prinzipalzellen des Subikulums sind vergleichsweise grof3 und weisen die fiir ihren Zelltyp
charakteristische Pyramidenform auf. Das triangular geformte Soma entlasst kurze basale
Dendriten, die im tiefen Anteil des Stratum pyramidale terminieren sowie lange apikale
Dendriten, die sich im Stratum moleculare ausbreiten und teilweise bis zur Fissura
hippocampalis reichen (Abbildung 7).%%4779% An apikalen und basalen Dendriten wurden
dendritische Spines — kleine, dendritische Membranvorwélbungen, die die postsynaptischen
Komponenten exzitatorischer Synapsen darstellen — beobachtet.*®4""*8 Es wurde aufllerdem
gezeigt, dass die Axone subikularer Pyramidenzellen zum einen innerhalb des Subikulums in
die zellreiche Schicht und zu den apikalen Dendriten projizieren, zum anderen das Subikulum
Uber den Alveus in Richtung ihrer Zielregionen verlassen.*®*"'% |n den meisten bisherigen
Veroffentlichungen wiesen das Soma, die Dendriten und die Axone von BURST und REG
ahnliche morphologische Charakteristika auf.*647.77-79.82.98.101.103.104 Finjge andere Autoren fanden
hingegen Hinweise auf  zelltypspezifische Unterschiede in der  apikalen

Dendritenmorphologie.*’88%
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Abbildung 7 Subikulire Pyramidenzelltypen. Entladungsverhalten
burstender (A) und reguldr feuernder (B) subikuldrer Pyramidenzellen
sowie Mikrophotographie und Camera-Lucida-Zeichnung der gleichen
Pyramidenzelle. Modifiziet nach Greene und Totterdell (1997)
Morphology and distribution of electrophysiologically defined classes of
pyramidal and nonpyramidal neurons in rat ventral subiculum in vitro“.%8
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1.3.5 Konnektivitdt und extrahippokampale Projektionen

Zum einen stellt sich die Frage, inwieweit BURST und REG untereinander und mit
Interneuronen lokal im Subikulum vernetzt sind, zum anderen ob sich Unterschiede in den
extrahippokampalen Projektionsgebieten der beiden Zelltypen finden lassen.

Eine aktuelle Studie weist darauf hin, dass die beiden subikuldren Zelltypen unterschiedlich in
das lokale und neuronale Netzwerk integriert sind. Claudia Bohm et al. (2015) zeigten mittels
multipler Patch-Clamp-Messungen erstens, dass BURST mit BURST und REG mit REG
rekurrent verbunden sind und zweitens, dass eine unidirektionale Verbindungen von REG zu
BURST besteht. Bemerkenswerterweise konnte keine Verbindungen von BURST zu REG
beobachtet werden. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Interneurone und REG in beide
Richtungen starker miteinander verbunden waren als Interneurone und BURST.'%

Interessant ist auch, dass BURST wesentlich starker als REG an der oszillatorischen
Netzwerkaktivitdt im Subikulum zu partizipieren scheinen.'®"'% Die geringere Beteiligung von
REG an den Netzwerkrhythmen kénnte sich unter anderem durch die starkere inhibitorische
Verbindung zwischen Interneuronen und REG erklaren lassen.'%>1%9

Bezogen auf die extrahippokampalen Projektionsgebiete des Subikulums konnte nachgewiesen
werden, dass verschiedenen Zielregionen in unterschiedlichen Anteilen von Projektionen
BURST und REG erreicht werden. Damit einhergehend wurde beobachtet, dass sich die
kortikalen und subkortikalen Zielregionen von BURST und REG malgeblich unterscheiden. Es
wurde gezeigt, dass BURST vor allem zum medialen entorhinalen Kortex, dem Prasubikulum,
dem retrosplenialen Kortex sowie dem Hypothalamus projizieren. Projektionen der REG
erreichen vor allem den lateralen entorhinalen Kortex, den orbitofrontalen Kortex, die Amgydala
und den Nucleus accumbens. Hier zeigen sich bei Rickbesinnung auf die Verteilung der zwei
subikuldren Pyramidenzelltypen innerhalb des Subikulums Ubereinstimmungen mit der zuvor
beschrieben proximal-distalen Topographie der efferenten Projektionen.*®*° Zusammenfassend
I&sst sich also sagen, dass jede Zielregion in Abhangigkeit der Lage der zu ihr projizierenden
Zellen und Verteilung von BURST und REG innerhalb des Subikulums, Eingange von
unterschiedlichen Anteilen an BURST und REG erhalt. Dies suggeriert einen durch das
Subikulum organisierten parallelen Informationsfluss aus der hippokampalen Formation.*®4°
Aus den Informationen Uber die unterschiedlichen Projektionsgebiete subikularer
Pyramidenzellen lassen sich Vermutungen beziglich ihrer Funktionen aufstellen: BURST
projizieren in Regionen, die vor allem bei der Prozessierung raumlicher Informationen involviert
sind, wahrend REG in Regionen projizieren, die vor allem bei der Verarbeitung von nicht-

raumlichen kontextualen und objekt-bezogenen Informationen eine Rolle spielen.8199110
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1.3.6 Zelltypspezifische molekulargenetische Marker

Lange Zeit gab es keine topographischen oder zelltypspezifischen genetischen Marker fir
Pyramidenzellen im Subikulum.

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Fibronectin-1-Expression einen Marker flr
Pyramidenzellen im dorsalen Subikulum darstellt. Eine auf das dorsale Subikulum beschrankte
Cre-Expression wurde hier genutzt, um die Rolle des dorsalen Subikulums bei der
Gedéachtnisbildung und dem Abruf von Gedachtnisinformationen zu erforschen.®” Eine andere
Studie zeigte, dass sich Unterschiede in der Genexpression zwischen Pyramidenzellen im
distalen und proximalen dorsalen Subikulum finden. Beispielsweise exprimieren subikulare
Pyramidenzellen im proximalen Subikulum Neuronatin, wahrend eine Neurotensin-Expression
in distalen subikuldren Pyramidenzellen detektiert wurde.*® Derzeit ist nicht bekannt, ob diese
Marker-Gene zelltypspezifische Expression in subikularen Pyramidenzellen zeigen. Es muss
angemerkt werden, dass im Rahmen einer weiteren Transkriptom-Analyse einzelner
Pyramidenzellen im Subikulum keine Unterschiede in der Anzahl der exprimierten Gene und
keine validen zelltypspezifischen Marker-Gene gefunden werden konnten.""

In einer aktuellen Veroéffentlichung meiner Arbeitsgruppe konnte von Christian Wozny et al.
(2018) gezeigt werden, dass das Gen, welches fur den vesikularen Glutamattransporter 2
(VGLUT2) kodiert, ein spezifisches Marker-Gen fur BURST im Subikulum darstellt. Dabei wurde
eine virale Genulbertragung von Cre-abhangigen Channelrhodopsin-2-Expressions-Konstrukten
auf VGLUT2-Cre-Mause genutzt.'"? Eine zelltypspezifische Expression von VGLUT2 konnte
angenommen werden, da VGLUT2/Channelrhodopsin-2  exprimierende  subikulare
Pyramidenzellen in der elektrophysiologischen Charakterisierung hauptsachlich ein burstendes
Entladungsverhalten zeigten.'®'"2 Dieser molekulargenetische Marker konnte bereits firr die
optogenetische Untersuchung von zelltypspezifischen Projektionen in den medialen
entorhinalen Kortex eingesetzt werden.''? Ferner wurde er verwendet, um die zelltypspezifische
Relevanz von BURST im Subikulum fir die Ausbreitung von Sharp-Wave-Ripple-Oszillationen

zwischen dem CA1-Areal und dem retrosplenialen Kortex zu untersuchen.'®
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1.4 Neuronale Plastizitat

1.4.1 Grundprinzipien der glutamatergen synaptischen Transmission

Synaptische Transmission bezeichnet den Prozess der Erregungsubertragung zwischen zwei
Neuronen Uber eine chemische Synapse. Nahe des Zellkérpers generierte Aktionspotentiale
gelangen zu Axonterminalen und vermitteln dort die Offnung spannungsgesteuerter
Calciumkanale. Der Anstieg von Calciumionen in der Synapse vermittelt die Freisetzung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt durch Fusion von Transmittervesikeln mit der
prasynaptischen Membran. Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen Spalt zur
postsynaptischen Membran und binden an spezifische Zielrezeptoren, wodurch es auf direktem
(ionotroper Zielrezeptor) oder indirektem (metabotroper Zielrezeptor) Weg zur Offnung oder
SchlieBung von lonenkandlen kommt. Hierdurch koénnen exzitatorische oder inhibitorische
postsynaptische Potentiale generiert werden.™'®

Der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Hippokampus — wie im gesamten zentralen
Nervensystem — ist Glutamat. Glutamat aktiviert die drei Haupttypen ionotroper Glutamat-
Rezeptoren, die essenziell fur die synaptische Transmission an erregenden Synapsen sind: (1)
a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsaure-Rezeptoren (AMPA-R), (II) N-Methly-D-
Aspartat-Rezeptoren (NMDA-R) und (lll) Kainat-Rezeptoren (Kainat-R). Ferner kann die
glutamaterge synaptische Transmission durch pra- oder postsynaptisch lokalisierte
metabotrope Glutamat-Rezeptoren moduliert werden. An den meisten erregenden Synapsen in
der hippokampalen Formation werden exzitatorische postsynaptische Potentiale von
postsynaptisch lokalisierten AMPA-R und NMDA-R erzeugt. Die Rolle der Kainat-R bei der
synaptischen Transmission ist weniger gut verstanden. AMPA-R haben vier Untereinheiten
(GluA1-4), zeigen eine schnelle Kinetik und sind permeabel fur Natrium-, Kalium- und teilweise
auch Calciumionen."®
GIuN2A-D, GIuN3). Funktionelle NMDA-R sind Heterotetramere, die aus zwei GIuN1- und

typischerweise zwei GIuN2-Untereinheiten bestehen. Durch das Vorhandensein verschiedener

NMDA-R weisen ebenfalls mehrere Untereinheiten auf (GIuN1,

GluN2-Untereinheiten ergeben sich unterschiedliche Rezeptor-Subtypen, die sich im Hinblick
auf das Vorkommen und die Rezeptorkinetik unterscheiden und die funktionellen Eigenschaften
des Rezeptors bestimmen. Die Zusammensetzung der Untereinheit des NMDA-Rezeptors ist
dynamisch; sie kann sich im Laufe der Entwicklung sowie im Rahmen von synaptischer
Plastizitat und anderen physiologischen und pathophysiologischen Prozesse verandern. NMDA-
R zeigen eine langsamere Kinetik und ihre Kanalpore ist bei negativen Membranpotentialen
durch Magnesiumionen blockiert. Wird die Magnesiumblockade durch Depolarisation geldst,

sind NMDA-R vor allem fiir Calcium- und auch Natrium- und Kaliumionen permeabel.’ 16113114
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1.4.2 Synaptische und nicht-synaptische Plastizitat

Unter neuronaler Plastizitdt wird die Fahigkeit von Synapsen, Neuronen, neuronalen
Netzwerken oder auch ganzen Hirnarealen verstanden, auf bestimmte intrinsische und
extrinsische Reize mit einer Anpassung ihrer Struktur, Arbeitsweise und Funktion zu reagieren.
Diese Dynamik ist fur eine unbeeintrachtigte Entwicklung und Weiterentwicklung des zentralen
Nervensystems essenziell und bildet die neurophysiologische Grundlage fir Prozesse wie
Lernen und Gedachtnis. Insbesondere Plastizitatsprozessen in der hippokampalen Formation
wird hier eine zentrale Rolle zugeschrieben. Neuronale Plastizitdt beinhaltet ein breites
Spektrum an Veranderungen auf vielen verschiedenen Organisationsebenen des
Nervensystems. Es kann unter anderem zwischen synaptischer Plastizitat und nicht-
synaptischer Plastizitat unterschieden werden. 343115116

Synaptische Plastizitdt bezeichnet die aktivitatsabhangige Veranderung der synaptischen
Ubertragungsstarke zwischen zwei Nervenzellen. Sie beinhaltet zum einen prasynaptische
Veranderungen (zum Beispiel durch eine direkte Modulation der Neurotransmitterausschittung
oder der ausgeschitteten Neurotransmittermenge), zum anderen Modifikationen der
postsynaptischen Antwort (zum Beispiel durch Veranderungen der Rezeptordichte oder von
Rezeptoreigenschaften). Die Veranderungen kdnnen prasynaptisch, postsynaptisch oder auf
beiden Seiten der Synapse auftreten. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind vielfaltig und
zum Teil zellspezifisch. Je nach Dauer der synaptischen Veranderungen wird zwischen Kurz-
und Langzeitplastizitat unterschieden. 3115117

Nicht-synaptische Plastizitat (intrinsische Plastizitat) beinhaltet Veranderungen am Zellkorper,
dem Axon oder den Dendriten, die zu Modifizierungen der intrinsischen Erregbarkeit einer
individuellen Nervenzelle fuhren kdnnen. Zum Beispiel kénnen Veranderungen von nicht-
synaptischen lonenkanalen und lonenpumpen die Membraneigenschaften einer Nervenzelle
und damit ihre Erregbarkeit, ihr Entladungsverhalten und ihre Signalweiterleitung beeinflussen.
Die Rolle dieser Plastizitatsform ist bisher noch nicht abschlieend verstanden.''®2’

Erwahnt werden sollten auch zwei weitere Phanomene, die im Rahmen neuronaler Plastizitat
beobachtet werden kénnen: Homdostatische Plastizitdt und Metaplastizitat. Homdbostatische
Plastizitat bezeichnet die Fahigkeit von Nervenzellen, ihre Erregbarkeit in Abhangigkeit von der
Netzwerkaktivitat zu regulieren. Die homdostatische Plastizitat zeigt sich unter anderem darin,
dass die synaptische Starke aller Synapsen einer individuellen Nervenzelle in Abhangigkeit von
Veranderungen ihres Aktivitatszustandes adjustiert werden kann (engl. synaptic scaling)."'”'%
Metaplastizitat ist ein Begriff, der die Plastizitat synaptischer Plastizitat beschreibt. Er beschreibt
das Phanomen, dass vorausgegangene Aktivitatszustande einer Nervenzelle - auch wenn diese
selbst keine direkten plastizitiren Veranderungen zu Folge hatten - Einfluss auf die

Wahrscheinlichkeit einer zukiinftigen Plastizitatsinduktion nehmen kénnen.'"12®
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1.4.3 Kurzzeitplastizitat

Formen der synaptischen Plastizitat, bei denen die Veranderungen der synaptischen Uber-
tragungsstarke fur Millisekunden bis einige Minuten andauern, werden als Kurzzeitplastizitat
(engl. short-term plasticity) bezeichnet. Kurzzeitplastizitdt findet sich an den meisten
exzitatorischen Synapsen und ermdglicht Zellen eine schnelle Reaktion auf erfolgte synaptische
Aktivierung durch kurzfristige Modulation der weiteren synaptischen Transmission.''”124125
Phanomene, die der Kurzzeitplastizitdt zugeordnet werden kénnen, sind unter anderem
Doppelpulsverstarkung (engl. paired-pulse facilitation, PPF) und Doppelpulsabschwachung
(engl. paired-pulse depression, PPD): Bei Stimulation der Prasynapse mit zwei Stimuli innerhalb
eines kurzen Zeitintervalls fuhrt der zweite Stimulus entweder zu einer Verstarkung (PPF) oder
Abschwéachung (PPD) der synaptischen Ubertragungsstarke.''”:124.125

Die PPF zeigt sich meist bei Stimulationsintervallen zwischen 20-500 ms und nimmt in der
Tendenz bei einer Erhdhung des Interstimulusintervalls ab. Die PPF beruht wahrscheinlich auf
einer Anhebung der prasynaptischen Calciumkonzentration. Nach einer gangigen Hypothese
(,Restcalcium-Hypothese®) strémt Calcium im Rahmen der ersten Stimulation in die Prasynapse
und bewirkt hier die Freisetzung von Transmittervesikeln. Wenn die zweite Stimulation die
Prasynapse erreicht, ist die Calciumkonzentration durch das verbliebene residuale Calcium
folglich erhdht. Die hohe Calciumkonzentration fuhrt dann zu einer vermehrten Ausschuttung
von Transmittervesikeln, wodurch die zweite synaptische Antwort verstarkt wird. Die
Mechanismen, die zu PPF fihren, sind vermutlich wesentlich komplexer und vielschichtiger als
das hier beschriebene Modell. Zum Beispiel gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von
Proteinkinasen und calciumsensitiven Proteinen.'"”:124-128

Eine PPD zeigt sich vor allem, wenn die beiden Stimuli in sehr kurzen Zeitabstdnden (zum
Beispiel 20 ms) appliziert werden. Es wird angenommen, dass der PPD unter anderem ein
verbrauchsbedingter Mangel an schnell aus dem Vorrat verfligbaren Transmittermolekilen
(engl. readily release pool) an der Prasynapse, eine direkte Modulation der Exozytose von
Transmittervesikeln oder die Inaktivierung von Calcium-Kanalen zugrunde liegt.'"124.125.129

Ein weiteres Phanomen ist die posttetanische Potenzierung (engl. post-tetanic potentiation,
PTP): Nach langerer hochfrequenter Stimulation (200-5000 ms, 10-200 Hz) kommt es zu einer
starken, meist einige Minuten anhaltenden Potenzierung der synaptischen Antwort. Viele
Hypothesen zum Mechanismus der PTP gehen davon aus, dass auch hier die prasynaptische
Calcium-Dynamik eine wichtige Rolle spielt. Vermutungen gehen auch in Richtung einer
direkten Modulation des Prozesses der Transmitterausschittung durch Proteinkinasen und
calciumsensitive Proteine. Die PTP halt Ianger an, wenn die Stimulationsfrequenz oder die
Stimulationsdauer erhéht werden. Sie wird meist von einem Abfall der Doppelpulsratio (engl.

paired-pulse ratio) - Antwort auf die 2. Stimulation / Antwort auf 1. Stimulation - begleitet, was
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einen prasynaptischen Ursprung wahrscheinlich macht. Die genauen Mechanismen sind jedoch
noch nicht bekannt.'!?:124.125.130

Ob und in welchem Ausmal} eine spezifische Nervenzelle PPF, PPD oder PTP zeigt, ist nicht
sicher vorherzusagen. Die Auspragung von Kurzzeitplastizitdt kann von vielen Faktoren
beeinflusst werden. Hierzu z&hlen Charakteristika der Nervenzelle/Nervenzellpopulation wie die
Freisetzungswahrscheinlichkeit von Neurotransmittern (engl. probability of neurotransmitter
release), die wiederum aktivitatsabhangig und anderweitigen modulatorischen Veranderungen
unterliegt, sowie nicht zuletzt auch die Umgebungsbedingungen wie zum Beispiel die
extrazellulare  Calciumkonzentration. Zu den Faktoren, die die prasynaptische
Freisetzungswahrscheinlichkeit beeinflussen kénnen, gehdren beispielsweise die Anzahl der
vorratigen Vesikel, die Anzahl und Art spannungsabhangiger Calcium-Kandle sowie die
spezifischen Proteine, die die durch Calcium initiierte Transmitterausschittung vermitteln."13'"-
'3 Neben der weitgehend gesicherten Beteiligung prasynaptischen Calciums wurde auch eine
postsynaptische Beeinflussung von Kurzzeitplastizitat, zum Beispiel durch retrograd wirkende
Botenstoffe oder Desensitisierung postsynaptischer Rezeptoren beschrieben.''13#1% Dje
genaue Funktion der Kurzzeitplastizitat ist noch nicht verstanden. Vermutet wird, dass sie als

eine Art Filter bei der Verarbeitung eingehender Signale fungiert.”"¥’

1.4.4 Langzeitplastizitat

Der kanadische Psychologe Donald Hebb formulierte bereits 1949 in seinem Buch ,The
Organization of Behavior: A Neuropsychological Theory” eine als Hebb’sche Lernregel bekannt
gewordene Theorie zu den neurobiologischen Prinzipien des Lernens in neuronalen
Verbanden. Er postulierte, dass die simultane Aktivierung von zwei in Verbindung stehenden
Nervenzellen zu einer Verstarkung ihrer synaptischen Verbindung und damit ihrer synaptischen
Starke fiihrt."*® Das zelluldre Korrelat der Hebbs'schen Lernregel — die Langzeitpotenzierung —
wurde erstmals im Jahr 1973 von Tim Bliss und Terje Lemo an der Tractus-perforans-
Kdrnerzell-Synapse im Gyrus dentatus beschrieben.3?

Durch Langzeitplastizitdt (engl. long-term plasticity) vermittelte Veranderungen der
synaptischen Ubertragungsstarke kénnen in einem Zeitraum von mehreren Minuten bis zu
Stunden und vermutlich auch noch langer bestehen. Dabei wird eine Verstarkung der
synaptischen Ubertragung als Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation, LTP) und
eine Abschwachung als Langzeitdepression (engl. long-term depression, LTD) bezeichnet.®*'"°
LTP und LTD beschreiben dabei das Phanomen der aktivitdtsabhangigen Veranderung der
synaptischen Starke in die eine oder andere Richtung (LTP, LTD) und keine spezifischen

Prozesse mit uniformen zugrundeliegenden Mechanismen. Es gibt also zum einen
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verschiedene Formen synaptischer Langzeitplastizitdt und zum anderen viele Varianten von
LTP und LTD, die nebeneinander und miteinander wirken. Die Richtung der Veranderung kann
ferner durch zahlreiche Faktoren beeinflusst und umgekehrt werden.® Langzeitplastizitat gilt als
ein allgemein anerkanntes zellulares Modell fiir Lernen und Gedachtnis, wobei den plastizitaren
Veranderungen innerhalb der hippokampalen Formation eine zentrale Rolle zukommt, 3435115140
Bei der LTP kdnnen eine von der Induktion durch den NMDA-R-abhangige und eine NMDA-R-
unabhangige Form unterschieden werden. Die Aufrechterhaltung der Veranderungen der
synaptischen Transmission Uber Stunden und Tage wird vor allem durch morphologische
Anpassungsvorgange und eine verstarkte Synthese relevanter Proteine (de novo Transkription

t 117,141,142

und lokale dendritische  Proteinsynthese) gewahrleiste Morphologische

Anpassungsvorgange, die im Rahmen von Langzeitpotenzierung auftreten, sind zum Beispiel

eine VergroRerung, Aussprossung und Spaltung dendritischer Spines.**1%°

NMDA-Rezeptor-abhdngige Langzeitpotenzierung

Die LTP wurde am umfangreichsten an der hippokampalen Schaffer-Kollateral-CA1-Synapse
zwischen den Pyramidenzellen des CA3- und CA1-Areals untersucht. Es wurde gezeigt, dass
die Induktion von LTP in der Regel eine Aktivierung von postsynaptisch lokalisierten NMDA-R
voraussetzt."*® NMDA-R werden, wie schon erwéhnt, durch extrazelluldre Magnesiumionen
blockiert, welche sich unter Membrandepolarisation von ihrer Bindungsstelle am NMDA-R
I6sen.’”'*® Diese Depolarisation kann zum Beispiel in Folge einer starken Aktivierung
postsynaptisch lokalisierter AMPA-R, welche zu einem Einstrom von Natriumionen flhrt,
erfolgen. Zu einer starken Aktivierung von AMPA-R kommt es zum Beispiel im Rahmen der
simultanen Aktivierung multipler synaptischer Verbindungen. Der NMDA-R-vermittelte
Calciumstrom leitet Uber eine Aktivierung der Calcium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase |l
die Expressionsmechanismen der LTP ein.3>"7149152 zyr Auslésung dieser Form der LTP im
experimentellen Kontext eignet sich zum einen eine hochfrequente tetanische Stimulation und
zum anderen ein gepaartes Protokoll (engl. pairing-protocol), bestehend aus einer direkten
postsynaptischen Depolarisation zusammen mit einer niederfrequenten synaptischen
Stimulation.”” Eine weitere Form ist die ,Spike-Timing-Dependent-Plasticity* (STDP), bei der
die LTP-Induktion von der zeitlichen Abfolge von eingehenden und postsynaptisch induzierten
Aktionspotentialen in einem engen Zeitfenster abhangig ist. An den meisten exzitatorischen
Synapsen wird STDP-LTP durch ein prasynaptisch induziertes postsynaptisches Potential
ausgelost, welchem unmittelbar in die Dendriten zurtcklaufende postsynaptische
Aktionspotentiale folgen.*

Interessanterweise spiegelt sich in der NMDA-R-abhangigen LTP die Hebb’sche Lernregel
wider: Die Induktion einer LTP bedarf zum einen einer prasynaptischen

Transmitterausschittung (ausgeldst durch ein einkommendes Signal) und zum anderen einer
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starken postsynaptischen Depolarisation (ausgeldst durch die simultane Aktivierung multipler
Synapsen). Der NMDA-R wird in diesem Zusammenhang daher oft als ,Koinzidenzdetektor®
(engl. coincidence detector) bezeichnet." 17154

Fir die Expressionsmechanismen NMDA-R-abhangigen LTP gibt es Hinweise fir sowohl
prasynaptischer (Erhéhung der Transmitterfreisetzung) als auch postsynaptische

35,117,149-152

(Phosphorylierung und Einbau von AMPA-R) Mechanismen. Prasynaptische
Mechanismen der LTP-Expression sind insbesondere deshalb interessant, da sie -
angenommen die LTP wird postsynaptisch NMDA-R-abhangig induziert - eine retrograde
Kommunikation erfordern.’”'*! Als mdgliche retrograd wirkende Botenstoffe werden unter
anderem Endocannabinoide und der Wachstumsfaktor BDNF (engl. brain-derived neurotrophic
factor) diskutiert.”>>"®° Ferner gibt es auch Evidenz fiir eine Uber prasynaptisch lokalisierte

NMDA-R vermittelte Induktion prasynaptischer Formen von Langzeitplastizitat.'®%-%2

NMDA-Rezeptor-unabhédngige Langzeitpotenzierung

An Synapsen verschiedener Hirnareale bestehen Nachweise fur eine Form der LTP, die
unabhangig von einer Aktivierung des NMDA-R zu sein scheint. Eine der ersten
Beschreibungen einer solchen LTP-Form wurde an der hippokampalen Moosfaser-CA3-
Synapse zwischen den Koérnerzellen des Gyrus dentatus und den Pyramidenzellen der CA3-
Region gemacht.'® Dieser Form der LTP scheint alleinig oder tiberwiegend ein prasynaptischer
Induktions- und Expressionsmechanismus zugrunde zu liegen. LTP kann hier experimentell
durch repetitive hochfrequente Stimulation ausgeldst werden. Fir die Induktion der NMDA-
unabhangigen LTP wird neben einem rein prasynaptischen Mechanismus auch ein
heterosynaptischer Mechanismus im Sinne einer Beteiligung retrograder Botenstoffe aus dem
postsynaptischen Neuron diskutiert.’® Die gangige Hypothese ist jedoch, dass durch eine
prasynaptisch erhdhte Calciumkonzentration die Calcium/Calmodulin-abhangige
Adenylylzyklase | aktiviert wird. Dies fuhrt zu einem prasynaptischen Anstieg von cyclischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) und einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) Die PKA
bewirkt Gber eine Phosphorylierung transmissionsrelevanter prasynaptischer Substrate eine
langanhaltenden Verstarkung der Transmitterausschittung.’®'® Als transmissionsrelevante
prasynaptische Substrate der PKA erwiesen sich zwei Proteine, die an der Exozytose von
synaptischen Vesikeln beteiligt sind und bei denen ein Gen-Knockout die Expression von LTP
verhinderte: Das synaptische Vesikelprotein Rab3A und sein Bindungspartner Rim1alpha,

einem Protein aus der aktiven Zone."""-166-169
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Langzeitdepression

LTD bezeichnet eine lang andauernde Verminderung der synaptischen Ubertragungsstérke und
kann an fast allen exzitatorischen Synapsen beobachtet werden. Eine Induktion von LTD im
experimentellen Kotext kann durch langandauernde niederfrequente Stimulation erreicht
Werden.35'17°’171

Bekannt ist, dass neben einer LTD, deren Induktion eine NMDA-R-Aktivierung benétigt,
zahlreiche weitere Formen bestehen. Beispielsweise finden sich Formen von LTD, deren
Induktion von einer Aktivierung metabotroper Glutamat-Rezeptoren oder prasynaptischer
Endocannabinoid-Rezeptoren abhangig ist.*'"” Wie schon erwéhnt, kann eine LTD auch im
Rahmen von STDP-Protokollen in einem engen Zeitfenster induziert werden. An den meisten
exzitatorischen Synapsen kann die STDP-LTD durch in die Dendriten zurtcklaufende
postsynaptische Aktionspotentiale ausgeldst werden, denen unmittelbar ein prasynaptisch
induziertes postsynaptisches Potential folgt.”*® Insgesamt scheinen die Mechanismen der
Induktion und Transduktion von LTD ahnlich divers und zellspezifisch zu sein, wie es bei der
LTP der Fall ist. Als ,Gegenspieler® der LTP kommt es im Rahmen der LTD zu einer
Dephosphorylierung postsynaptischer AMPA-R und ihrer Endozytose, wodurch die
postsynaptische Empfindlichkeit gegentiber den prasynaptisch sezernierten Neurotransmittern

herabgesetzt wird.""’

1.4.5 Neuronale Plastizitit an der CA1-Subikulum-Synapse

Die basale synaptische Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse wird Uber die
glutamaterge Aktivierung von AMPA-R und NMDA-R vermittelt.”®'"> Es konnte beobachtet
werden, dass die synaptischen Eingange auf BURST, nicht aber auf REG eine Modulation
durch prasynaptisch lokalisierte metabotrope Glutamat-Rezeptoren der Gruppe Il erfahren.’”
Langanhaltende hochfrequente Stimulation der synaptischen Eingange induziert synaptische
LTP in subikuldren Pyramidenzellen.””74'" Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung des
Wachstumsfaktors BDNF an der Induktion von LTP in beiden Zelltypen.®

Spannend ist, dass BURST und REG unterschiedliche Formen der LTP aufzuweisen scheinen
(Abbildung 8)."°"""® Christian Wozny (2008) et al. konnten zeigen, dass REG eine
NMDA-R-abhangige LTP-Form auspragen, bei der die postsynaptische Calciumkonzentration
eine grundlegende Rolle spielt und die einen postsynaptischen Ursprung zu haben scheint. Die
LTP der REG weist somit Ahnlichkeiten mit der an der Schaffer-Kollateral-CA1-Synapse
beschriebenen LTP auf. Ferner konnten die Wissenschaftler bei BURST eine ebenfalls
NMDA-R-abhangige LTP-Form mit einer Beteiligung prasynaptischen Calciums und vermutlich

prasynaptischem Ursprung beobachten.’ AuRerdem wurde gezeigt, dass es im Rahmen der
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LTP bei BURST zu einer Aktivierung der Adenylylzyklase-cAMP-PKA-Kaskade kommt."”
BURST scheinen also — die NMDA-R-Abhangigkeit auller Acht gelassen — eine prasynaptische
LTP-Form zu exprimieren, die an die LTP der Moosfaser-CA3-Synapse erinnert.

Ob die an der LTP-Induktion von BURST und REG beteiligten NMDA-R demnach auch eine
pra- oder postsynaptische Lokalisation aufweisen ist bisher nicht abschlieRend geklart. In
verschiedenen Hirnregionen konnten Uber prasynaptisch lokalisierte NMDA-R vermittelte
prasynaptische Formen von LTP beobachtet werden.'®'%2 Weiterhin erscheint auch eine
retrograde Modulation der prasynaptischen Calciumkonzentration Uber postsynaptische
NMDA-R, wie sie in der Vergangenheit fur die Schaffer-Kollateral-CA1-Synapse modellhaft
beschrieben wurde, denkbar.'®

Es ist anzunehmen, dass sich die Zusammensetzung des NMDA-R, bezogen auf die
Untereinheiten, zwischen pra- und postsynaptisch lokalisierten NMDA-R unterscheidet.*® In
vielen kortikalen Arealen wurden prasynaptische NMDA-R, die eine GIuN2B-Untereinheit
enthalten gefunden.’'®® Dieser Umstand kénnte erkldren, warum sich LTP im Subikulum
durch hohe Konzentrationen des NMDA-R-Antagonisten AP5 (dhnliche Affinitat zu GIuN2A und
GIuN2B) inhibieren liel3, jedoch nicht durch den NMDA-R-Antagonisten CPP (groRRere Affinitat
zu GIuN2A gegeniiber GIuN2B).3¢:101.174.176.177.184

LTD kann im experimentellen Kontext durch niederfrequente Stimulation ausgelést werden,
wobei ein postsynaptischer Mechanismus unter Beteiligung postsynaptischen Calciums
angenommen wird.>'®1% |nteressanterweise konnte gezeigt werden, dass subikulare
Pyramidenzellen eine zelltypspezifische Antwort auf niederfrequente Stimulation zeigen. In
BURST wurde durch niederfrequente Stimulation eine LTD ausgel6st, wahrend bei REG als
Antwort eine zeitlich verzdogerte LTP auftrat. Die ,Richtung” der Plastizitdt konnte mittels
pharmakologischer Manipulation umgekehrt werden: Nach Hemmung metabotroper Glutamat-
Rezeptoren pragten auch REG eine LTD aus, wahrend bei BURST nach NMDA-R-Blockade
eine LTP zu beobachten war (bidirektionale Plastizitat).'® Ferner scheint eine Koaktivierung G-
Protein-gekoppelter muskarinerger Acetylcholin-Rezeptoren fir die Plastizitatsinduktion nach
Niederfrequenzstimulation notwendig zu sein.®>'®’

Erstaunlicherweise zeigte sich, dass LTP und LTD durch STDP im Subikulum, im Vergleich zu
anderen exzitatorischen Synapsen, durch eine Anwendung der entgegengesetzten
Induktionsprotokolle ausgeldst werden kdnnen. Ferner unterschieden sich die der STDP-LTD
zugrundeliegenden Mechanismen zwischen den beiden subikuldaren Pyramidenzelltypen

erheblich.'®

24



CAl CAl

Glutamat . '.,.‘ T -',.. t Glutamat  ° *, *

m AMPA-Rezeptor

Mg?*
NMDA-Rezeptor

Abbildung 8 LTP im Subikulum bei BURST und REG. Schematische Ubersicht (iber
die zelltypspezifischen Mechanismen, die der Induktion und Expression von LTP an der
CA1-Subikulum-Synapse burstender (BURST) und regular feuernder subikularer
Pyramidenzellen (REG) nach aktuellem Forschungsstand vermutlich zugrunde liegen.
Ca?* = Calcium, Na* = Natrium, Mg** = Magnesium, cAMP = cyclisches
Adenosinmonophosphat, PKA = Proteinkinase A.

Ob sich zwischen den beiden subikularen Pyramidenzelltypen Unterschiede in der Auspragung
von Kurzzeitplastizitdt und ihren zugrunde liegenden Mechanismen finden, ist noch nicht
ausreichend erforscht. Ein Unterschied im Ausmall der PTP zwischen BURST und REG
beobachtet werden: BURST préagten, verglichen mit REG, eine starkere PTP aus.'' Dieser
Effekt zeigte sich auch dann, wenn es in Folge der Stimulation zu einer Auspragung von LTP
kam.'®"'"8 Ferner ergab sich im Rahmen der Induktion von LTP eine reduzierte PTP bei beiden
Typen subikuldrer Pyramidenzellen, wenn AP5 der extrazellularen Lésung beigefiigt

wurde. 0178

Eine Beteiligung pra- oder postsynaptisch lokalisieter NMDA-R an den
Mechanismen der Kurzzeitplastizitdt bei subikularen Pyramidenzellen kann folglich nicht

ausgeschlossen werden.
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2 Fragestellung
Folgende Fragestellungen sind Gegenstand dieser Arbeit:

1. Gibt es Unterschiede in den elektrophysiologischen Eigenschaften (Membraneigenschaften,

Spontanaktivitat) von burstenden und regular feuernden subikularen Pyramidenzellen?

2. Weisen burstende und regular feuernde subikulare Pyramidenzellen Unterschiede in ihrer
dendritischen Morphologie auf?

3. Gibt es zelltypspezifische Unterschiede in der Auspragung und den zugrundeliegenden

Mechanismen von Kurzzeitplastizitat an der CA1-Subikulum-Synapse bei burstenden und
reguldr feuernden subikularen Pyramidenzellen?

Welche Rolle spielen hier Rezeptoren vom NMDA-Typ?

4. Welche an der CA1-Subikulum-Synapse vorkommenden NMDA-Rezeptor-Subtypen sind an
der basalen synaptischen Transmission beteiligt?
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3 Materialien und Methoden

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten und bei der Erstellung dieser
Arbeit wurde die ,Satzung der Charité — Universitdtsmedizin Berlin zur Sicherung guter

wissenschaftlicher Praxis“ eingehalten.

3.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an Hirnschnitten von insgesamt 85 Mause des Stammes C57BL/6
im Alter zwischen 21 und 31 Tagen nach Geburt durchgefuhrt. Zur Reduktion hormonell
bedingter Varianzen erfolgten die Untersuchungen an Mausen mannlichen Geschlechts. Die
Versuchstiere  waren in  einer Tierhaltungsanlage @ mit  konstant  gehaltenen
Umgebungsbedingungen (Umgebungstemperatur 21-23 °C, relative Luftfeuchtigkeit 50-60%),
einem alternierenden 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus sowie Zugang zu Wasser und Futter ad
libitum untergebracht. Alle Vorgehensweisen entsprachen den nationalen und internationalen
Richtlinien des Tierschutzausschusses der Charité — Universitatsmedizin Berlin (Tierschutz-
Richtlinie Charité - Universitatsmedizin Berlin, Stand 07/2018), des Landesamtes fir
Gesundheit und Soziales Berlin sowie der Europaischen Union (Richtlinie 2010/63/EU, Stand
10/2010).

3.2 Herstellung und Lagerung von Hirnschnittpraparaten

Zur Herstellung der horizontalen Hirnschnittpraparate wurden die Versuchstiere mit dem
volatilen Anasthetikum Isofluran tief narkotisiert und mittels einer Schere dekapitiert. Im
Rahmen der Praparation wurden die Kopfhaut und der Schadel sagittal eréffnet. Das Gehirn
wurde unter partieller Entfernung der Dura mater freiprapariert und zlgig mittels eines Spatels
von rostral entnommen. AnschlieRend wurde das Gehirn fir 3 Minuten in eine 0-4 °C kalte
sucrosebasierte  artifizielle cerebrospinale Flussigkeit (engl. sucrose-based artificial
cerebrospinal fluid, sACSF; Tabelle 1) Uberfuhrt. Es erfolgte die Entfernung des Zerebellums
sowie eine mediane Trennung der Hemispharen. Im Anschluss wurden die dorsalen
Gehirnanteile mit einem Skalpell abgetrennt. Die beiden Hemispharen wurden auf dieser
dorsalen Schnittflache auf einer Metallplatte in der Schneidekammer eines Vibratom-
Gewebeschneiders mit Cyanoacrylatklebstoff fixiert. Die umgebende Schneidekammer wurde
mit gekuhlter sACSF aufgeflllt. Mit Hilfe der vibrierenden Klinge des Gewebeschneiders

wurden 300 uym dicke horizontale Hirnschnittpraparate auf Hohe der hippokampalen Formation
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angefertigt. Aus jeder Hemisphare konnten so drei bis fUnf Hirnschnittpraparate gewonnen
werden.

Nach Inkubation der Hirnschnittpraparate in sACSF in einem Wasserbad bei 35 °C fur 30
Minuten erfolgte der Transfer in eine sucrosefreie artifizielle cerebrospinale Flussigkeit (engl.
artificial cerebrospinal fluid, ACSF; Tabelle 1) mit Inkubation flr weitere 30 Minuten unter
langsamer Abklhlung auf Raumtemperatur (20-23 °C). Die Hirnschnittpraparate wurden dabei
in einem mit ACSF geflllten Becherglas auf einem, in einem Plastikring aufgespannten, diinnen
Netz gelagert. In diesem System befanden sich die Hirnschnittpraparate bis zu 7 Stunden nach
Praparation, bevor sie in die Messkammer Uberfiuhrt wurden. Die Lagerung der
Hirnschnittpraparate und die elektrophysiologischen Messungen erfolgten so, dass die
Hirnschnittpraparate jederzeit vollstandig von Perfusionslésung umgeben waren (engl.
submerged conditions), wodurch der Gas- und FlUssigkeitsaustausch von allen Seiten
gewahrleistet wurde. Im Hinblick auf die Erholung des neuronalen Gewebes von dem
Praparations- und Schneidevorgang wurde mit den Experimenten frihestens 90 Minuten nach
der Praparation begonnen. Wahrend der elektrophysiologischen Experimente wurden die in der
Messkammer befindlichen Hirnschnittpraparate ebenfalls in ACSF gelagert.

Die im Rahmen der Praparation und Lagerung von Hirnschnittpraparaten verwendeten
Lésungen wurden durchgehend mit Carbogen (Gasgemisch aus 5% Kohlenstoffdioxid und 95%
Sauerstoff) begast und stimmten in pH-Wert (ca. 7,4) und Osmolaritat (ca. 290 mOsm) mit den
physiologischen extrazelluldren cerebrospinalen Losungen weitgehend Uberein. Die bei der
Hirnschnittpraparation zum Einsatz kommende sACSF enthielt im Vergleich zu der fur die
Lagerung und Messungen verwendeten ACSF eine geringere Konzentration an Calciumionen
und eine erhdhte Konzentration an Magnesiumionen. Ziel war es die neuronale synaptische

Aktivitdt wahrend des Praparations- und Schneidevorgangs zu reduzieren.

3.3 Anwendung der Patch-Clamp-Technik

3.3.1 Grundlagen und Prinzipien der Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik wurde in den Siebzigerjahren von Erwin Neher und Bert Sakmann
entwickelt. Sie ermoglicht die Messung von elektrischen Strémen durch einzelne lonenkanale
und Uber die gesamte Zellmembran.'®®'%° Hierfir wurden die beiden Wissenschaftler 1991 mit
dem Nobelpreis fir Physiologie und Medizin ausgezeichnet. Patch-Clamp-Messungen kénnen
in vitro an Zellen in Zellkulturen oder Gewebeschnitten sowie auch in vivo an Zellen in intakten

Gewebeverbanden von narkotisierten oder wachen Tieren durchgefiihrt werden.#" 92
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Bei elektrophysiologischen Untersuchungen an Membranen gilt die Grundannahme, dass sich
die Zellmembran wie ein Ohm’scher-Widerstand verhalt. Bei der Patch-Clamp-Technik wird
eine Glaspipette auf die Membran einer Zelle aufgesetzt. Der direkte Kontakt zwischen der
Glaspipette und dem Zellmembranfleck (engl. patch) ruft eine stabile elektrische Abdichtung
(engl. seal) mit Widerstdnden im Gigaohmbereich (10°Q, engl. gigaseal) hervor.'®
Infolgedessen kann eine mit einer leitenden Lésung gefillte Glaspipette, die Uber einen
Silberdraht mit einer Vorverstarkereinheit verbunden ist, als Messelektrode flr transmembrane
Strome dienen. Abbildung 9 =zeigt das vereinfachte Schaltbild einer Patch-Clamp-
Vorverstarkereinheit. Eine einzelne Messelektrode gewahrleistet dabei die Messung der
Pipettenspannung sowie die Induktion eines Kompensationsstroms bei Abweichungen der
Pipettenspannung von der vorgegebenen Sollspannung. Méglich wird dies durch einen, in der
Vorverstarkereinheit integrierten Operationsverstarker. Unter optimalen Bedingungen entspricht
der induzierte Kompensationsstrom in seiner GroR3e, aber in entgegengesetzter Richtung, dem

lonenstrom Uber die Zellmembran.'®?

PV UAus
/ @ DV Strommessung

\\/ Steuereinheit

Badelektrode Usol

Pipette

Abbildung 9 Vereinfachtes Schaltbild einer Patch-Clamp-Vorverstarkereinheit. Der
Operationsverstarker (OPV) liefert am Ausgang eine Spannung, die proportional zur
Differenz von Pipettenspannung (Upjp) und Sollspannung (Usoci), aber verstarkt ist.
Herrscht eine Spannungsdifferenz zwischen (O und (@), flieRt ein Strom durch den
Rickkopplungswiderstand (Rr). Aufgrund des hohen Eingangswiderstands des OPV
flieBt der Strom ausschlieRlich in die Pipette und nimmt als Kompensationsstrom so
lange Einfluss auf Upip, bis die Differenz zwischen Upj, und Usei ausgeglichen ist. An Ry
entsteht eine Spannung U, die nach dem Ohm’schen Gesetz proportional zum
Kompensationsstrom zwischen O und (2) ist. SchlieRlich wird Uso mittels eines zweiten
Differenzverstarkers (DV) von Ur subtrahiert, wodurch der Kompensationsstrom aus der
Ausgangsspannung des DV (Uaus) unter Einbeziehung eines Kalibrierungsfaktors
(abhangig von der Groflke von Ry) ausgelesen werden kann.

Bei Messungen mittels der Patch-Clamp-Technik kénnen zwei Modalitdten genutzt werden:
Spannungsklemm-Modus (engl. voltage-clamp-mode, VC-Modus) und Stromklemm-Modus
(engl. current-clamp-mode, CC-Modus). Im VC-Modus wird eine Anderung des
Membranpotentials verhindert, indem die Pipettenspannung auf eine vorgegebene

Sollspannung eingestellt (,geklemmt®) wird. Meist entspricht die Sollspannung dem zu
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erwartenden Ruhemembranpotential (RMP) der Zelle. Gemessen wird hier der
Kompensationsstrom, der bendtigt wird, um die Pipettenspannung der Sollspannung
anzugleichen. Dieser Kompensationsstrom lasst Rulckschlisse auf die Leitfahigkeit der
Membran zu, welche unter anderem von spezifischen lonentransportern und lonenkanalen
bestimmt wird. Im CC-Modus wird der Uber die Pipette induzierte transmembrane Strom auf
einem vorgegebenen Wert gehalten (,geklemmt®). Das durch die Pipettenspannung gemessene
Membranpotential der Zelle kann hier, im Gegensatz zum VC-Modus, frei variieren. Hierdurch
ist die Betrachtung physiologischer zellularer Erregungsmuster moglich.'?

Verschiedene Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik werden in Abhangigkeit davon
unterschieden, ob die Pipettenspitze der intakten Zellmembran lediglich eng aufliegt (cell-
attached-Konfiguration), die Zellmembran durch ein porenformendes Agens partiell perforiert
wird (perforated-patch-Konfiguration) oder die Membran im Bereich der Pipettenspitze
eingerissen wird (whole-cell-Konfiguration). Im Rahmen der whole-cell-Konfiguration entsteht
eine direkte niederohmige Verbindung zwischen dem Pipetteninneren und dem
Intrazellularraum, ohne dass der Abdichtungswiderstand beeinflusst wird. Dies fiihrt auch dazu,
dass aufgrund des gegenlber dem Zellinneren vielfach gréfieren Pipettenvolumens die
intrazellulare Flussigkeit zlgig durch die in der Pipette befindliche Losung ersetzt wird. Durch
die whole-cell-Konfiguration wird es moglich Summenstrome als Mittelung simultan aktiver
lonenkanale Uber die gesamte Zellmembran abzuleiten. Neben den zellgebundenen
Konfigurationen lassen sich zwei weitere Konfigurationen beschreiben, im Rahmen welcher ein
Membranbereich unabhangig vom urspringlichen intrazelluldaren Milieu untersucht werden
kann: Outside-out-patch-Konfiguration und Inside-out-patch-Konfiguration.'%'% In Abbildung 10

sind die verschiedenen Patch-Clamp-Konfigurationen schematisch dargestellt.

ATTACHED

PERFORATED-
PATCH

o

OUTSIDE-
ouTt

Abbildung 10 Schematische Darstellung der verschiedenen Patch-
Clamp-Konfigurationen. Gezeigt sind eine Zelle (Kreis) sowie die
Messpipette. Zur Verdeutlichung ist an relevanten Stellen die
Membraninnenseite grau markiert.
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3.3.2 Aufbau des Messstandes

Im Folgenden werden die wichtigsten Bestandteile der Messapparatur, die fir die
elektrophysiologischen Messungen an den Hirnschnittpraparaten verwendet wurde, naher
erlautert. In Abbildung 11 ist ein elektrophysiologischer Messstand in seinen grundlegenden
Bestandteilen schematisch dargestellt.

Zum Schutz vor Erschitterungen und mechanischen Schwingungen war der Messstand auf
einem schwingungsgedampften Tisch gelagert. Zentrales Element des Messstandes stellte die,
sich auf dem Objekttisch des Mikroskops befindliche Messkammer dar. Fir die Messungen
wurden einzelne Hirnschnitte in die mit ACSF perfundierte Eintauchkammer (engl. submerged
chamber) uUberfuhrt. Dort wurden sie mittels eines aufgelegten Platinrings mit parallel
gespannten Drahten in Position gehalten. Eine peristaltische Schlauchpumpe mit zu- und
abflihrenden Perfusionsschlauchen versorgte die Messkammer in einem kontinuierlichen Fluss
mit ACSF aus einem Vorratsgefalk.

Es kam ein aufrechtes Lichtmikroskop mit einem Universalobjektiv mit 4-facher Vergréfierung
sowie einem Wasserimmersionsobjektiv mit 60-facher Vergroflerung zur Anwendung. Mittels
eines elektrisch arbeitenden Mikromanipulators mit Stellmotor konnten die Vorverstarkereinheit
mit der im Pipettenhalter eingespannten Pipette bewegt werden. Die visuelle Kontrolle der
Positionierung der Pipette im Hirnschnitt und auf zellularer Ebene erfolgte Uber ein an das
Lichtmikroskop gekoppeltes Videokamerasystem mit externem Bildschirm. An den
Pipettenhalter war ein Schlauchsystem mit Barometer angeschlossen, welches die Erzeugung
eines definierten Uber- oder Unterdrucks ermdglichte. Uber eine in den Pipettenhalter
integrierte chlorierte Silberdrahtelektrode wurden die mit Flissigkeit geflillte Pipette und der
Vorverstarker elektrisch in Verbindung gebracht. Zur Erdung wurde eine Silberdrahtelektrode
als Badelektrode in die Messkammerflissigkeit eingebracht und ebenfalls mit dem
Vorverstarker verbunden. An den Vorverstarker schloss sich der computergesteuerte
Hauptverstarker an. Mittels eines programmierbaren Impulsgenerators konnten komplexe
Impulskommandos erzeugt und angepasst werden. Weiterhin wurde ein zweiter
Mikromanipulator mit einer bipolaren Stimulationselektrode zur extrazelluldren Stimulation
installiert. Die bipolare Stimulationselektrode bestand aus einer Glaspipette und einem um sie
gewundenen Silber-Silberchlorid-Draht, welcher mit einer batteriebetriebenen
Stimulationseinheit elektrisch verbunden war. Die Stimulationseinheit stand ebenfalls mit dem
programmierbaren Impulsgenerator in Verbindung.

Die intraexperimentelle Signaldarstellung erfolgte durch das an den Hauptverstarker
angeschlossene Oszilloskop. Uber einen Analog-Digital-Wandler konnten die analogen
Messdaten des Verstarkers auf einen Computer mit Datenerfassungssoftware Ubertragen

werden. Als Software fur die Steuerung und Datenerfassung wurde Igor Pro verwendet.
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Abbildung 11 Schematische Darstellung eines Patch-Clamp-Messtandes.
@ Schwingungsgedampfter Tisch, @ Lichtmikroskop mit Videokamerasystem,
(® Mikromanipulator mit Vorverstarker und Halterung fiir Messpipette, (@ Barometer,
(® Mikromanipulator ~mit Halterung fir  Stimulationspipette, (©® Stimulationseinheit,
@ Peristaltikpumpe mit Schlauchsystem und Vorratsgefal Oszilloskop,
(© Programmierbarer  Impulsgenerator, Hauptverstarker, (1) Analog-Digital-Wandler,
@ Monitor fir Videomikroskopie, @3 Computer, (4 Computermonitor, @G Steuerung
Mikromanipulator.

3.3.3 Erreichen der whole-cell-Konfiguration

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Patch-Clamp-Experimente fanden in der whole-cell-
Konfiguration statt. Alle Experimente erfolgten unter Raumtemperatur. In der Regel wurden
Messungen an einer Zelle je Hirnschnitt durchgefihrt. Fir jede Messung wurden
Glasmikropipetten aus dinnwandigen Borosilikatglaskapillaren (Innendurchmesser 1,5 mm,
Aulendurchmesser 1,177 mm, Lange 100 mm) mittels eines horizontalen Pipettenziehgerats
ausgezogen. Die Spitze der Glaspipetten hatte einen Durchmesser von 1-2 ym und der
Widerstand betrug 2-4 MQ. Die Glaspipetten wurden mit einer der intrazelluldren Flussigkeit
ahnelnden leitfahigen Lésungen geflllt (Tabelle 2, Tabelle 3). Alle verwendeten intrazellularen
Lésungen entsprach in pH-Wert (Kalium-Gluconat-Lésung ca. 7,2; Casium-Gluconat-Lésung
ca. 7,3) und Osmolaritat (290 mOsmol) weitgehend den physiologischen intrazellularen
Flussigkeiten. Die Glaspipette wurde auf den chlorierten Silberdraht in den Pipettenhalter der
Vorverstarkereinheit gesteckt und diente in den Experimenten als Messelektrode. Die
Messelektrode wurde in die mit ACSF (Tabelle 1) geflllte Messkammer eingebracht und
mikroskopisch kontrolliert im Hirnschnitt platziert. Die Messungen wurden in der zellreichen
Schicht, dem Stratum pyramidale, durchgefiihrt. Das Subikulum unterschied sich von den

angrenzenden Regionen durch die diffusere breitere Verteilung pyramidaler Zellen im Vergleich
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zur dicht gepackten schmalen Pyramidenzellschicht der CA1-Region und der fehlenden
ausgepragten Schichtung des entorhinalen Kortex. Somata visuell intakter subikularer Zellen
zeigten im mikroskopischen Bild eine glatte Oberflache und waren von triangularer Form. Stark
kollabierte, angeschwollene oder verformte Zellen wurden nicht fur die Messungen ausgewahilt.
Nach Auswahl einer geeigneten Zelle wurde die Messelektrode an die Zellmembran des
Zellkérpers herangefuhrt. Nachdem ein direkter Kontakt zwischen Pipettenspitze und
Zellmembran hergestellt wurde, wurde durch Erzeugung eines leichten Unterdrucks eine
hochohmige Versieglung bewirkt (cell-attached-Konfiguration). Durch ruckartige Erhéhung des
Unterdrucks konnte nun der, durch die Pipette eingeschlossenen Membranfleck gedffnet
werden (whole-cell-Konfiguration). Fur Messungen, die eine extrazellulare Stimulation
erforderten, wurden Glaspipetten mit einem Pipettenspitzen-Durchmesser von ca. 15-20 ym
ausgezogen. Eine mit ACSF geflillte bipolare Stimulationselektrode wurde schlieRlich unter
Sicht im CA1-Areal platziert. Bei Bedarf wurde die genaue Positionierung der Stimulations- und

Messelektrode im Hirnschnitt mikrofotographisch dokumentiert.

3.4 Elektrophysiologische Untersuchungen

3.4.1 Messprotokolle

Die Aufzeichnung der Messdaten sowie die Darstellung von Parametern zur Beurteilung der
Zellintaktheit und Pipetten-Membran-Bindung wahrend der Messungen wurden durch die
Software Igor Pro gewahrleistet. Bei Messungen im VC-Modus wurde dafur ein 50 ms langer
Testpuls am Anfang jedes Messabschnitts appliziert. Wenn nicht abweichend angegeben,
wurden Zellen bei Messungen im VC-Modus mittels Strominjektionen kontinuierlich bei einem
Membranpotential von -65 mV gehalten. Messungen, bei denen sich ein Haltestrom von mehr
als 250 pA, ein Serienwiderstand Uber 35MQ oder ein Wert groBer als 25% des
Eingangswiderstandes zeigten, wurden in der Regel nicht weitergefuhrt. Bei Messungen im CC-
Modus wurde der Brlckenabgleich (engl. bridge-balance) kontinuierlich Gberwacht und bei
Bedarf angepasst. Messungen wurden lediglich an Zellen durchgefuhrt, die nach Erreichen der
ein RMP zeigten, welches negativer als -55 mV war. Bei Experimenten, bei denen eine
Intervention (z.B. hochfrequente  Stimulation, Applikation oder Aktivierung einer
pharmakologisch aktiven Substanz) vorgenommen wurde, wurde intraexperimentell
sichergestellt, dass sich die gemessenen Parameter unter Kontrollbedingungen Uber einen
Zeitraum von 5-20 Minuten stabil zeigten. Hierdurch konnte eine Basislinie (engl. baseline) aus
Kontrollwerten erfasst werden. Nach einer Intervention wurde die Messung fir mindestens 5-20

Minuten weitergeflhrt, um den zeitlichen Verlauf zu verfolgen.
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Bestimmung des Zelltyps und der Membraneigenschaften

Zur Ermittlung des Zelltyps (BURST oder REG) sowie der aktiven und passiven
Membraneigenschaften subikuldrer Pyramidenzellen wurden hyper- und depolarisierende
somatische Strominjektionen im CC-Modus verabreicht. Die 500 ms langen rechteckigen
Strominjektionen steigerten sich in ihrer Amplitude in 40 pA Schritten von -240 pA bis +240 pA.

Die zugehorigen Spannungsantworten wurden aufgezeichnet.

Spontanaktivitat

In einigen Zellen wurde im Anschluss an die elektrophysiologische Charakterisierung die
Spontanaktivitdt gemessen. Daflir wurden im VC-Modus auftretende spontane exzitatorische
postsynaptische Strome (engl. spontaneous excitatory postsynaptic currents, sEPSC) Uber
einen Zeitraum von mindestens 10 Minuten erfasst. Die Messungen erfolgten in ACSF ohne

Zugabe von Blockern der synaptischen Transmission oder Erhéhung von lonenkonzentrationen.

Exzitatorische postsynaptische Stréme

Exzitatorische postsynaptische Strome (engl. excitatory postsynaptic currents, EPSC) wurden
durch Stimulation afferenter Eingange aus der CA1-Region evoziert und durch Ableitung einer
subikularen Pyramidenzelle im VC-Modus erfasst. Die Messungen wurden in Gegenwart des
GABAAx-Rezeptor-Antagonisten Gabazin durchgefiihrt. Um epileptiformer Aktivitat vorzubeugen
und um polysynaptische Einflisse zu minimieren, wurde die Calcium- und
Magnesiumkonzentration der ACSF auf 4 mM erhoht. Die Stimulation erfolgte in Form von
Doppelpulsen (Stimulationsintervall 10 s; Pulsdauer 0,1 ms; Doppelpulsintervall 50 ms).

Im Rahmen der Untersuchungen zur Kurzzeitplastizitat erfolgte eine Induktion von PTP mittels
hochfrequenter synaptischer Stimulation (HFS). Fir die HFS wurde ein Protokoll gewahlt, bei
welchem 50 oder 100 Pulse mit einer Frequenz von 50 Hz im VC-Modus appliziert wurden.
Dieses Protokoll fuhrte in der Regel nicht zur Induktion von LTP.

Ferner wurden die Auswirkungen einer Inhibition oder Aktivierung von NMDA-R durch Zugabe
pharmakologisch aktiver Substanzen in die extrazellulare Flissigkeit untersucht. Hierfir kamen
AP5 (50 oder 100 uM), Ifenprodil (3 uM), DQP-1105 (20 uM) und NMDA (20 uM) zur
Anwendung. Weiterhin wurde bei einigen Messungen eine mit MK801 (1 mM) angereicherte

Kalium-Gluconat-Ldsung zur spezifischen Inhibition postsynaptischer NMDA-R verwendet.

Exzitatorische postsynaptische Stréme (iber NMDA-Rezeptoren

Exzitatorische postsynaptische Strome Uber den NMDA-R (NMDA-EPSC) wurden durch
Stimulation afferenter Eingange aus der CA1-Region evoziert und durch die Ableitung einer
subikularen Pyramidenzelle im VC-Modus erfasst. Messungen wurden in Anwesenheit
folgender Pharmaka durchgefuhrt: NBQX (AMPA-R-Antagonist und Kainat-R-Antagonist),
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Gabazin (GABAa-Rezeptor-Antagonist) und CGP 55845 (GABAs-Rezeptor-Antagonist). Fir die
Stimulation der afferenten Eingange wurde eine Stimulationselektrode im CA1-Areal platziert.
Die Stimulation erfolgte mit Stimulationsintervallen von 10 oder 20s und in Form von
Einzelpulsen mit einer Pulsdauer von 0,1 ms. Die Zellen wurden mittels Strominjektionen
kontinuierlich bei Membranpotentialwerten von -45 mV (Kalium-Gluconat-Lésung) oder +40 mV
(Casium-Gluconat-Lésung) gehalten.

Um die Wirksamkeit von intrazellularem caged MK801 (photoreaktive MK801-Form) zu testen,
wurden NMDA-EPSC vor und nach Aktivierung des caged MK801 in der Pipettenldsung
untersucht. Die Aktivierung des caged MK801 erfolgte durch Applikation von UV-Licht-Pulsen
(engl. ,uncaging®), weshalb die Messungen unter Ausschluss von naturlichen und nicht-
naturlichen UV-Licht-Quellen durchgefuhrt wurden. Kontrollmessungen mit einer intrazellularen
Kalium-Gluconat-Ldsung ohne caged MK801 wurden angefertigt, um Effekte der Applikation
von UV-Licht zu erfassen. Ferner wurden Messungen mit einer mit Ascorbinsaure (Vitamin C)
angereicherten  Kalium-Gluconat-Losung oder Casium-Gluconat-Lésung  durchgefuhrt.
Ascorbinsaure verhalt sich in wassrigen Lésungen als Reduktionsmittel, weshalb angenommen
wurde, dass Ascorbinsdure den schadigenden Einflissen von UV-Licht auf Zellen
entgegenwirken konnte.'9>1%

Im Rahmen eines weiteren Messprotokolls erfolgte eine Untersuchung von NMDA-EPSC
ebenfalls unter Verwendung einer Casium-haltigen intrazellularen Lésung. Casium bewirkt eine
Inhibition der Kalium-Leitfahigkeiten und erméglicht so eine stabile Messung von NMDA-EPSC
bei depolarisierten Membranpotentialen. Da bei Verwendung von Casium-Gluconat-Lésung das
elektrophysiologische Entladungsverhalten nicht erhoben werden kann, wurde im Rahmen
einiger Messungen ein sogenannter Repatch durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurden hierfar
Zelltyp (BURST, REG) und Membraneigenschaften einer subikuldren Pyramidenzelle unter
Verwendung einer kaliumhaltigen Pipettenldsung ermittelt. Schliellich wurde die Messpipette
von der Zellmembran geldst und durch eine, mit einer casiumhaltigen Pipettenlosung geflllt
Messpipette ersetzt. In einem zweiten Schritt konnten so die NMDA-EPSC derselben, zuvor
elektrophysiologisch charakterisierten, subikularen Pyramidenzelle bei einem Membranpotential
von +40 mV gemessen werden. Die Auswirkungen einer NMDA-R-Inhibition auf die NMDA-
EPSC wurde hierbei durch Zugabe der pharmakologisch aktiven Substanzen AP5 (100 uM) und

Ifenprodil (3 uM) in die extrazellulare Flussigkeit ermittelt.

Feldpotentialmessungen an den Schaffer-Kollateral-CA1-Synapsen

Zur Aufzeichnung extrazellularer Feldpotentiale (engl. field excitatory postsynaptic potentials,
fEPSP) wurde eine Ableitelektrode mit ACSF gefillt und unter Sicht im CA1-Areal platziert.
Mittels einer bipolaren Stimulationselektrode wurden Schaffer-Kollateralen aus dem CA3-Areal

stimuliert. Die Stimulation erfolgte alle 60 s durch Applikation von 5 Pulsen mit einer Frequenz
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von 50 Hz (Interstimulusintervall 25 ms). Die Stimulationsstarke wurde so adjustiert, dass 70%
der maximalen fEPSP-Amplitude erreicht wurden. Die Auswirkungen einer NMDA-R-Inhibition
auf die fEPSP der Schaffer-Kollateral-CA1-Synapsen wurde durch Zugabe von APS (50 uM) in

die extrazellulare Flissigkeit Gber einen Zeitraum von 20 Minuten ermittelt.

3.4.2 Erfassung und Auswertung der elektrophysiologischen Messdaten

Messdaten wurden mit einer Abtastrate von 5 kHz aufgenommen und mittels eines Bessel-
Tiefpassfilters bei 2 kHz gefiltert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Igor Pro Softwarepakets

NeuroMatic, der Software AxoGraph sowie der Python basierten Software Stimfit.

Bestimmung des Zelltyps

Subikulare Pyramidenzellen wurden im Hinblick auf ihr Entladungsverhalten bei
depolarisierenden Strominjektionen als BURST und REG klassifiziert. Meist konnte eine
eindeutige Zuordnung intraexperimentell durch Inspektion der Spannungsantwort auf
Strominjektionen an der Rheobase (geringste Stromstarke, bei der mindestens ein
Aktionspotential ausgeldst wurde) erfolgen. Zellen wurden als BURST klassifiziert, wenn sie an
der Rheobase ein Entladungsverhalten zeigten, bei dem nach dem ersten Aktionspotential ein
oder mehrere weitere Aktionspotentiale mit geringem zeitlichem Abstand und somit hohen
Frequenzen auftraten. Bei Fehlen dieses burstenden Entladungsverhaltens an der Rheobase
wurden Zellen als REG klassifiziert. Zur Objektivierung der intraexperimentellen Klassifikation
wurden die initialen Inter-Aktionspotential-Intervalle (IAPI) innerhalb der Spannungsantworten
ausgewertet, in welchen mindestens zwei Aktionspotentiale ausgelést worden waren. Das
initiale IAPl wurde als Zeit zwischen den maximalen Amplituden der ersten zwei
aufeinanderfolgenden Aktionspotentiale definiert. Ein burstendes Entladungsverhalten wurde
nach Abgleich der intraexperimentellen Klassifikation mit den zugehérigen initialen IAPI ab
einem initialen IAPI <25 ms angenommen. Bei REG zeigten sich initiale APl von 225 ms. Bei
wenigen, initial als REG klassifizierten Zellen (n=5), gelang eine Verifizierung der
intraexperimentellen Klassifikation mittels des initialen IAPI nicht. Diese Zellen feuerten an der
Rheobase zunachst ein einzelnes Aktionspotential, zeigten jedoch bei geringfugiger Erhdhung
der Stromstarke ein burstendes Entladungsverhalten. Aufgrund dieser Umstande wurden diese
Zellen ruckwirkend als BURST klassifiziert und die Strominjektion, welche eine burstende
Entladung ausléste, als Rheobase festgelegt. Als weitere Parameter wurde bei BURST die
Anzahl an Aktionspotentialen innerhalb der ersten burstenden Entladung sowie die Anzahl an
burstenden Entladungen insgesamt ermittelt. Bei REG wurde die Anzahl an Aktionspotentialen

an der Rheobase erfasst.
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Aktive Membraneigenschaften

Fir die Ermittlung der Rheobase wund der Aktionspotentialfrequenzen wurden
Spannungsantworten auf depolarisierende Strominjektionen mit Stromstarken von +40 bis
+240 pA ausgewertet. Die Aktionspotentialfrequenz in Hertz wurde bestimmt, indem die Anzahl
der Aktionspotentiale, die durch die jeweilige Strominjektion induziert wurden, durch die
Gesamtdauer der Strominjektion (0,5s) dividiert wurde. Aus den Veranderungen der
Aktionspotentialfrequenz auf die schrittweise gesteigerten Strominjektionen wurden Frequenz-
Strom-Kurven (FI-Kurven) konstruiert. Aus den FI-Kurven konnten die Rheobase sowie die
Aktionspotentialfrequenz an der Rheobase entnommen werden. Die Steigung des linearen
Anteils der FI-Kurven (Gain in Hz/nA) zwischen der Rheobase und dem Erreichen der
maximalen Aktionspotential-Frequenz, wurde mittels einfacher linearer Regression ermittelt.
Frequenzadaptation bezeichnet die Abnahme der Frequenz, beziehungsweise die Zunahme der
IAPI, mit der Dauer einer Strominjektion. Ein Frequenz-Adaptations-Index wurde nach Beginn
einer Strominjektion von +240 pA in dem Zeitraum zwischen 100-500 ms ermittelt, um
Verfalschungen durch initiale burstende Entladungen auszuschlief3en. Das IAPI zwischen den
ersten beiden (IAPlsst) und das IAPI zwischen den letzten beiden Aktionspotentialen (IAPIast)
wurden hierfur in ein Verhaltnis gesetzt: Frequenz-Adaptations-Index = 100 x |APlsist / IAPliast.
Je naher ein Wert an 100% lag, desto geordneter war die Aktionspotentialverteilung und je
naher ein Wert an 0% lag, desto mehr Frequenzadaption fand statt. Abbildung 12 zeigt am
Beispiel der Spannungsantwort einer subikularen Pyramidenzelle die Messpunkte, die der

Ermittlung der genannten Parameter zugrunde lagen.
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Abbildung 12 Parameter der aktiven Membraneigenschaften I. A Darstellung der
Messpunkte fir die Ermittlung der Frequenz-Strom-Kurve, der Rheobase, der
Aktionspotentialfrequenz an der Rheobase sowie des Gain am Beispiel der
Spannungsantworten auf depolarisierende Strominjektionen (+40 bis +240 pA) einer
burstenden subikularen Pyramidenzelle. B Darstellung der Messpunkte fir die
Ermittlung des Frequenz-Adaptations-Index am Beispiel der Spannungsantwort einer
burstenden subikuldren Pyramidenzelle auf eine depolarisierende Strominjektion von
+240 pA. IAPI = Inter-Aktionspotential-Intervall.

Die folgenden Aktionspotential-Parameter wurden bei REG aus dem erstauftretenden

Aktionspotential an der Rheobase und bei BURST aus den Aktionspotentialen innerhalb der
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ersten burstenden Entladung an der Rheobase erhoben. Das Schwellenpotential (engl.
threshold) flir die Auslésung eines Aktionspotentials wurde als der Punkt der
Membranspannung definiert, der den Beginn der aufsteigenden Phase des Aktionspotentials
anzeigte und an welchem die Spannungsanderung pro Zeit 5 mV/ms Uberstieg. Die maximale
Aktionspotentialamplitude wurde vom RMP ausgehend bestimmt. Die Aktionspotentialdauer bei
halbmaximaler Amplitude (engl. full width at half-maximum amplitude, FWHMA) wurde als Zeit
zwischen dem Erreichen der halb-maximalen Aktionspotentialamplitude in der aufsteigenden
und absteigenden Phase des Aktionspotentials ausgehend vom Schwellenpotential festgelegt.
Der Anstiegszeit (engl. rise time) wurde die Zeit zwischen Erreichen von 20% bis 80% der
maximalen Aktionspotentialamplitude, ausgehend vom Schwellenpotential, zugrunde gelegt.
Die maximale Anstiegssteigung (engl. maximum slope of rise) wurde als die maximal-positive
Steigung in der aufsteigenden Phase des Aktionspotentials definiert. Die maximale
Abstiegssteigung (engl. maximum slope of decay) wurde als die maximal-negative Steigung in
der absteigenden Phase des Aktionspotentials festgelegt. Die Aktionspotentiallatenz wurde als
Zeit zwischen dem Beginn der Strominjektion und dem Auftreten des Schwellenpotentials, das
den Beginn der aufsteigenden Phase des ersten Aktionspotentials anzeigte, gemessen. Ferner
wurden bei BURST die IAPI zwischen den Aktionspotentialen innerhalb des ersten burstenden
Entladungsverhaltens an der Rheobase ermittelt. Abbildung 13 zeigt am Beispiel der
Spannungsantwort einer subikuldren Pyramidenzelle die Messpunkte, die der Ermittlung der

genannten Parameter zugrunde lagen.
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Abbildung 13 Parameter der aktiven Membraneigenschaften Il. A Darstellung der
Messpunkte fur die Ermittlung des Schwellenpotentials (%), der
Aktionspotentialamplitude (AP-Amplitude, @) sowie der Aktionspotentiallatenz (AP-
Latenz, (@) am Beispiel der Spannungsantworten einer burstenden subikuldren
Pyramidenzelle an der Rheobase. B VergréRerung aus A. Darstellung der Messpunkte
fir die Ermittlung des Inter-Aktionspotential-Intervalls (IAPI, (3), der maximalen
Anstiegs- und Abstiegssteigung (%), der Aktionspotentialdauer bei halbmaximaler
Amplitude (FWHMA, (@) sowie der Anstiegszeit ().

Ferner wurden das Sag-Potential (Vsag) und die Sag-Ratio bei einer Strominjektion von -200 pA
ermittelt. Vsag beschrieb das Ausmal einer Uberschiellenden Senkung des Membranpotentials

zu Beginn der hyperpolarisierenden Strominjektionen. Vsag wurde als Differenz zwischen dem
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Membranpotential in der Gleichgewichtsphase der Spannungsantwort (engl. steady-state-
potential, Vss) gegen Ende der Strominjektion im Bereich 400-500 ms und der maximalen
negativen Membranpotentialanderung relativ. zum RMP (Vpeak) im Bereich zwischen 0 und
400 ms nach Beginn der hyperpolarisierenden Strominjektion ermittelt (Vsag = Vss - Vpeak). Die
Sag-Ratio wurde als prozentualer Anteil von Vsag an Vpeak definiert (Sag-Ratio = 100 x Vsag /
Vyeak). Die Rebound-Depolarisation wurde als der maximale depolarisierende Ausschlag des
Membranpotentials vom RMP nach einer hyperpolarisierenden Strominjektion von -200 pA
definiert. Ferner wurde erfasst, wenn durch hyperpolarisierende Strominjektionen von -40 pA
bis -240 pA Rebound-Aktionspotentiale ausgeldst wurden. Die Rebound-Hyperpolarisation
wurde als der maximale hyperpolarisierende Ausschlag des Membranpotentials vom RMP nach
erfolgter depolarisierender Strominjektion von +200 pA definiert. Abbildung 14 zeigt am Beispiel
der Spannungsantwort einer subikuldaren Pyramidenzelle die Messpunkte, die der Ermittlung der

genannten Parameter zugrunde lagen.

Vsag = Vss - Vpeak

Sag-Ratio = 100 X Vsag/ Vpeak

Rebound-Depolarisation
RMP

Veag ¥ N0 Rebound-Hyperpolarisation

Vpeak

+200 pA
-200 pA

Abbildung 14 Parameter der aktiven Membraneigenschaften IIl.
Darstellung der Messpunkte fir die Ermittlung der maximalen
negativen  Membranpotentialdnderung  (Vpeak)  relativ. = zum
Ruhemembranpotential (RMP), des zugehérigen Membranpotentials in
der Gleichgewichtsphase der Spannungsantwort (Vss), des
Senkungspotentials (Vsag), der Rebound-Depolarisation sowie der
Rebound-Hyperpolarisation (x) am Beispiel der Spannungsantworten
auf depolarisierende und hyperpolarisierende Strominjektionen (-200-
und +200 pA) einer burstenden subikularen Pyramidenzelle.

Passive Membraneigenschaften

Fir die Ermittlung des RMP wurde der Mittelwert des Membranpotentials aus dem initialen
Abschnitt von Messungen im CC-Modus vor Beginn der Strominjektionen verwendet. Aus den
Veranderungen des Membranpotentials auf die schrittweisen hyper- und depolarisierenden
Strominjektionen bis zur Rheobase wurden Strom-Spannungs-Kurven (IV-Kurven) in Relation

zum RMP konstruiert. Den Spannungen wurde Vs gegen Ende der Strominjektion im Bereich
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400-500 ms zu Grunde gelegt. Die Eingangswiderstande der Zellen wurden Uber die Steigung
der linearen Funktion dieser IV-Kurven mittels linearer Regression berechnet. Die Membran-
Zeit-Konstante Tau (engl. membrane time constant, 1) beschreibt das Produkt aus
Membranwiderstand (Rn) und Membrankapazitdt (Cn): T = Cn X Rm. Der Membran-Zeit-
Konstante wurde die Zeit zugrunde gelegt, in welcher im Rahmen einer Strominjektion von -
40 pA das Membranpotential einen Wert von 1-1/e beziehungsweise 63% von Vs erreichte. Die
Ermittlung erfolgte durch Anlegen und Anpassen einer mono-exponentiellen Funktion an die
initiale Phase der Spannungsantwort des Membranpotentials mit einem festgelegten Endpunkt
auf Hohe von V. Abbildung 15 zeigt am Beispiel der Spannungsantwort einer subikularen

Pyramidenzelle die Messpunkte, die der Ermittlung der genannten Parameter zugrunde lagen.

Rheobase
- 240 pA —_ . -40pA

%szw

——— | -240pA =1

Abbildung 15 Parameter der passiven Membraneigenschaften. Darstellung der
Messpunkte  fir die  Ermittlung  verschiedener  Parameter der  passiven
Membraneigenschaften am Beispiel der Spannungsantworten auf depolarisierende und
hyperpolarisierende Strominjektionen einer burstenden subikularen Pyramidenzelle. A
Ruhemembranpotential (RMP) als das Membranpotential vor Beginn der Strominjektion. B
Der Eingangswiderstandes wurde Uber die lineare Funktion einer Strom-Spannungs-Kurve
ermittelt, welcher das Membranpotential in der Gleichgewichtsphase der Spannungsantwort
(Vss) bis zur Rheobase zugrunde lag. C Die Membran-Zeit-Konstante (1) gibt die Zeit an, in
der bei einer Strominjektion von -40 pA das Membranpotential einen Wert von 1-1/e erreicht.

Spontanaktivitat

Die Auswertung der Spontanaktivititsmessungen erfolgte mit Hilfe der Python basierten
Software Stimfit. Zunachst wurden die initialen 150 ms langen Messabschnitte, die den 50 ms
langen Testpuls enthielten, aus den Messungen herausgeschnitten. AnschlieBend wurden die
verbleibenden Messabschnitte einer Zellmessung zur Auswertung chronologisch zu einer
Messreihe zusammengefugt. Die Spontanaktivitdt wurde dann in jeder Messreihe Uber einen
Zeitraum von 9 Minuten ausgewertet. Um eine bessere interexperimentelle Vergleichbarkeit zu
gewahren, wurde bei der Auswertung derjenige Messabschnitt betrachtet, welcher die ersten 90
sEPSC einer jeden Messung enthielt. Die Anzahl von 90 ergab sich aus der geringsten Anzahl
an detektierten sEPSC im neunminitigen Messzeitraum. Mittels eines in Stimfit integrierten
Vorlage-Ubereinstimmungs-Algorithmus (engl. template match algorithm) konnten SEPSC nach

Erstellung einer Vorlagefunktion und unter Berucksichtigung eines Detektionskriteriums
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(Abgleich eines Skalierungsfaktors mit der Standardabweichung des Hintergrundrauschens)
automatisch detektiert werden.'®” Eine Korrektur im Hinblick auf unzutreffend detektierte (falsch-
positive) und unzutreffend nicht-detektierte (falsch-negative) sEPSC erfolgte visuell. sEPSC,
deren Amplitude kleiner als der 3,5-fache Wert der jeweiligen Standardabweichung der
Basislinie war, wurden nachtraglich von der Auswertung ausgeschlossen. Fir jede Messreihe
wurde die sEPSC-Anzahl und mittlere sSEPSC-Frequenz sowie die Zeit zwischen dem Auftreten
zweier SEPSC (engl. inter-event-intervall, |EIl) ermittelt. Als Mal} fur die RegelmaRigkeit des
Auftretens der sEPSC wurde der Variationskoeffizient (engl. coefficient of variation) der IEI
ausgewertet (Variationskoeffizient |IEI = Standardabweichung IEI / Mittelwert IEIl). Je
regelmafiger die sEPSC-Abfolgen waren, desto kleiner war der Variationskoeffizient. Ferner
wurden die einzelnen SEPSC zur Untersuchung ihrer maximalen Amplitude und Kinetik isoliert.
Die Amplitude wurde als der maximale negative Ausschlag von der Basislinie gemessen. Die
Anstiegszeit wurde als Zeit zwischen dem Erreichen von 20% bis 80% der maximalen
Amplitude ermittelt. Die FWHMA wurde als Zeit zwischen dem Erreichen der halb-maximalen
Amplitude in der aufsteigenden und absteigenden Phase des sEPSC definiert. Die
Anstiegssteigung wurde als die maximal-positive Steigung in der aufsteigenden Phase des
sEPSC festgelegt. Die Abstiegssteigung wurde als die maximal-negative Steigung in der
absteigenden Phase des sEPSC definiert.

Exzitatorische postsynaptische Stréme

Die EPSC-Amplitude wurde die Differenz zwischen dem mittleren Wert der Strommessungen
ab 10 ms vor Stimulation und dem folgenden maximalen negativen Ausschlag definiert. Die
Amplituden der EPSC wurden, wenn nicht abweichend angegeben, im Hinblick auf die mittlere
Amplitude der jeweiligen Basislinienmessung normalisiert. Bei Messungen bei denen eine HFS
erfolgte wurde die PTP anhand der normalisierten maximalen Amplitude des ersten EPSC nach
der HFS bestimmt. Um zu untersuchen, ob Veradnderungen pra- oder postsynaptische
Mechanismen zugrunde liegen, wurden Veranderungen der Doppelpulsratio (Doppelpulsratio =
EPSC,-Amplitude / EPSC+-Amplitude) erfasst. Andert sich die Doppelpulsratio nach HFS oder
nach Applikation einer pharmakologisch aktiven Substanz, kann dies ein Hinweis auf einen
prasynaptischen Ursprung des Effektes sein.'” Ferner wurden Veranderungen des auf die
Basislinienwerte normalisierten Eingangswiderstandes und absolute Veranderungen des

Haltestroms nach Applikation von pharmakologisch aktiven Substanzen ausgewertet.

Exzitatorische postsynaptische Stréme (iber NMDA-Rezeptoren
Der Amplitude der NMDA-EPSC wurde die Differenz zwischen dem mittleren Wert der
Strommessungen ab 10 ms vor Stimulation und dem folgenden maximalen negativen (Kalium-

Gluconat-Lésung: Membranpotential -45 mV) oder positiven (Casium-Gluconat-Lésung:
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Membranpotential +40 mV) Ausschlag zugrunde gelegt. Die Amplituden der NMDA-EPSC
wurden, wenn nicht abweichend angegeben, im Hinblick auf die mittlere Amplitude der
jeweiligen  Basislinienmessung normalisiert. Weiterhin wurden Veranderungen des
normalisierten Eingangswiderstandes und absolute Veranderungen des Haltestroms nach

Applikation von UV-Licht oder pharmakologisch aktiven Substanzen ausgewertet.

Feldpotentialmessungen an den Schaffer-Kollateral-CA1-Synapsen

Bei Feldpotentialen lassen sich drei zeitlich aufeinanderfolgende Komponenten voneinander
abgrenzen: Das Stimulationsartefakt, der Fiber-Volley und das eigentliche exzitatorische
postsynaptische Feldpotential. Das Stimulationsartefakt stellt dabei einen der Stimulation
unmittelbar folgenden kurzen biphasischen Ausschlag dar. Der sich anschlieBende negativ
orientierte  Fiber-Volley reprasentiert die Aktionspotentiale, die an den afferenten
prasynaptischen Fasern durch die Stimulation ausgelést werden und Uber die Axone die
abgeleitete Neuronenpopulation erreichen. Die Fiber-Volley-Amplitude bildet hierbei ab in
welchem Mal die afferente Stimulation die abgeleitete Zielregion tatsachlich erreicht. Die Fiber-
Volley-Amplitude wurde von dem initialen positiven zum folgenden maximal negativen
Ausschlag gemessen. Dem Fiber-Volley folgt eine langer andauernde hochamplitudige negative
Potentialverschiebung. Diese stellt die postsynaptische Antwort auf die Stimulation da und wird
durch Stréme erzeugt, die durch synaptische Transmission in der abgeleiteten
Neuronenpopulation induziert werden. In der Regel wird bei der Auswertung die initiale
Steigung des fEPSP als quantitativer Parameter verwendet, da sie starker linear mit den
postsynaptischen Leitfahigkeiten korreliert als beispielsweise die maximale fEPSP-Amplitude
oder die Flache unter der fEPSP-Kurve.'® Die initiale fEPSP-Steigung wurde als dV/dt
innerhalb von 20% bis 80% der maximalen fEPSP-Amplitude direkt nach dem negativen
Ausschlag des Fiber-Volley ermittelt. Um die Breite des fEPSP zu erfassen wurde die FWHMA
als Zeit zwischen dem Erreichen der halb-maximalen Amplitude in der aufsteigenden und
absteigenden Phase des fEPSP gemessen. Abbildung 16 zeigt die Messpunkte, die der
Ermittlung der genannten Parameter zugrunde lagen.

Abbildung 16

Parameter bei Feldpotentialen. Darstellung
des charakteristischen fEPSP-Verlaufs sowie
——————— der Messpunkte fur die Ermittlung der Fiber-
Volley-Amplitude @), der fEPSP-Steigung @
und der fEPSP-Breite bei halbmaximaler
(D Fiber-Volley-Amplitude Amplitude (FWHMA) ® am Beispiel eines

@ fEPSP-Steigung isolierten fEPSP. fEPSP = Exzitatorisches
postsynaptisches Feldpotential.

® FWHMA
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3.5 Zellmorphologische Untersuchungen

3.5.1. Fiillung der subikularen Pyramidenzellen mit Biocytin

Einige Zellen wurden nach elektrophysiologischer Messung zur Erhebung zellmorphologischer
Daten angefarbt. Zur immunhistochemischen Farbung der Pyramidenzellen war 0,2% Biocytin
in der intrazellularen Kalium-Gluconat-Ldsung enthalten. Wenn eine Messung in der whole-cell-
Konfiguration langer als 15 Minuten andauerte, wurde von einer ausreichenden Diffusion in
entfernte  Zellstrukturen ausgegangen. Nach Beendigung der elektrophysiologischen
Messungen wurde eine outside-out-Konfiguration hergestellt und die Pipette wurde
anschlief3end langsam aus dem Hirnschnitt entfernt. Dieser wurde fur weitere 10 Minuten in der

mit ACSF perfundierten Messkammer gelagert.

3.5.2. Fixation der Hirnschnittpraparate und immunhistochemische Farbung

Die Hirnschnittpréaparate wurden in Zellkulturplatten transferiert und in 4% Paraformaldehyd
(PFA) flr 12 bis 24 Stunden fixiert. AnschlieBend wurden die Hirnschnittpraparate zur Lagerung
vor der immunhistochemische Farbung in eine 0,1 M phosphatgepufferte Salzlésung (engl.
phosphate  buffered saline, PBS) mit 0,1% Natriumazid dberfihrt. Vor der
immunhistochemischen Farbung wurde jedes Hirnschnittpraparat dreimal fir jeweils 10 Minuten
mit 0,1 M PBS gespult. Anschlieliend wurden die Hirnschnittpraparate in PBS fir 48 Stunden
bei 4 °C mit Triton X-100 und Alexa Fluor 488 konjugiertem Streptavidin (Konzentration 1:500)
inkubiert. Es folgten drei weitere Spulvorgange mit 0,1 M PBS fur jeweils 10 Minuten.
Schliellich wurden die Hirnschnittpraparate auf einen Objekttrager transferiert und eingebettet
in Mowiol (Einschlussmittel aus teilhydrolysiertem Polyvinylalkohol) mit einem Deckglas
abgedeckt. Die Aushartung und weitere Lagerung erfolgten bei 4 °C unter Vermeidung von
Kontakt mit UV-Licht.

3.5.3. Erfassung und Auswertung der zellmorphologischen Daten

Die Immunfluoreszenzdarstellung erfolgte mittels konfokaler Laserscanmikroskopie unter
Verwendung eines  20x-Olimmersionsobjektivs. Dabei  wurden  Aufnahmen  der
fluoreszenzmarkierten subikularen Pyramidenzellen entlang der Z-Achse mit einem
Schichtdickenabstand von 1 um erstellt (Z-Stacks). Die dendritische Zellmorphologie wurde
schliellich aus den Z-Stacks mit Hilfe der Software Neutube dreidimensional rekonstruiert und
die einzelnen Auslaufer dem apikalen oder basalen Dendritenbaum zugeordnet.”® Dem
apikalen Dendritenbaum wurden solche Dendriten zugeordnet, die aus der Spitze der
Pyramidenzellsomata aufstiegen oder Verzweigungen dieser darstellten. Basale Dendriten

zeigten sich kurz und radial um das Pyramidenzellensoma verteilt. Unter Verwendung der
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Software ImageJ2/Fiji wurde die Rekonstruktion zur Uniformierung des dendritischen
Durchmessers skelettiert.

Die Sholl-Analysen wurden mittels spezifischer Softwarepakete in ImageJ2/Fiji durchgeflihrt,
wobei apikale und basale Dendriten getrennt betrachtet wurden. Die Sholl-Analyse ist eine
morphometrische Methode zur quantitativen Beschreibung der dendritischen Morphologie von
Nervenzellen.?®® Dabei werden konzentrische Kreise mit zunehmenden Radien, die auf das
Soma eins Neurons zentriert sind, auf eine Zelle projiziert. Flr jeden dieser konzentrischen

Kreise kann so die Anzahl an Schnittpunkten mit den Dendriten ermittelt werden (Abbildung 17).

Schlieftender Radius Apikale dendritische

1 Schnittpunkte

I Radiusschrittweite

Basale dendritische
Schnittpunkte

Abbildung 17 Parameter der Sholl-Analyse. Schematische
Darstellung einiger im Rahmen der Sholl-Analyse erhobener
Parameter. Rote Zahlen kennzeichnen die Anzahl basaler (links)
beziehungsweise apikaler (rechts) dendritischer Schnittpunkte des
jeweiligen konzentrischen Kreises.

In dieser Arbeit wurde fir den Ausgangsradius und die Radiusschrittweite ein Wert von 10 um
festgelegt. Die Anzahl der dendritischen Schnittpunkte kann gegen den Radius aufgetragen
werden, was die Mdoglichkeit der Ableitung verschiedener Parameter fir vergleichende
Analysen bietet. Fur diese Arbeit wurden sechs Parameter extrahiert, welche im Folgenden
naher erldutert werden. Die Summe der Schnittpunkt wurde als Summe der erfassten
Schnittpunkte aller Radien ermittelt. Sie ergibt eine Anndherung an die Gesamtlange des
gesamten dendritischen Baumes (Ldnge = Summe Schnittpunkte x Radiusschrittweite). Der
schlielRende Radius variiert mit der rdumlichen Ausdehnung des dendritischen Baumes und
wurde als der maximale Radius, bei dem lediglich ein Schnittpunkt erfasst wurde, definiert. Der
Mittelwert fir die Schnittpunkte ergab sich aus dem Quotienten der Summe und des
schlielenden Radius. Die maximale Anzahl der Schnittpunkte ist ein einfaches Mal fur die
Verzweigung des dendritischen Baums, wahrend die Radien, bei welchen diese maximale
Anzahl an Schnittpunkten auftraten als Abstand vom Soma definiert wurden, in dem die

Dendriten maximal verzweigt waren.
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SchlieBlich konnten anhand der Sholl-Diagramme Regressionskoeffizienten ermittelt werden,
wobei zwei Methoden zum Einsatz kamen: Die log-log-Methode und die semi-log-Methode. Bei
der log-log-Methode wird der natirliche Logarithmus der Anzahl der Schnittpunkte geteilt durch
die vom Radius eingeschlossene Flache gegen den natirlichen Logarithmus des Radius
aufgetragen. Zeigt sich dabei ein anndhernd linearer Zusammenhang, kann eine lineare
Regression durchgefiihrt werden, wobei der Regressionskoeffizient als Mal} fir die Abnahme
der Anzahl an dendritischen Schnittpunkten mit zunehmender Entfernung vom Soma
interpretiert werden kann. Bei der semi-log-Methode wird der natlrliche Logarithmus der Anzahl
der Schnittpunkte geteilt durch die vom Radius eingeschlossene Flache gegen den Radius
aufgetragen. Hierbei kann sich ebenfalls ein linearer Zusammenhang zeigen und der durch
lineare Regression ermittelte Regressionskoeffizient beschreibt dabei die exponentielle
Abnahme der Anzahl an dendritischen Schnittpunkten mit zunehmendem Radius vom Soma.
Empfehlungen nach sollte sich die Auswahl einer geeigneten Methode an der spezifischen
Struktur des dendritischen Baumes und nicht zuletzt an der Gute, der mit der jeweiligen
Methode erreichten, statistischen Beziehung orientieren. In dieser Arbeit wurde die Methode
basierend auf der bekannten charakteristischen apikalen und basalen dendritischen Architektur
sowie dem Determinationskoeffizienten (engl. coefficient of determination) als
Kontrollparameter gewahlt. Der Determinationskoeffizient kann Werte zwischen 0 und 1
annehmen und beschreibt die Qualitdt der Annaherung durch die Regressionsanalyse.?®' Fir
die Analyse der apikalen Dendriten wurde so die log-log-Methode und fliir die Analyse der
basalen Dendriten die semi-log-Methode ausgewahlt. Aus Griinden einer verbesserten
Annaherung wurde die Regressionsanalyse auf dendritische Schnittpunkte beschrankt, deren
Radien zwischen dem 10. und dem 90. Perzentil lagen (gekennzeichnet als ,P10-P90").

Die Erhebung von weiteren Parametern der zellularen Morphologie erfolgte in mit Hilfe der
Software L-Measure, wobei auch hier eine separate Betrachtung der apikalen und basalen
dendritischen Architektur erfolgte. In dieser Arbeit wurden drei weitere Parameter der
dendritischen Morphologie ausgewahlt und analysiert, welche im Folgenden naher erldutert
werden. Ein Dendritenast wurde dabei als dendritischer Abschnitt definiert, der zwischen zwei
Verzweigungspunkten oder zwischen einem Verzweigungspunkt und einem Endpunkt lag. Die
Anzahl an den Dendritenasten beschrieb die Summe aus der Anzahl an Verzweigungen und
der Anzahl an Endpunkten. Die mittlere Kontraktion (engl. average contraction) gab das
durchschnittliche Verhaltnis zwischen dem euklidischen Abstand eines Dendritenastes und
seiner Weglange an. Je naher die Werte an 1 lagen, desto geringer und je naher die Werte an 0
lagen, desto starker war die mittlere Kontraktion der Dendriten. Der Gesamtlange lag die

Summe der Lange der einzelnen Dendritendste zugrunde.
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3.6 Statistische Auswertung

Abbildungen, die schematische Darstellungen beinhalten wurden mit Hilfe der Programme
Power-Point und lllustrator erstellt. Fir alle Abbildungen, die nicht oder nur in Teilen selbst
erstellt wurden, wurden die Nutzungsrechte schriftlich eingeholt.

Die statistische Testung sowie die Erstellung der Abbildungen zur Ergebnisprasentation
erfolgten mit Hilfe der Software Prism sowie Softwarepaketen in R. Es wurden keine
statistischen Methoden zur Vorbestimmung der Stichprobengré3en wie beispielsweise Power-
Analysen durchgefuhrt. Die Wahl der Stichprobengréfien fur diese Arbeit orientierte sich an den
im Allgemeinen in dem Bereich der zelluldren Neurophysiologie eingesetzten
Stichprobengrdéflen.

Messungen von unterschiedlichen Zelltypen (BURST, REG) und Messungen bei denen
unterschiedliche Messprotokolle zum Einsatz kamen wurden, wenn nicht abweichend
angegeben, getrennt statistisch analysiert. FUr die statistische Testung wurden die erhobenen
Daten zunédchst mittels des D'Agostino-Pearson-Test auf eine Normalverteilung gepruft. Bei
Nichtannahme einer Normalverteilung durch den D'Agostino-Pearson-Test wurde das Quantil-
Quantil-Diagramm der Verteilung visuell auf die Annahme einer Normalverteilung der Daten,
gegebenenfalls unter Ausschluss von sogenannten ,Ausreilern®, gepruft. Zur
Signifikanztestung auf Unabhangigkeit in Kontingenztafeln wurde aufgrund des meist geringen
Stichprobenumfangs der Fisher-Yates-Test verwendet. Fir die Signifikanztestung ungepaarter
normalverteilter Stichproben wurde der t-Test fir unabhangige Stichproben oder bei
Ungleichheit der Varianzen in den Grundgesamtheiten (Fisher's F-Test) der Welch-Test
angewendet. Bei ungepaarten nicht normalverteilten Stichproben wurde der Mann-Whitney-Test
verwendet. Statistische Vergleiche kumulativer Verteilungen wurden mittels des nicht
parametrischen Kolmogorov-Smirnov-Tests durchgefiihrt. Fur die Signifikanztestung gepaarter
normalverteilter Stichproben wurde je nach Form der Daten der t-Test fur abhangige
Stichproben oder der Ratio-t-Test fir abhangige Stichproben verwendet. Der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test wurde im Rahmen der Signifikanztestung gepaarter nicht
normalverteilter Stichproben angewendet. Varianzanalysen bei unabhangigen Stichproben
wurden in Abhangigkeit von dem untersuchten Datensatz mit einer ein- oder zweifaktoriellen
ANOVA fir unabhangige Stichproben durchgeflihrt. Die Ergebnisse der Signifikanztestung
wurden in der Regel mit Hilfe des post-hoc Holm-Sidak-Test auf eine Alphafehler-Kumulierung
bei multiplen Vergleichen korrigiert (Angabe zur statistischen Testung in der Klammer hinter
dem Ergebnis oder der zugehorigen Tabelle). Erfolgte keine Korrektur auf eine Alphafehler-
Kumulierung oder wurde diese flr bestimmte Untergruppen getrennt durchgefiihrt, lag dieser
Entscheidung der explorative Charakter der jeweiligen Untersuchung zugrunde. Die Angabe der

Ergebnisse im Text erfolgte als Mittelwert £ Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM).

46



Als Signifikanz-Niveau galt, wenn nicht abweichend angegeben, ein p-Wert kleiner als 0,05,
was durch einen Asterisk (*) gekennzeichnet wurde. p-Werte, die kleiner als 0,01 waren wurden
als ,hoch signifikant* (**) und p-Werte die kleiner als 0,001 waren als ,héchst signifikant® (***)
eingestuft. Fur die Vergleiche kumulativer Verteilungen mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests
wurde das Signifikanz-Niveau aufgrund der umfangreichen Grundgesamtheit auf einen p-Wert
kleiner als 0,001 (signifikant, *) herabgesetzt.

Zur orientierenden Abschatzung der Klassenbreite fur die Erstellung der Histogramme kam die
Freedman-Diaconis-Regel zur Anwendung: Klassenbreite = 2 x (IQR/*Yn), wobei IQR der
Interquartilsabstand (Qs-Qs) und n die Anzahl der Stichproben war.?%2

Eine Korrelationsanalyse wurde erstellt, um die Grole und Richtung der statistischen
Beziehung zwischen den erhobenen Parametern der Membraneigenschaften, Spontanaktivitat
und dendritischen Morphologie zu erfassen. Es wurden 43 Variablen erfasst, wobei Rebound-
Depolarisation und -Hyperpolarisation wegen fehlender Werte und aufgrund der Induktion von
Rebound-Aktionspotentialen von der Korrelationsanalyse ausgeschlossen wurden. Das
Versuchstieralter wurde in die Korrelationsanalyse mit aufgenommen. Die Korrelationsanalyse
wurden mittels der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman flr nicht normalverteilte
Stichproben durchgefihrt. Der Rangkorrelationskoeffizient wurde in Anlehnung an die von
Jacob Cohen entwickelte Richtlinie wie folgt interpretiert: |r|=0,10 = schwache Korrelation,
Ir|=0,30 = moderate Korrelation, |r|=0,50 = starke Korrelation.?*?

k-Means-Cluster-Analysen und Hauptkomponentenanalysen (engl. principal component
analysis, PCA) wurden mit Hilfe von Softwarepaketen in R (Hauptkomponentenanalyse und k-
Means-Cluster-Analyse: stats, caret, factoextra; graphische Darstellung: ggplot2, plotly) an drei
unterschiedlichen Datensatzen durchgefiihrt. Auch hier wurden die Parameter Rebound-
Depolarisation und -Hyperpolarisation wegen fehlender Werte und aufgrund der Induktion von
Rebound-Aktionspotentialen ausgeschlossen. Ferner wurden die Parameter initiales IAPI und
Frequenz an der Rheobase aufgrund des offensichtlichen Zusammenhangs zur Klassifikation
nicht in die Analysen miteinbezogen. Die optimale Anzahl an Clustern (k) fur die k-Means-
Cluster-Analysen wurde durch eine Silhouetten-Analyse ermittelt. Zusatzlich wurden Cluster-
und Hauptkomponentenanalyse erstellt, bei welchen nur die Parameter eingeschlossen wurden,
die sich zwischen BURST und REG im Mann-Whitney-Test signifikant unterschieden.®® Zur
basalen Einordnung der Gute des Clusters in Bezug auf die Zuordnung der beiden Zelltypen
wurden in Anlehnung an den Rand-Index Trefferquoten und Zufallstrefferquoten als Kennwerte
wie folgt ermittelt: Trefferquote = (a+d)/(a+b+c+d); Zufallstrefferquote =
((a+b)x(a+c))/(a+b+c+d)*+((c+d)x(b+d))(@a+b+c+d)% wobei: a=Anzahl richtig BURST-Cluster,
b=Anzahl falsch BURST-Cluster, c=Anzahl falsch REG-Cluster, d=Anzahl richtig REG-

Cluster.?04.205
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3.7 Verwendete Losungen und Pharmaka

Artifizielle cerebrospinale Lésungen

Tabelle 1 Zusammensetzung der verwendeten artifiziellen cerebrospinalen Lésungen.

Artifizielle cerebrospinale Losungen

Substanz Summenformel Molare Masse sACSF ACSF
(in g/mol) (in mM) (in mM)
Calciumchlorid CaClz 147,02 0,50 2,00
D-Glucose CeH1206 180,16 10,00 10,00
Kaliumchlorid KCI 74,55 2,50 3,00
Magnesiumchlorid MgClz 203,30 3,00 1,00
Natriumchlorid NaCl 58,44 87,00 125,00
Natriumdihydrogen- NaH2POs - H.0 137,99 1,25 1,25
phosphatmonohydrat
Natriumhydrogenkarbonat NaHCOs3 84,01 26,00 25,00
Sucrose Ci12H22011 342,30 50,00 -
Calciumchlorid CaClz 147,02 4,00
Magnesiumchlorid MgCl2 203,30 - 4,00
Gabazin C15H17N3Os3 - HBr 368,23 0,002
Fakultativ
NBQX C15H1606 - C15H1807 336,28 0,01
CGP 55845 C18H22CI2NO3P.HCI 438,71 - 0,002
Gabazin C15H17N3Os3 - HBr 368,23 0,002
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Artifizielle intrazelluldre L6sungen

Tabelle 2 Zusammensetzung der verwendeten Kalium-Gluconat-Lésung.

Substanz

Summenformel

Molare Masse

Kalium-Gluconat-

(in g/mol) Losung (in mM)
EGTA C14H24N2010 380,35 0,2
HEPES CsH1sN204S 238,30 10,0
Kaliumchlorid KCI 74,55 6,0
Kalium-Gluconat CeH11KO7 234,25 135,0
Magnesiumchlorid MgClz- 6H20 203,30 2,0
Natrium-Adenosintriphosphat C1oH1aNsNa2013P3- xH20 551,14 2,0
Natrium-Guanosintriphosphat C10H16N5014P3 - xNa* - yH20 523,18 0,5
Natrium-Phosphokreatin C4HsN3sOsPNaz - xH20 255,08 5,0
Biocytin C16H2sN4O4S 372,48 0.2 %
Kaliumhydroxid KOH 56,11 D‘;Sﬁ_t\ilvtr:ﬂo;‘, 2bis
Natriumascorbat CeH7NaOe 198,11 3,0
Fakultativ caged (+)-MK801  C26H24N20s 460,48 1,0
(+)-MK801 C16H15N - C4H404 337,37 1,0

Tabelle 3 Zusammensetzung der verwendeten Casium-Gluconat-Lésung.

Molare Masse

Casium-Gluconat-

Substanz Summenformel (in g/mol) Lésung (in mM)
Casiumchlorid CsCl 168,36 2,0
EGTA C14H24N2010 380,35 0,2
Gluconséaure CeH1207 196,16 120,00
HEPES CsH18N204S 238,30 10,0
Natrium-Adenosintriphosphat C1oH1aNsNa2013P3- xH20 551,14 4,0
Natriumchlorid NaCl 58,44 8,0
Natrium-Guanosintriphosphat ~ C1oH16N5014P3 - xNa* - yH20 523,18 0,3

QX 314 Bromid C16H27N20Br 343,30 5,0
Casiumhydroxid HCsO - H.0 167,93 Dopslzfﬁvt,r:ﬂO?r‘;is
Fakultativ  Natriumascorbat CeH7NaOs 198,11 3,0

49




Pharmakologisch aktive Substanzen

Tabelle 4 Ubersicht Giber die verwendeten pharmakologisch aktiven Substanzen.

Substanz Chemische Bezeichnung Konzentration Biologische Wirkung
(5S,10R) -10,11-Dihydro-5-methyl-5H-
Caged dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imin-12- 1 mM Antagonismus an NMDA-
(+)-MK801 carbonsaure(4,5-dimethoxy-2- m Rezeptoren
nitrophenyl)methylester
(28)-3-[[(1S)-1-(3.4- Antadon GABA
Dichlorphenyl)ethyllamino-2- ntagonismus an B-
CGP 55845 hydroxypropyl](phenylmethyl)phosphins&u 2uM Rezeptoren
rehydrochlorid
) oA iy 50 uM Antagonismus an NMDA-
D-AP5 D-(-)-2-Amino-5-phosphonopentansaure 100 uM Rezeptoren
5-(4-Bromphenyl)-3-(1,2-dihydro-6-methyl- Antagonismus an NMDA-
DQP-1105 2-ox0-4-phenyl-3-chinolinyl)-4,5-dihydro-y- 20 uM
oxo-1H-pyrazol-1-Butansaure H GIuN2C/D-Rezeptoren
. 6-Imino-3-(4-methoxyphenyl)-1(6H)- Antagonismus an GABAa-
Gabazin pyridazinbutansaurehydrobromid 2 M Rezeptoren
. (18*,2S*)-Threo-2-(4-benzylpiperidin)-1-(4- Antagonismus an NMDA-
Ifenprodil hydroxyphenyl)-1-propanol-Hemitartrat 3uM GIuN2B-Rezeptoren
(5S,10R)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H- Antagonismus an NMDA-
(+)-MK801 dibenzol[a,d]cyclohepten-5,10-iminmaleat 1 mM Rezeptoren
2,3-Dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl- Antagonismus an AMPA-
NBQX ’ benzo[flchinoxalin-2,3-dion 10 “M R.ezeptoren und
Kainat-Rezeptoren
NMDA N-Methyl-D-Asparaginséure 20 uM Agonismus an NMDA-
Rezeptoren
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3.8 Liste verwendeter Materialien

Instrumente und technische Gerate

Analog-Digital-Wandler

Drahtelektroden

Gefrierpunktosmometer

Gewebeschneider

Glaskapillaren

Hauptverstarker

Impulsgenerator

Konfokalmikroskop

Lichtmikroskop

Mikromanipulator

Oszilloskop

Perfusionsschlauche

Pipettenziehgerat

Schlauchpumpe

Stimulationseinheit

Universalobjektiv

Vorverstarker

Wasserbad

Wasserimmersionsobjektiv

BNC 2090, National Instruments, Austin, USA
PCI 6035E, National Instruments, Austin, USA

Silberdraht, Science Products, Hofheim, Deutschland
Osmomat 030, Gonotec, Berlin, Deutschland

VT1200 S, Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland
30-0066, Harvard Apparatus, Holliston, USA
Multiclamp 700B, Molecular Devices, San Jose, USA
Master 8, A.M.P.l, Jerusalem, Israel

DMIB000B, Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland

Olympus BX-51WI, Olympus, Tokyo, Japan
Olympus TH4-200, Olympus, Tokyo, Japan

Mini 25, Luigs und Neumann, Ratingen, Deutschland
SM7, Luigs und Neumann, Ratingen, Deutschland

HM1507-3, HAMEG, Mainhausen, Deutschland
Rotilabo-PVC, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
DMZ Universal, Zeitz, Martinsried, Deutschland
Minipuls 3 Peristaltikpumpe, Gilson, Middleton, USA
ISO-Flex, A.M.P.I, Jerusalem, Israel

UPlanFL N 4X.0.13 PhP, Olympus, Tokyo, Japan
CV-7B Headstage, Molecular Devices, San Jose, USA
WBT Serie, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
LumPlan FL/IR 60x 0.9NA, Olympus, Tokyo, Japan
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Software

AxoGraph John Clements (https://www.axograph.com, Abruf 01.01.2021)

Igor Pro WaveMetrics, Portland, USA

lllustrator Adobe Systems, San Jose, USA

ImageJ2 Curtis Rueden, Johannes Schindelin, Mark Hiner et al. 2%

Fiji Johannes Schindelin, Ignacio Arganda-Carreras, Erwin Frise
etal. 27

L-Measure Ruggero Scorcioni, Sridevi Polavaram, Giorgio Ascoli 2°®

NeuroMatic Jason Rothman, Angus Silver %

Neutube Linging Feng, Ting Zhao, Jinhyun Kim %

Prism GraphPad Software, San Diego, USA

R R Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Wien,
Osterreich

Stimfit Segundo Guzman, Alois Schlégl, Christoph Schmidt-Hieber '’

Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und

Torcris (Bristol, England) bezogen.
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4 Ergebnisse

4.1 Zelltypspezifisches Entladungsverhalten subikularer Pyramidenzellen

Das Entladungsverhalten von Nervenzellen ist ein vielschichtiges, multidimensionales
Phanomen, welches die Art der Verarbeitung von Reizen und schliellich die Reaktion auf diese
widerspiegelt."”® Aus diesem Grund wird der Untersuchung zelltypspezifischer neuronaler
Entladungsmuster eine besondere Bedeutung zugemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Entladungsverhalten von 369 subikuldren Pyramidenzellen
erfasst. Wie vorbeschrieben trat bei BURST im Rahmen lang andauernder depolarisierender
Strominjektionen eine initiale burstende Entladung auf, welche teilweise von weiteren
burstenden Entladungen, einzelnen Aktionspotentialen oder beidem gefolgt wurde. Bei REG
zeigten sich eine oder mehrere Einzelentladungen in Form klar zeitlich voneinander separierter
Aktionspotentiale. In  Abbildung 18 sind Beispiele fur die zelltypspezifischen
elektrophysiologischen Entladungsmuster von BURST und REG dargestellt.
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Abbildung 18 Entladungsverhalten BURST und REG. Beispiele fir das
elektrophysiologische Entladungsverhalten von burstenden (BURST) und regular
feuernden (REG) subikularen Pyramidenzellen. Dargestellt ist der Verlauf des
Membranpotentials als Antwort auf eine 500ms lange depolarisierende
Strominjektion nahe der Rheobase.

Von den 369 Zellen wurden 286 (77,51%) anhand ihres Entladungsverhaltens als BURST und
83 (22,49%) als REG KkKlassifiziert. Bei BURST zeigten sich im Rahmen der 500 ms langen
Strominjektion nahe der Rheobase eine (91,61%) oder mehrere (8,39%) burstende

Entladungen, welche aus jeweils zwei bis vier schnell aufeinanderfolgenden Aktionspotentialen
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bestanden. Die erste burstende Entladung enthielt hierbei am haufigsten zwei
Aktionspotentiale. REG prasentierten im Rahmen der gleichen Strominjektion an der Rheobase
ein bis vier separate Aktionspotentiale. Dabei wurden am haufigsten REG mit einem
Aktionspotential detektiert und die Haufigkeit nahm mit der Anzahl zusatzlicher
Aktionspotentiale ab. Visualisierungen der Zahlenverhaltnisse in Form von Kreisdiagrammen

sowie die absoluten Haufigkeiten kdnnen Abbildung 19 enthommen werden.

mm BURST
== REG

@

< == 1AP

mm  Eine burstende Entladung 6 2AP
== Mehrere burstende Entladungen 10 3AP
4 AP

mm Burstende Entladung mit 2 AP
== Burstende Entladung mit 3 AP
Burstende Entladung mit 4 AP

Abbildung 19 Haufigkeitsverteilung BURST und REG. Kreisdiagramme zur
Darstellung der relativen Haufigkeitsverteilung von burstenden und regular
feuernden  subikuldren Pyramidenzellen (BURST, REG) sowie von
unterschiedlichen Entladungsmustern innerhalb beider Gruppen unter Angabe
absoluter Haufigkeiten und der Grundgesamtheit. AP=Aktionspotential.

Zur Objektivierung der intraexperimentellen Klassifikation in BURST und REG wurden die
initialen 1API innerhalb der rheobasenahen Spannungsantworten ausgewertet, in welchen
mindestens zwei Aktionspotentiale ausgelost wurden. BURST zeigten dabei im Mittel ein
initiales IAPI von 12,11 + 0,16 ms mit einem minimalen initialen IAPI von 4,40 ms und einem
maximalen initialen IAPI von 23,20 ms. Bei REG wurde im Mittel ein initiales IAPI von 153,59 +
9,46 ms mit einem minimalen initialen IAPI von 25,10 ms und einem maximalen initialen 1API
von 360,20 ms erfasst. Hierdurch konnte eine Trennlinie bei einem initialen IAPI von 25 ms
gezogen werden, die eine zuverlassige Klassifikation von BURST und REG anhand des
initialen 1API als Klassifikationskriterium ermdglichte: Bei einem initialen IAPI von <25 ms
wurden Zellen als BURST und bei einem initialen IAPI von 225 ms als REG klassifiziert
(Abbildung 20).
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Abbildung 20 Inter-Aktionspotential-Intervalle bei BURST und REG. Histogramm der
relativen Haufigkeitsverteilung der initialen Inter-Aktionspotential-Intervalle  (IAPI) bei
burstenden und reguldr feuernden subikuldren Pyramidenzellen (BURST, REGQG).
Eingeschobene Graphen zeigen die kumulativen Verteilungskurven der initialen IAPI bei
BURST und REG. Die gepunkteten Linien veranschaulichen die bei einem Wert von 25 ms
gezogene Trennlinie zur Klassifikation von BURST und REG mittels des initialen IAPI.

4.2 Membraneigenschaften

Die Funktion neuronaler Schaltkreise wird mafgeblich durch die elektrophysiologischen
Eigenschaften der in ihnen enthaltenen Neuronen bestimmt. In vielen Aspekten ahneln die
Vorgange, die an der neuronalen Membran als Reaktion auf Stromanderungen auftreten, denen
einfacher elektrischer Leiter. Diese Reaktionen, die als passive Membraneigenschaften
bezeichnet werden, sind von den aktiven Membraneigenschaften neuronaler Zellen
abzugrenzen, bei denen die Reaktion auf eine Stromanderung mit der Aktivierung spannungs-
oder ligantengesteuerter lonenkanale einhergeht. Die Untersuchung von
Membraneigenschaften ist deshalb von besonderer Relevanz, da sich viele neuronale Zelltypen
maRgeblich in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften unterscheiden.'®

Um der Frage nach Unterschieden in den aktiven und passiven Membraneigenschaften von
BURST und REG nachzugehen, wurden Messungen an 369 subikuldren Pyramidenzellen
durchgefiihrt. Zellen, die in unterschiedlichen extra- und intrazellularen Messldsungen
untersucht worden waren, wurden getrennt voneinander ausgewertet. Interessanterweise
zeigten sich hierbei signifikante Unterschiede in den erhobenen Parametern bei subikuldren
Pyramidenzellen des gleichen Zelltyps (BURST, REG) in Abhangigkeit der verwendeten extra-

und intrazelluldren Messlosungen (Abbildung 25, Abbildung 26). Daher werden im Folgenden
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lediglich die Ergebnisse jener Zellen dargestellt, bei welchen die Membraneigenschaften unter
Kontrollbedingungen (ACSF, Kalium-Gluconat-Ldsung) ohne Erhdéhung von
lonenkonzentrationen oder Zugabe von pharmakologisch aktiven Substanzen erhoben wurden.
Von den 75 subikularen Pyramidenzellen, auf welche diese Kriterien zutrafen, wurden 54 (72%)
als BURST und 21 (28%) als REG klassifiziert.

4.2.1 Aktive Membraneigenschaften

Rheobase und Aktionspotentialfrequenzen

Fur die Erstellung der FI-Kurven, aus denen die im Folgenden beschrieben Parameter ermittelt
wurden, wurden Spannungsantworten auf depolarisierende Strominjektionen mit Stromstarken
von +40 pA bis +240 pA ausgewertet.

BURST zeigten gegeniuber REG erwartungsgemall eine signifikant hohere Aktionspotential-
Frequenz an der Rheobase (BURST: 7,82 + 0,41 Hz n=54; REG: 4,29 + 0,54 Hz n=21;
p<0,001***, t-Test fiir unabhangige Stichproben und post-hoc Holm-Sidak-Test). Weiterhin fand
sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Zelltypen bei Betrachtung des Frequenz-
Adaptations-Index: REG zeigten eine signifikant starkere Frequenzadaptation als BURST
(BURST: 83,59 + 1,61% n=54; REG: 73,70 £ 1,84% n=21; p<0,001***, t-Test flir unabhangige
Stichproben und post-hoc Holm-Sidak-Test). Die bei BURST und REG erfassten Werte fiir die
Rheobase und den Gain unterschieden sich nicht signifikant. Abbildung 21 zeigt die mittleren
Fl-Kurven von BURST und REG sowie Violinen-Diagramme zu den zwei sich zwischen BURST
und REG signifikant unterscheidenden Parametern.
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Abbildung 21 Aktionspotential-Frequenzen. A Gemittelte Frequenz-Strom-Kurven der
Frequenzen 22 Hz (Rheobase) von burstenden und reguldr feuernden subikularer
Pyramidenzellen (BURST, REG). B Violinen-Diagramm zur Frequenz an der Rheobase. Es
zeigte sich eine héhere Frequenz an der Rheobase bei BURST gegentiber REG (p<0,001***).
C Violinen-Diagramm zur Frequenz-Adaptation. Es zeigte sich eine starkere
Frequenzadaptation bei REG gegeniiber BURST (p<0,001***). BURST: n=54, REG: n=21.



Aktionspotentialeigenschaften

Zur Charakterisierung der abgeleiteten Aktionspotentiale wurden Parameter der
Aktionspotentialeigenschaften bei BURST aus den ersten zwei oder drei Aktionspotentialen
innerhalb der ersten burstenden Entladung an der Rheobase und bei REG aus dem
erstauftretenden Aktionspotential an der Rheobase ermittelt. Bei BURST trat das erste
Aktionspotential im Vergleich zu REG signifikant friher im Verlauf der 500 ms langen
Strominjektion auf (BURST: 83,75 * 6,43 ms n=54; REG: 162,05 + 26,76 ms n=21; p=0,0456",
Welch-Test und post-hoc Holm-Sidak-Test). Ferner wiesen die initialen Aktionspotentiale von
BURST ein gegenliber REG signifikant starker hyperpolarisiertes Schwellenpotential auf
(BURST: -42,78 + 0,43 mV n=54; REG: -39,02 + 0,77 mV n=21; p<0,001***, t-Test fur
unabhangige Stichproben und post-hoc Holm-Sidak-Test). Weiterhin zeigte die bei BURST
ausgel6sten initialen Aktionspotentialen eine signifikant steilere maximale Anstiegssteigung
verglichen mit den initialen Aktionspotentialen von REG (BURST: 167,64 £ 3,60 mV/ms n=54;
REG: 146,36 + 6,66 mV/ms n=21; p=0,0220%, t-Test flir unabhangige Stichproben und post-hoc
Holm-Sidak-Test). Hinsichtlich der Aktionspotential-Amplitude, der Anstiegszeit, der FWHMA
sowie der maximalen Abstiegssteigung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
BURST und REG festgestellt werden. Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse der Parameter, die

sich in der statistischen Testung zwischen BURST und REG signifikant unterschieden.
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Abbildung 22 Aktionspotential-Eigenschaften. Violinen-Diagramme zeigen drei Parameter
der  Aktionspotentialeigenschaften  burstender und regulér feuernder subikularer
Pyramidenzellen (BURST, REG). A Das erste Aktionspotential trat im Mittel bei BURST
gegenuber REG signifikant friher auf als bei REG (p=0,0456*). B Das Schwellenpotential zur
Auslosung eines Aktionspotentials war bei BURST signifikant starker hyperpolarisiert als bei
REG (p<0,001***). C Aktionspotentiale von BURST zeigten eine signifikant steilere maximale
Anstiegssteigung verglichen mit REG (p=0,0220%). BURST: n=54, REG: n=21.

Bei BURST mit mehr als drei Aktionspotentialen innerhalb der ersten burstenden Entladung an
der Rheobase (n=31) wurden neben dem initialen Aktionspotential weiterhin die nachfolgenden
Aktionspotentiale ausgewertet. Das IAPI zwischen dem 2. und 3. Aktionspotential einer

burstenden Entladung war stets groRer als das zwischen dem 1. und 2. Aktionspotential (IAPI

57



1./2.: 9,80 + 0,25 ms; IAPI 2./3.: 15,21 £ 0,66 ms; n=31, p<0,001***, Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test fur abhangige Stichproben). Die Aktionspotentiale innerhalb der burstenden
Entladung zeigten ferner Unterschiede in den untersuchten Parametern der
Aktionspotentialkinetik. Das Schwellenpotential wurde zunehmend weniger negativ
(1.AP: -43,34 + 0,57 ms, 2.AP: -33,45 + 0,63 ms, 3.AP: -31,19 £ 0,88 ms; n=31, p<0,001*** fur
alle Vergleiche, einfaktorielle ANOVA fir abhangige Stichproben) und die
Aktionspotentialamplitude nahm vom ersten bis zum dritten Aktionspotential ab (1.AP: 110,13 +
1,45 ms, 2.AP: 86,09 + 1,57 ms, 3.AP: 82,96 + 2,18 ms; n=31, p<0,001*** fur alle Vergleiche,
einfaktorielle ANOVA fur abhangige Stichproben). Auflerdem wurden die Aktionspotentiale
breiter (1.AP: 1,87 + 0,05 ms, 2.AP: 2,66 + 0,08 ms, 3.AP: 4,74 + 0,28 ms; n=31, p<0,001*** fur
alle Vergleiche, einfaktorielle ANOVA flr abhangige Stichproben) und zeigten langere
Anstiegszeiten (1.AP: 0,38 £ 0,01 ms, 2.AP: 0,64 + 0,03 ms, 3.AP: 0,90 + 0,08 ms; n=31,
p<0,001*** fUr alle Vergleiche, einfaktorielle ANOVA fur abhangige Stichproben) und geringere
maximale Anstiegssteigungen (1.AP: 166,67 * 5,26 mV/ms, 2.AP: 63,51 £ 4,27 mV/ms, 3.AP:
48,35 * 4,76 mV/ms; n=31, p<0,001*** fir alle Vergleiche, einfaktorielle ANOVA flir abhangige
Stichproben) sowie geringere maximale Abstiegssteigungen (1.AP: 45,14 £ 1,37 mV/ms, 2. AP:
20,16 £ 0,89 mV/ms, 3.AP: 10,88 + 0,80 mV/ms; n=31, p<0,001*** fir alle Vergleiche,
einfaktorielle ANOVA fur abhangige Stichproben).

Sag- und Rebound-Potentiale

Werte flr das Sag-Potential, die Sag-Ratio und die Rebound-Depolarisation wurden bei einer
Strominjektion von -200 pA ermittelt. Werte fur die Rebound-Hyperpolarisation wurden bei einer
Strominjektion von +200 pA bestimmt. Es zeigten sich bei BURST und REG ausgepragte Sag-
Potentiale mit ahnlichen Werten fur das Sag-Potential und die Sag-Ratio. Auch in Bezug auf die
Rebound-Depolarisation und die Rebound-Hyperpolarisation lieken sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen BURST und REG finden. Bei der Erfassung von Rebound-
Aktionspotentialen im Rahmen hyperpolarisierender Strominjektionen zeigten sich die
Rebound-Aktionspotentiale von BURST als burstende Entladungen, wahrend bei REG ein
einzelnes Aktionspotential induziert wurde. Die Haufigkeit an Rebound-Aktionspotentialen nahm
in Abhangigkeit der Starke der hyperpolarisierenden Strominjektion zu. Bei BURST wurden bei
einer Stromstarke von -240 pA in 38,89% und bei REG in 23,81% Rebound-Aktionspotentiale
induziert (BURST: n=21/54, REG: n=5/21; p=0,2843, Fisher-Yates-Test). Im Mittel unterschied
sich die niedrigste Stromstarke bei der Rebound-Aktionspotentiale auftraten zwischen BURST
und REG nicht signifikant. Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse flir das Sag-Potential und die Sag-
Ratio sowie reprasentative Beispiele flr die Rebound-Aktionspotentiale von BURST und REG
sowie die relative Haufigkeit ihres Auftretens in Abhangigkeit von der Starke der

hyperpolarisierenden Strominjektion.
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Abbildung 23 Sag- und Rebound-Potentiale. A, B Violinen-Diagramme
zeigen die Ergebnisse von Sag-Potential und Sag-Ratio bei burstenden
und regular feuernder subikularer Pyramidenzellen (BURST, REG). C
Links reprasentative Beispiele fir im Rahmen hyperpolarisierender
Strominjektionen auftretende Rebound-Aktionspotentiale (farbige Kasten).
Rechts relative Haufigkeit des Auftretens von Rebound Aktionspotentialen
bei BURST und REG im Rahmen hyperpolarisierender Strominjektionen
zwischen -40 und -240 pA. BURST: n=54, REG: n=21.

4.2.2 Passive Membraneigenschaften

Die Parameter der passiven Membraneigenschaften wurden aus den Veranderungen des
Membranpotentials auf die schrittweisen hyper- und depolarisierende Strominjektionen ermittelt.
Das RMP war mit -63,79 + 0,43 mV bei BURST und -61,76 + 1,13 mV REG bei beiden
Zelltypen &hnlich (BURST: n=54, REG: n=21; p=0,1043, Welch-Test und post-hoc Holm-Sidak-
Test). Der Eingangswiderstand zeigte sich bei REG signifikant héher als bei BURST (BURST:
114,56 £ 2,99 MQ n=54; REG: 145,50 * 7,23 MQ n=21; p=0,0015**, Welch-Test und post-hoc
Holm-Sidak-Test). Weiterhin wurde bei REG gegeniiber BURST eine signifikant langere
Membran-Zeit-Konstante erfasst (BURST: 30,97 £ 1,76 ms n=54; REG: 43,07 £ 3,80 ms n=21;
p=0,0030**, t-Test fiir unabhangige Stichproben und post-hoc Holm-Sidak-Test). In Abbildung

24 sind die Ergebnisse der Untersuchung der drei die passiven Membraneigenschaften
charakterisierenden Parameter dargestellt.
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Abbildung 24 Passive Membraneigenschaften. Violinen-Diagramme zeigen die Ergebnisse
der Untersuchung der passiven Membraneigenschaften burstender und regulér feuernder
subikularer Pyramidenzellen (BURST, REG). A Das Ruhemembranpotential zeigte bei BURST
und REG &hnliche Werte (p=0,1043). B Der Eingangswiderstand war bei BURST signifikant
niedriger als bei REG (p=0,0015**). C BURST hatten gegenuber REG eine signifikant
verlangerte Membran-Zeit-Konstante (p=0,0030**). BURST: n=54, REG: n=21.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich BURST und REG — neben der Fahigkeit
burstende Entladungen zu generieren - im Hinblick auf einige die elektrophysiologischen
Membraneigenschaften charakterisierende Parameter signifikant unterscheiden. Unterschiede
zeigten sich bei der Frequenz von Aktionspotentialen an der Rheobase sowie der Eigenschaft
Frequenzadaptation auszupragen. Aktionspotentiale von BURST und REG unterschieden sich
ferner in der Latenz ihres Auftretens, der Hohe ihres auslésenden Schwellenpotentials sowie in
der maximalen Steigung ihres Anstiegs. Auch bei den passiven Membraneigenschaften zeigten
Unterschiede in Bezug auf den Eingangswiderstand und die Membran-Zeit-Konstante.
Insgesamt stitzten diese Befunde die These, dass es sich bei BURST und REG um zwei
verschiedene Klassen subikuldarer Pyramidenzellen mit distinkten elektrophysiologischen
Eigenschaften und Funktionen handelt.

Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen, Standardfehler des arithmetischen Mittels
der Parameter der aktiven und passiven Membraneigenschaften sowie Informationen zur
jeweiligen statistischen Signifikanztestung sind den Tabellen am Ende dieses Kapitels zu
entnehmen (Tabelle 5-8).

60



Rheobase (pA)

Frequenz-Adaptations-Index (%)

Schwellenpotential (mV)

Anstiegszeit (ms)

0,24

Zelltyp: ** -BURST
020 Losung: *** =REG
’ Interaktion: ns
0,16
0,12
0,08 Y
0,04+
0 OO L lL JL JL lL 1
’ @ o & N 5
& f & @9 ¥
¢ &g S F
$ F & 3
$ &
SR <
$ §
@o"o N
1507 Zelityp: *** - BURST
Lésung: ns =REG
125— Interaktion: *
100
?l} o 5
50—
251 L )L )L )L .
@ @ i ™ &»
& @ F ¢ &
& #
éP O’Zr N P
¥ I <
id S
@Cg’ N
-75—
Zelltyp: *** =BURST
Lésung: *** -REG
60 Interaktion: ns
-45— @ 8 % & é
-30— % A
prar L )L )L )L .
¥ & i $ &L
S Pl @l‘-b &
© > S &
L P 48 f
¢ & S
$ $
S
109 Zeliyp: ns -BURST
Lésung: ns =REG
0,8 Interaktion: ***
0,6 é
1808790900
0,24
0,0-LL L )L )L )L .
N4 ) o@ NS Q\ Q"
& ¥ ¢ &
¢ & F S S
& & & F
A N & p
<4 P
@Q

61

Latenz (ms)

Gain (HzinA)

Amplitude (mV)

FWHMA (ms)

6007 Zelityp: **= - BURST
Lésung: ns =REG
Interaktion: ns

400

200
. é A

18Ue QUBEAE8
S »F FH S
{_o(‘ & 010‘0 N {Z;bé
& ¢ & S
¢ »

& S

§ -
A

250 Zelityp: ns =BURST
Losung: ** -REG

200 Interaktion: *

150—

100+ 8 Y

50— é
oL )L )L )L 1L )
@ @ & N 50
& & F & ¢
§ «° & N i
o F oy
@
¥ & §
& §
§ -
QO
1507 Zelityp: ns -BURST
Lésung: ns =REG
Interaktion: ns

1254

100+ 9 H

7: L L J L J L J L 1]

@ @ R} 3 50
¢°\\ > & @Q \\zg
S N4 & N i
+ 9 £ S
¢ & &£ &
¥ W~ & &P
<4 P
@Q

457 Zelltyp: *** =BURST
Losung: * -REG
Interaktion: ns

3,04

4028800900

O C L L ] L L 1L 1

’ @ @ RS N 50
& » &
< S F N S
£ > i
s & & &
¥ Y <
&



Abbildung 25 Vergleich zwischen verschiedenen intra- und extrazellularen Lésungen |I.
Violinen-Diagramme zeigen die Ergebnisse der Untersuchung elektrophysiologischer Parameter
burstender und regular feuernder subikularer Pyramidenzellen (BURST n=253, REG n=74) in
Anwesenheit verschiedener intra- und extrazellularer Losungen. Kontrolle: ACSF / K-Gluconat
(BURST n=54, REG n=21); Ascorbinsaure: ACSF / K-Gluconat + Ascorbinsdure (BURST n=11,
REG n=4); MgCaGabazin: ACSF + Magnesium + Calcium + Gabazin / K-Gluconat (BURST
n=144, REG n=34); MgCaGabazin / MK801: ACSF + Magnesium + Calcium + Gabazin/ K-
Gluconat + MK801 (BURST n=18, REG n=9); MgCaGabazin / AP5: ACSF + Magnesium +
Calcium + Gabazin + AP5 / K-Gluconat (BURST n=26, REG n=6). A Rheobase; zweifaktorielle
ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,317)=8,05, p=0,0048**; Haupteffekt Losung F(4, 317)=8,04,
p<0,001***; Interaktionseffekt F(4,317)=0,76, p=0,5525. B Aktionspotential-Latenz;
zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,317)=20,55, p<0,001***; Haupteffekt Losung
F(4,317)=1,80, p=0,1280; Interaktionseffekt F(4,317)=1,89, p=0,1122. C Frequenz-
Adaptations-Index; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,302)=16,73, p<0,001***;
Haupteffekt Losung F(4,302)=1,80, p=0,1308, Interaktionseffekt F(4,302)=12,46, p=0,0458*. D
Gain; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,307)=0,27, p=0,6033; Haupteffekt Lésung
F(4, 307)=4,62, p=0,0012**, Interaktionseffekt  F(4,307)=3,13, p=0,0151*. E
Schwellenpotential; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,317)=54,65, p<0,001***;
Haupteffekt Lésung F(4,317)=46,66, p<0,001***; Interaktionseffekt F(4, 317)=0,78, p=0,5377. F
Aktionspotential-Amplitude; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,317)=1,00,
p=0,3177; Haupteffekt Lésung F(4,317)=2,20, p=0,0689; Interaktionseffekt F(4,317)=0,79
p=0,5350. G Anstiegszeit; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,317)=2,97,
p=0,0858; Haupteffekt Losung F(4,317)=2,37, p=0,0525; Interaktionseffekt F(4,317)=8,047,
p<0,001***. H FWHMA; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,317)=11,28, p<0,001***;
Haupteffekt Losung F(4,317)=3,12, p=0,0155*; Interaktionseffekt F(4,317)=1,79, p=0,1310.
ACSF = Artifizielle cerebrospinale Lésung. K-Gluconat = Kalium-Gluconat-Lésung.
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Abbildung 26 Vergleich zwischen verschiedenen intra- und extrazellularen Lésungen Il.
Violinen-Diagramme zeigen die Ergebnisse der Untersuchung weiterer elektrophysiologischer
Parameter burstender und regular feuernder subikuladrer Pyramidenzellen (BURST n=253, REG
n=74) in Anwesenheit verschiedener intra- und extrazellularer Losungen. Kontrolle: ACSF / K-
Gluconat (BURST n=54, REG n=21); Ascorbinsaure: ACSF / K-Gluconat + Ascorbinsaure
(BURST n=11, REG n=4); MgCaGabazin: ACSF + Magnesium + Calcium + Gabazin / K-
Gluconat (BURST n=144, REG n=34); MgCaGabazin / MK801: ACSF + Magnesium + Calcium
+ Gabazin/ K-Gluconat + MK801 (BURST n=18, REG n=9); MgCaGabazin / AP5: ACSF +
Magnesium + Calcium + Gabazin + AP5 / K-Gluconat (BURST n=26, REG n=6). A
Anstiegssteigung; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1, 317)=24,96, p<0,001***;
Haupteffekt Losung F(4, 317)=2,15, p=0,0745; Interaktionseffekt F(4, 317)=2,32, p=0,0574. B
Abstiegssteigung; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1, 317)=11,77, p<0,001***;
Haupteffekt Losung F(4, 317)=1,62, p=0,1690; Interaktionseffekt F(4, 317)=0,97, p=0,4257. C
Sag-Potential; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1, 305)=1,89, p=0,1702;
Haupteffekt Lésung F(4, 305)=9,93, p<0,001***, Interaktionseffekt F(4, 305)=1,00, p=0,4076. D
Sag-Ratio; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1, 305)=0,88, p=0,3489; Haupteffekt
Lésung F(4, 305)=1,83, p=0,1225; Interaktionseffekt F(4, 305)=0,94, p=0,4417. E
Ruhemembranpotential; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1, 317)=2,61,
p=0,1072; Haupteffekt Losung F(4, 317)=6,47, p<0,001***; Interaktionseffekt F(4, 317)=0,40,
p=0,8082. F Membran-Zeit-Konstante; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,
304)=10,88, p=0,0011**; Haupteffekt Losung F(4, 304)=6,10, p<0,001***; Interaktionseffekt F(4,
304)=0,78, p=0,5399. G Eingangswiderstand; zweifaktorielle ANOVA: Haupteffekt Zelltyp F(1,
309)=9,95, p=0,0018"*; Haupteffekt Losung F(4, 309)=2,56, p=0,0385*; Interaktionseffekt F(4,
309)=1,99, p=0,0959. ACSF = Artifizielle cerebrospinale L&ésung. K-Gluconat = Kalium-
Gluconat-Ldsung.
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Tabelle 5 Rheobase und Aktionspotential-Frequenzen.

Burstende Zellen Regulér feuernde Zellen Signifikanz
Untersuchte Parameter n=54 n=21 Korrektur
M SD SEM Median M SD SEM Median
p=0,8017 @
Rheobase (pA) 74,07 22,53 3,07 80,00 76,19 35,56 7,76 80,00 p=0,8017 @

Frequenz an der
Rheobase (Hz) 7,82 3,02 0,41 7,00 4,29 2,47 0,54 4,00 p<0,001*** ()
p<0,001*** @

Frequenz-Adaptations-
Index (%) 83,59 8,53 1,61 84,84 73,70 8,45 1,84 76,49 p<0,001***
p<0‘001 *%% (3)

Frequenz (Hz)

+40 pA 1,93 3,66 0,50 0,00 1,05 1,20 0,26 0,00
+80 pA 9,41 5,53 0,75 9,00 6,57 5,22 1,14 6,00
+120 pA 14,33 5,24 0,71 16,00 11,62 6,02 1,31 12,00
+160 pA 17,93 4,99 0,68 18,00 15,52 5,90 1,29 16,00
+200 pA 20,70 4,67 0,64 20,00 18,48 5,83 1,27 18,00
+240 pA 22,52 4,58 0,62 22,00 20,90 6,03 1,35 20,00

Frequenz ab der
Rheobase (Hz)

+40 pA (n=13,n=10) 8,00 2,58 0,72 8,00 2,20 0,63 0,20 2,00
+80 pA (n =49, n = 16) 10,37 4,86 0,69 10,00 8,63 4,18 1,04 8,00
+120 pA (n =54, n = 20) 14,33 5,24 0,71 16,00 12,20 5,54 1,24 12,00
+160 pA (n=54,n=21) 17,93 4,99 0,68 18,00 15,52 5,90 1,29 16,00
+200 pA (n=54,n=21) 20,70 4,67 0,64 20,00 18,48 5,83 1,27 18,00
+240 pA (n =54, n =21) 22,52 4,58 0,62 22,00 20,90 6,03 1,35 20,00
Gain (Hz/nA) 93,12 21,56 2,93 85,00 103,10 31,10 6,79 100,00 | p=0,1884 @
p=0,3413 ©
n = Anzahl untersuchter Zellen (1) = t-Test flr unabhangige Stichproben
p = Signifikanzwert (2) = Welch-Test
M = Mittelwert (3) = post-hoc Holm-Sidak-Test

SD = Standardabweichung
SEM = Standardfehler des arithmetischen Mittels
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Tabelle 6 Aktionspotentialeigenschaften.

Burstende Zellen Regulér feuernde Zellen Signifikanz
Untersuchte Parameter n =54 n=21 Korrektur
M SD SEM Median M SD SEM Median
AP-Latenz (ms) 83,75 47,25 6,43 76,20 162,05 122,64 26,76 143,31 | p=0,0093** @
p=0,0456* ¥
IAPI Rheobase (ms)
1.und 2. AP 11,41 2,79 0,38 10,70 - - - - -
2.und 3. AP (n = 31) 15,21 3,65 0,66 14,60
3.und 4. AP (n=4) 24,85 4,55 2,78 2410
Schwellenpotential (mV)
1. AP 42,78 314 043 4315 39,02 3,54 0,77 -38,79 | p<0,001***®
2. AP -33,52 3,38 0,46 -33,82 p<0,001*** &
3. AP (n=31) 31,22 4,82 0,85  -32,01
AP-Amplitude vom RMP
(mV)
1. AP 111,45 7,70 1,05 113,15 107,48 8,57 1,87 108,73 p=0,1242 @
2. AP 88,44 8,58 1,17 89,77 p=0,1242 @
3. AP (n=31) 83,02 11,93 2,11 85,39
Anstiegszeit 20-80% (ms)
1. AP 0,37 0,05 0,01 0,37 0,41 0,08 0,02 0,40 p=0,0353* @
2. AP 0,64 0,15 0,02 0,62 p=0,1022 *
3. AP (n=31) 0,90 0,43 0,08 0,75
FWHMA (ms)
1. AP 1,89 0,23 0,03 1,89 2,06 0,35 0,08 2,03 p=0,0523 @
2. AP 2,86 0,74 0,10 2,75 p=0,1022 “
3. AP (n=31) 4,73 1,51 0,27 4,37
Max. Anstiegssteigung
(mV/ms)
1. AP 167,64 26,42 360 166,70 146,36 30,52 6,66 147,63 | p=0,0037** ("
2. AP 65,25 23,18 3,16 62,37 p=0,0220* 4
3. AP (n=31) 48,77 26,15 4,62 48,90
Max. Abstiegssteigung
(mV/ms)
1. AP 43,93 6,73 0,92 43,75 39,45 7,40 1,61 41,05 p=0,0139* ("
2. AP 19,47 5,23 0,71 19,61 p=0,0545 “)
3. AP (n=31) 10,86 4,39 0,78 10,49
AP = Aktionspotential (1) = t-Test flr unabhangige Stichproben
n = Anzahl untersuchter Zellen (2) = Welch-Test
p = Signifikanzwert (3) = Mann-Whitney-Test
M = Mittelwert (4) = post-hoc Holm-Sidak-Test

SD = Standardabweichung
SEM = Standardfehler des arithmetischen Mittels
max. = maximal
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Tabelle 7 Sag- und Rebound-Potentiale.

Burstende Zellen Reguléar feuernde Zellen Signifikanz
Untersuchte Parameter _ _
n =54 n=21 Korrektur
M SD SEM Median M SD SEM Median
Sag-Potential (mV) -10,98 4,03 0,54 -10,59 -12,77 5,92 1,29 -11,72 p=0,2134®
p=0,5133"
Sag-Ratio (%) 32,61 8,69 1,18 31,35 30,11 9,61 2,10 30,91 p=0,2803"
p=0,5133"
Rebound- 8,09 2,25 0,39 7,61 7,81 3,78 0,94 7,63 p=0,7857?
Depolarisation (mV) (n=33) (n=33) (n=33) (n=33) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) p=0,7857®
Rebound-AP (n)
-40 pA n=0 n=0
-80 pA n=2(3,70 %) n=0
-120 pA n=6 (11,11 %) n=0
-160 pA n =14 (25,93 %) n=1(4,76 %)
-200 pA n =21 (38,89 %) n=5(23,81 %)
-240 pA n =21 (38,89 %) n=>5(23,81 %)
Stromstérke p=0,0853®
Rebound-AP (pA) -158,10 38,94 8,50 -160,00 -192,00 17,89 8,00 -200,00 0=0,07739
Rebound-
Hyperpolarisation (mV) | -5,30 1,79 0,24 -5,21 -4,17 1,74 0,38 -4,54 p=0,0160*"
p=0,0773®
AP = Aktionspotential (1) = t-Test flr unabhangige Stichproben
n = Anzahl untersuchter Zellen (2) = Welch-Test
p = Signifikanzwert (3) = Mann-Whitney-Test
M = Mittelwert (4) = post-hoc Holm-Sidak-Test
SD = Standardabweichung
SEM = Standardfehler des arithmetischen Mittels
Tabelle 8 Passive Membraneigenschaften.
Untersuchte Burstende Zellen Regulér feuernde Zellen Signifikanz
Parameter n =54 n=21 Korrektur
M SD SEM Median M SD SEM Median
RMP (mV) -63,79 3,18 0,43 -63,53 -61,76 5,17 1,13 -62,98 p=0,1043 @
p=0,1043 ©
Eingangswiderstand 114,56 22,00 2,99 109,10 145,50 33,12 7,23 133,58 p<0,001*** @
(MQ) p=0,0015** @
Membran-Zeit-
Konstante (ms) 30,97 12,89 1,76 28,28 43,07 17,40 3,80 39,58 p=0,0015**
p=0,0030** ®

n = Anzahl untersuchter Zellen

p = Signifikanzwert

RMP = Ruhemembranpotential

M = Mittelwert

SD = Standardabweichung

SEM = Standardfehler des arithmetischen Mittels

(1) = t-Test flr unabhangige Stichproben
(2) = Welch-Test
(3) = post-hoc Holm-Sidak-Test
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4.3 Spontanaktivitat

Spontane synaptische Entladungen entstehen in Abwesenheit extra- und intrazellularer
Stimulation durch spontane Freisetzung von Neurotransmittern aus synaptischen Vesikeln.
Diese spontane Neurotransmitterfreisetzung kann eigenstandig geschehen oder aufgrund
spontan generierter Aktionspotentiale auftreten. Wenn die Entladungen ohne Zugabe von
Blockern der synaptischen Transmission aufgenommen werden, kénnen ihre Urspriinge auch
spontane prasynaptische Aktionspotentiale sein, wodurch sie sich als sEPSC von sogenannten
mEPSC (engl. miniature excitatory postsynaptic currents) unterscheiden.?'°

Die Spontanaktivitat in Form von sEPSC von 56 subikularen Pyramidenzellen wurde Uber einen
Zeitraum von 9 Minuten aufgezeichnet. Davon wurden 41 Zellen in der elektrophysiologischen
Charakterisierung als BURST und 15 Zellen als REG Kklassifiziert. Zur besseren
interexperimentellen Vergleichbarkeit wurde der Messabschnitt, welcher die ersten 90 sEPSC
einer jeden Messung enthielt, extrahiert und im Hinblick auf die Parameter der Spontanaktivitat
ausgewertet. Abbildung 27 zeigt Beispiele fir aus Messabschnitten extrahierter sEPSC sowie
Raster-Diagramme der aufgetretenen sEPSC bei BURST und REG.
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Abbildung 27 Messungen der Spontanaktivitat bei BURST und REG. A4, B4 Reprasentativer Messausschnitt der
Spontanaktivitdtsmessung bei burstenden und regular feuernden subikuldren Pyramidenzellen (BURST, REG).
Gezeigt ist der Verlauf Uber einen Zeitraum von 75 Sekunden (links) sowie jeweils ein extrahiertes SEPSC (rechts).
A2, B> Raster-Diagramme der Verteilung der wahrend des gesamten Messzeitraums von 9 Minuten aufgetretenen
sEPSC bei BURST und REG. Die Zahlen auf der der Y-Achse reprasentieren dabei jeweils eine
Spontanaktivitditsmessung einer einzelnen Zelle (#Spontanaktivitatsmessung) und sind von hohen zu niedrigen
Frequenzen geordnet (#Spontanaktivitatsmessung 1 hat die hochste Frequenz). In die Auswertung eingeschlossen
wurden die ersten 90 sEPSC einer jeden Messung. Verblasste Blau- und Griinténe kennzeichnen die nicht in die
Auswertung eingeschlossenen folgenden sEPSC.

68



Spontanaktivitat in Form von sEPSC trat bei BURST mit einer mittleren Frequenz von 0,79 +
0,11 Hz und bei REG mit einer Frequenz von 0,58 *+ 0,08 Hz auf (BURST: n=41, REG: n=15;
p=0,9303, Mann-Whitney-Test und post-hoc Holm-Sidak-Test). Es zeigte sich eine &hnliche
Regelmaligkeit der sEPSC bei beiden Zelltypen, gemessen am Variationskoeffizienten der IEI,
der bei BURST im Mittel 99,47 + 1,98% und bei REG 103,80 + 3,92 betrug (BURST: n=41,
REG: n=15; p=0,9083, t-Test fiir unabhangige Stichproben und post-hoc Holm-Sidak-Test).
Ferner konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf
die weiteren sechs untersuchten Parameter der Spontanaktivitdt (mittleres IEI, mittlere
Amplitude, mittlere FWHMA, mittlere Anstiegszeit, mittlere maximale An- und Abstiegssteigung)
detektiert werden. Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse von vier charakteristischen Parametern
der Spontanaktivitat bei BURST und REG. AbschlieRend ist festzuhalten, dass keine Hinweise
darauf gefunden werden konnten, dass sich die Auspragung von Spontanaktivitat zwischen
BURST und REG malfigeblich unterscheidet. Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen,
Standardfehler des arithmetischen Mittels der Parameter der Spontanaktivitdt sowie
Informationen zur jeweiligen statistischen Signifikanztestung sind der Tabelle am Ende dieses

Kapitels zu entnehmen (Tabelle 9).
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Zur Erstellung von Histogrammen und kumulativen Verteilungsfunktionen wurden die ersten 90
aller im Rahmen der Spontanaktivitdtsmessung bei BURST oder REG auftretenden seEPSC,
zusammengefasst (SEPSC BURST: n=3690 von n=41 BURST; sEPSC REG: n=1350 von n=15

REG). Das Signifikanzniveau wurde fur die statistische Testung mittels des nicht-
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parametrischen Kolmogorov-Smirnov-Tests auf p<0,001 herabgesetzt. Bei den kumulativen
Verteilungskurven des IElI (D=0,0610, p=0,0031 ns, Kolmogorov-Smirnov-Test und post-hoc
HoIm-éidék-Test) und der Amplitude (D=0,0658, p=0,0011 ns, Kolmogorov-Smirnov-Test und
post-hoc Holm-Sidak-Test) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen BURST und
REG. Signifikante Unterschiede der kumulativen Verteilungskurven traten bei der Anstiegszeit
(D=0,1366, p<0,001*, Kolmogorov-Smirnov-Test und post-hoc Holm-Sidak-Test), der FWHMA
(D=0,1650, p<0,001*, Kolmogorov-Smirnov-Test und post-hoc Holm-Sidak-Test) sowie der
maximalen Anstiegssteigung (D=0,1631, p<0,001*, Kolmogorov-Smirnov-Test und post-hoc
Holm-Sidak-Test) und der maximalen Abstiegssteigung (D=0,1835, p<0,001*, Kolmogorov-
Smirnov-Test und post-hoc Holm-Sidak-Test) auf. Bei den kumulativen Verteilungskurven der
Anstiegszeit und der FWHMA zeigte sich eine Rechtsverschiebung von BURST gegenlber
REG. Ferner trat eine sichtbare Linksverschiebung von BURST gegeniber REG bei den
kumulativen Verteilungskurven der maximalen Anstiegs- und Abstiegssteigung auf. In
Abbildung 29 sind Histogramme und kumulative Verteilungsfunktionen der genannten

Parameter dargestellt.

Tabelle 9 Parameter der Spontanaktivitat.

Burstende Zellen Regulér feuernde Zellen o
Untersuchte n=41 n=15 Signifikanz
Parameter Korrektur
M SD SEM Median M SD SEM Median
Frequenz (Hz) 0,79 0,73 0,11 0,59 0,58 0,32 0,08 0,55 p=0,4861©
p=0,9303“
Mittleres IEI (ms) | 2041,03 1270,87 198,48 1711,00 2069,87 811,46 209,52 1876,00 | p=0,9354 "
p=0,9979 “)
CV IEl (%) 99,47 12,66 1,98 98,94 103,80 15,16 3,92 101,10 | p=0,2892 ™"
p=0,9083 ¥
Mittlere
. 16,40 4,17 0,65 15,30 16,18 3,86 0,10 14,90 p=0,8721 ®
Amplitude (pA) 0=0,9979 @
Mittlere
Anstiegszeit 1,53 0,34 0,05 1,46 1,56 0,68 0,18 1,39 p=0,8881 @
20-80% (ms) p=0,9979 “)
?f:st)'ere FWHMA 5,34 1,56 0,24 5,03 487 129 0,33 455 | p=0,3076 ™
p=0,9083 “
Mittlere maximale
Anstiegssteigung | 32,52 6,02 0,94 31,52 34,29 6,68 1,73 34,12 p=0,3471 ™
(pA/ms) p=0,9083 “
Mittlere maximale
Abstiegssteigung 29,09 4,61 0,72 27,93 31,45 4,88 1,26 30,64 p=0,1008
(pA/ms) p=0,5727 @

n = Anzahl untersuchter Zellen (1)
p = Signifikanzwert (2)
M = Mittelwert (3)
CV = Variationskoeffizient (4)
SD = Standardabweichung

SEM = Standardfehler des arithmetischen Mittels

= t-Test fUr unabhangige Stichproben
Welch-Test

Mann-Whitney-Test

= post-hoc Holm-Sidak-Test
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Abbildung 29 Haufigkeitsverteilung und Verteilungskurven der Parameter der Spontanaktivitat. Histogramme
der relativen Haufigkeitsverteilung der erfassten Parameter der sEPSC bei burstenden und regulér feuernden
subikularen Pyramidenzellen (BURST, REG). Die ersten 90 sEPSC einer jeden Messung aus der Gruppe BURST
und REG wurden bericksichtigt (SEPSC BURST: n=3690 aus n=41 BURST, sEPSC REG: n=1350 aus n=15 REG).
Eingeschobene Graphen zeigen die zugehdrigen kumulativen Verteilungskurven. Die X-Achsen wurde auf den
Bereich in dem 99% der Ergebnisse lagen beschnitten. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,001 herabgesetzt. A
Inter-Event-Intervall (IEl, p=0,0031). B Amplitude (p=0,0011). C Anstiegszeit (p<0,001*). Rechtsverschiebung der
Verteilungskurve von BURST. D Breite gemessen an der halb-maximalen Amplitude in der auf- und absteigenden
Phase des sEPSC (FWHMA; p<0,001*). Rechtsverschiebung der Verteilungskurve von BURST. E Maximale
Anstiegssteigung (p<0,001*). Linksverschiebung der Verteilungskurve von BURST F Maximale Abstiegssteigung

IEI £ 100 B
% 80-]
20: =
N BURST % 60 5
I REG B — BURST <
15 g 40+ — REG =
: 3
s 20 ="
1o E
g o T T T T T
3000 6000 9000 12000 ©
5 IEI (ms) ,%
©
14
0
1 1
0 3000 6000 9000 12000
Bin-Zentrum IEI (ms)
Bin: 250 ms
Anstiegszeit g1004
15 -l
£ —_
£, — BURST =
10md s — REG e
g =)
£ 20~ =
K] 5
E i©
g o T T T T 1 I
St 0 1 2 3 4 5 6 g
Ansti it -
nstiegszeit (ms) E
[}
©
Bin-Zentrum Anstiegszeit 20-80% (ms)
Bin: 1,2 ms
. = 100
Maximale = F
Anstiegssteigung % 80
E 60— *
[*3
15mm % 40 — BURST
BURST H — REG 9
[ | REG E 20— ;‘
3 )
- E
10 g 0 T T T 1 S
0 10 20 30 40 50 ug
Anstiegssteigung (pA/ms) HyJ
T
. 2
5
N g
\ :
o N x
0 40

Bin-Zentrum maxi

imale Anstiegssteigung (pA/ms)
Bin: 1,2 pA/ms

Amplitude €107
% 80—
15 £
BURST T 60
i REG |- — BURST
g 40 — REG
10 ?
£ 20
S
S o

1 1 1 1 1
10 20 30 40 50
Amplitude (pA)

S

40
Bin-Zentrum Amplitude (pA)
Bin: 0,8 pA
FWHMA & 100+
g 80—
159 BURST % *
I REG £ 60
2
§ 40
10 S — BURST
.% — REG
E
g

T T T T T
2 4 6 8 10 12
FWHMA (ms)

-

8

Bin-Zentrum FWHMA (ms)
Bin: 0,4 ms

80—
*
60—
40—
— BURST
20 — REG
o
3
§

o
S
]

Maximale
Abstiegssteigung

|

BURST
REG

10

Kumulative Wahrscheinlichkeit (%)

0 10 20 0 40 50

Abstiegssteigung (pA/ms)

Bin-Zentrum maximale Abstiegssteigung (pA/ms)
Bin: 1 pA/ms

(p<0,001%). Linksverschiebung der Verteilungskurve von BURST.

71



4.4 Dendritische Morphologie

Eine wichtige Determinante dafir, wie Neuronen Informationen integrieren, ist die Form ihrer
Dendriten.?'"?'2  |In der Architektur des dendritischen Systems spiegelt sich ein
Optimierungsvorgang wider, welcher einerseits den Nutzen einer moglichst schnellen
Signalweiterleitung bei andererseits gleichsam geringen ,Materialkosten® fir dendritische

Vernetzung berticksichtigt.?"

In  Simulationen konnte gezeigt werden, dass die
elektrophysiologischen Eigenschaften einer Nervenzelle - wie ihr Aktionspotential-
Entladungsmuster - in einem hohen Grad von der dendritischen Morphologie beeinflusst
werden kénnen '

Aus diesem Grund wurden die Parameter der dendritischen Morphologie von 31 gefarbten
subikularen Pyramidenzellen untersucht, von welchen 23 als BURST und 8 als REG klassifiziert
wurden. Alle subikuldren Zellen wiesen ein triangulares bis ovales Soma auf. Der lange apikale
Dendritenbaum erstreckte sich durch das Stratum moleculare und reichte oft bis zur Fissura
hippocampalis, wahrend sich die multiplen basalen Dendriten innerhalb des Stratum pyramidale
ausbreiteten und in dessen tiefen Schichten terminierten. Oft konnten an den dendritischen
Auslaufern Spines sichtbar gemacht werden. In manchen Fallen konnten langstreckige
Axonabschnitte, die vom basalen Zellsoma ausgingen und in den Alveus eintraten, identifiziert
werden. Im Gegensatz zu basalen Dendriten wiesen diese Axonabschnitte typischerweise keine
Spines und einen geringeren Durchmesser auf. Bei Betrachtung der gefarbten Zellen unter dem
Mikroskop fielen keine morphologischen Unterschiede zwischen den beiden zuvor
elektrophysiologisch charakterisierten Typen subikuldrer Pyramidenzellen auf. Abbildung 30
zeigt zwei exemplarische Z-Projektionen von immunhistochemisch gefarbten Zellen aus der
Gruppe BURST und REG sowie Beispiele flir skelettierten Dendritenrekonstruktionen, die auf
Basis der Z-Stacks angefertigt wurden. Letztere bildeten die Grundlage fir die Sholl-Analyse

und alle weiteren Auswertungen der dendritischen Morphologie.
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Abbildung 30 Z-Projektionen und Dendritenrekonstruktionen von BURST und REG. Links
Z-Projektionen der mit einem 20x Objektiv aufgenommenen immunhistochemisch gefarbten
burstenden und reguldr feuernden subikuldren Pyramidenzelle (BURST, REG). Rechts
daneben jeweils die korrespondierende skelettierte Dendritenrekonstruktionen sowie weitere
skelettierte Dendritenrekonstruktionen beider Zelltypen.

4.4.1 Sholl-Analyse apikaler und basaler Dendriten

Die Sholl-Analyse ist eine morphometrische Methode zur quantitativen Beschreibung der
dendritischen Morphologie von Nervenzellen.?® Dabei werden konzentrische Kreise mit
zunehmenden Radien, die auf das Soma eines Neurons zentriert sind, auf eine Zelle projiziert.
Fir jeden dieser Kreise kann so die Anzahl an Schnittpunkten mit den Dendriten ermittelt
werden. Sholl-Analysen wurden an apikalen und basalen Dendritenbdumen von BURST und
REG mit einer Radiusschrittweite von 10 um durchgefiihrt. Das resultierende Diagramm, das
die gemittelte Anzahl dendritischer Schnittpunkte als Funktion des Radius fur BURST und REG
beinhaltet, ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31 Sholl-Diagramme bei BURST und REG. Links Darstellung der Durchfiihrung
von Sholl-Analysen bei je einer burstenden (BURST, A) und regular feuernden subikularen
Pyramidenzelle (REG, B) Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die konzentrische Kreise
nur in Teilen dargestellt. Auf eine Differenzierung der dem apikalen oder basalen
Dendritenbaum zugeordneten und somit getrennt analysierten Dendriten wurde fir die
Darstellung verzichtet. Rechts Sholl-Diagramme fir BURST (A) und REG (B), die die gemittelte
Anzahl dendritischer Schnittpunkte als Funktion des Radius zeigen. Radiusschrittweite 10 um.

Aus den Sholl-Diagrammen der apikalen und basalen Dendriten einzelner subikularer
Pyramidenzellen wurden alle im folgenden genannten Parameter extrahiert. In Abbildung 32
sind die Ergebnisse der Sholl-Analyse apikaler und basaler Dendritenbdume dargestellt. Bei
den apikalen Dendriten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Summe, dem
Mittelwert oder der maximalen Anzahl dendritischer Schnittpunkte, dem schlieRenden Radius
oder dem Radius mit der maximalen Anzahl an Schnittpunkten zwischen BURST und REG.
Gleiches galt fur die bei basalen Dendriten erhobenen Sholl-Analyse-Parameter. Auch in Bezug
auf die ermittelten Regressionskoeffizienten (log-log-Regressionskoeffizienten bei apikalen
Dendriten und semi-log-Regressionskoeffizienten bei basalen Dendriten), welche ein Mal} fir
die Abnahme der Anzahl an dendritischen Schnittpunkten mit zunehmender Entfernung vom

Soma darstellen, konnten keine Unterschiede zwischen BURST und REG detektiert werden.
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Zusammenfassend zeigten sich bei den hier durchgeflihrten Sholl-Analysen an basalen und

apikalen Dendritenbdumen keine signifikanten Unterschiede zwischen BURST und REG.
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Abbildung 32 Sholl-Parameter apikaler und basaler Dendriten bei BURST und REG.
Violinen-Diagramme zeigen die Ergebnisse der Analyse ausgewahlter Sholl-Parameter an
apikalen (A) und basalen Dendriten (B) bei burstenden und regular feuernden subikularen
Pyramidenzellen (BURST, REG). BURST: n=23, REG: n=8. max. = maximal. RK =
Regressionskoeffizient.
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4.4.2 Weitere Parameter der dendritischen Morphologie

Weiterhin  wurden aus den skelettieten Dendritenrekonstruktionen drei  weitere
charakteristische Parameter ermittelt, wobei auch hier eine separate Betrachtung der apikalen
und basalen dendritischen Architektur erfolgte: Die Anzahl an Dendritenasten, die mittlere
Kontraktion als durchschnittliches Verhaltnis zwischen dem euklidischen Abstand eines
Dendritenastes und seiner Weglange sowie die Gesamtlange der Dendritendste. Bei den
apikalen Dendriten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den untersuchten
Parametern zwischen BURST und REG. Bei der Auswertung basaler Dendriten fiel auf, dass
BURST im Mittel mehr Dendritenaste aufwiesen (BURST: 61,65 * 4,14 n=23, REG: 41,13 #
6,10 n=8; p=0,1245, t-Test fiir unabhangige Stichproben und post-hoc Holm-Sidak-Test), wobei
sich dieser Unterschied in der statistischen Testung nach Adjustierung des alpha-Niveaus nicht

signifikant zeigte. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33 Weitere Parameter der dendritischen Morphologie bei BURST und REG.
Violinen-Diagramme zeigen die Ergebnisse der Untersuchung der Anzahl an Dendritenasten,
der mittleren Kontraktion sowie der Gesamtlange apikaler (A) und basaler Dendriten (B) bei
burstenden und regulér feuernden subikuldren Pyramidenzellen (BURST, REG). BURST: n=23,
REG: n=8.

Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen, Standardfehler des arithmetischen Mittels
der Parameter der dendritischen Morphologie sowie Informationen zur jeweiligen statistischen

Signifikanztestung sind der Tabelle am Ende dieses Kapitels zu entnehmen (Tabelle 10).
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Tabelle 10 Parameter apikaler und basaler Dendriten.

Burstende Zellen Reguléar feuernde Zellen
Untersuchte n=23 n=8 Signifikanz
Parameter Korrektur
M SD SEM Median M SD SEM Median
Apikale Dendriten
Summe 232,91 81,02 16,89 232,00 240,50 72,45 2562 238,00 | p=0,8167"
Schnittpunkte p=0,9989®
Mittelwert 4,07 117 0,4 3,98 4,68 1,18 0,42 4,92 | p=0,2095"
Schnittpunkte p=0,8071%
Schliefender Radius | 55793 10913 2276 57000 512,50 6364 2250 540,00 | p=0,0547%
(km) p=0,3622%)
Max. Anzahl 9,78 2,95 062 10,00 1150 4,18 148 10,50 | p=0,3084"
Schnittpunkte p=0,8906®
Radius max- Anzahl | 15567 17425 3633 10000 170,00 15510 54,84 100,00 | p=0,8967?
Schnittpunkte (um) p=0,9989®
log-log RK 310 046 010 308 325 049 017 332 | p=04389"
P10-P90 p=0,9444®
Anzahl 6322 2332 486 6500 6125 3176 1123 51,00 | p=0,8528"
Dendritenédste p=0,9989®
Mittlere Kontraktion 0,954 0012 0,002 0955 0942 0,011 0,004 0945 | p=0,0172*™M
p=0,1441%
Gesamtlange 3943 1393 290 4045 3986 1435 507 3764 | p=0,9409"
Dendriteniste (um) p=0,9989®
Basale Dendriten

Summe 226,70 66,14 13,79 224,00 163,00 58,63 20,73 180,00 | p=0,0226*"
Schnittpunkte p=0,1476®

Mittelwert 1204 316 066 1250 982 413 146 979 | p=0,1245"
Schnittpunkte p=0,3550®

SchlieBender Radius 190,00 37,05 7.73 180,00 176,25 45,34 16,03 155,00 | p=0,0914®
(m) p=0,3550¢)
Max. Anzahl 25,74 7,11 1,48 26,00 18,75 7,74 2,74 21,00 | p=0,0262*"
Schnittpunkte p=0,1476®

Radius max. Anzahl | g, 61 1421 206 6000 5625 1506 532 50,00 | p=0,2916"
Schnittpunkte (um) p=0,4981®

:‘:g‘i:gg RK 0,054 0006 0001 0051 0055 0010 0004 0056 | p=0,6532"
- p=0,65320
Snzzh.'t st 61,65 19,87 4,14 62,00 41,13 17,24 6,10 42,00 | p=0,0147*"
endritenaste p=0,1245(3)
Mittlere Kontraktion 0,948 0010 0,002 0946 0936 0015 0,005 0940 | p=0,0157*"
p=0,1245®

Gesamtlange 3419 1139 238 3356 2618 920 325 2643 | p=0,0840"
Dendriteniste (um) p=0,3550®

n = Anzahl untersuchter Zellen
p = Signifikanzwert

M = Mittelwert

RK = Regressionskoeffizient
SD = Standardabweichung

SEM = Standardfehler des arithmetischen Mittels

(1) = t-Test flr unabhangige Stichproben
(2) = Mann-Whitney-Test

(3) = post-hoc Holm-Sidak-Test
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4.5 Korrelationsanalyse, Clusteranalysen und Hauptkomponentenanalysen

4.5.1 Korrelationsanalyse

Eine Korrelationsanalyse (Rangkorrelation nach Spearman, n=31) wurde durchgefuhrt, um die
Grofle und Richtung der statistischen Beziehung zwischen 42 Variablen (17 Parameter der
Membraneigenschaften, 7 Paramater der Spontanaktivitdt, 18 Parameter der Morphologie)
unabhangig vom Kklassifizierten Zelltyp (BURST, REG) zu erfassen. Zur Detektion relevanter
versuchstieraltersbedingter Varianzen wurde ferner das Versuchstieralter, welches im Mittel 26
+ 0,42 Tage entsprach (BURST: 25,78 + 0,50 Tage; REG: 26,63 + 0,80 Tage), in die
Korrelationsanalyse mit aufgenommen. Interessant ist die Korrelationsanalyse hier
insbesondere deshalb, weil Zusammenhange zwischen morphologischen Parametern und den
erhobenen elektrophysiologischen Parametern zur den Membraneigenschaften und der
Spontanaktivitat detektiert werden konnen. Im Folgenden Text wird daher lediglich auf jene
Parameter eingegangen, welche miteinander stark korreliert waren, was ab einem |r| von 0,50
angenommen wurde. Ferner werden im folgenden Text keine naheliegenden Korrelationen
zwischen Parametern innerhalb der gleichen Parametergruppe beschrieben, sondern lediglich
starke Korrelationen zwischen Parametern aus den drei verschiedenen Parametergruppen (1.
Aktive und passive Membraneigenschaften, 2. Spontanaktivitat, 3. Dendritische Morphologie).

Zwischen dem Versuchstieralter und den anderen untersuchten Parameter konnte keine starke
Korrelation detektiert werden, weshalb nicht von dem Vorhandensein relevanter
versuchstieraltersbedingter Varianzen ausgegangen wurde. Spannend ist, dass sich zwischen
den Parametern der Spontanaktivitdt und den untersuchten Parametern aus den beiden
anderen Parametergruppen bis auf eine starke negative Korrelation zwischen der mittleren
Anstiegszeit der sEPSC und dem initialen IAPI (rs=-0,52, p=0,0029**) keine starken
Korrelationen finden lieBen. Eine starke positive Korrelation zeigte sich zwischen dem Sag-
Potential und dem schliefenden Radius der Sholl-Analyse apikaler Dendriten (rs=0,57,
p<0,001***). Als stark negativ miteinander korreliert prasentierten sich zum einen die FWHMA
(rs=-0,54, p=0,0016**) und zum anderen das RMP (rs=-0,52, p=0,0025**) mit dem Radius, bei
welchem die maximale Anzahl an Schnittpunkte in der Sholl-Analyse basaler Dendriten
gemessen wurde. Weiterhin fand sich eine starke negative Korrelation zwischen dem Gain und
dem Mittelwert der in der Sholl-Analyse basaler Dendriten ermittelten Schnittpunkte (rs=-0,57,
p<0,001***). Auffallig waren ferner zahlreiche starke negative Korrelationen zwischen dem
Eingangswiderstand als einem Parameter der passiven Membraneigenschaft und Parametern
der dendritischen Morphologie. So fanden sich starke negative Korrelationen zwischen dem
Eingangswiderstand und der im Rahmen von Sholl-Analysen erfassten apikalen sowie basalen
Schnittpunktsumme (apikal: rs=-0,55, 0,0014**; basal: rs =-0,74, p<0,001***). Erwartungsgemaf

ging dieser Befund zum einen mit einem ebenfalls starken negativen Zusammenhang zwischen
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dem Eingangswiderstand und der Anzahl an apikalen und basalen Dendritendsten (apikal:
rs=-0,59, p<0,001***; basal: rs=-0,74, p<0,001***) und zum anderen mit einem starken negativen
Zusammenhang zwischen dem Eingangswiderstand und der apikalen und basalen
Gesamtlange der Dendriten einher (apikal: rs=-0,60, p<0,001***; basal: rs=-0,69, p<0,001***).
Ferner korrelierte der Eingangswiderstand stark negativ mit dem Mittelwert und der maximalen
Anzahl an Schnittpunkten in der Sholl-Analyse basaler Dendriten (Mittelwert Schnittpunkte:
rs=-0,63, p<0,001***; maximale Anzahl an Schnittpunkten: rs=-0,73, p<0,001***). Abbildung 34
enthalt die Korrelationsmatrix, welcher alle positiven und negativen Korrelationen zwischen
verschiedenen Parametergruppen farbkodiert entnommen werden kénnen. Die zugehdrigen

Korrelationstabellen finden sich am Ende dieses Kapitels (Tabelle 11-13).

Aktive und passive Spontan- Dendritische
Membraneigenschaften aktivitat Morphologie

| | | | | | | | | | Versuchstieralter

T Initiales IAPI
Rheobase
Frequenz Rheobase
Frequenz-Adaptations-Index
Gain

AP-Latenz
Schwellenpotential
Amplitude
Anstiegszeit
FWHMA
Anstiegssteigung
Abstiegssteigung
Sag-Potential
Sag-Ratio

RMP

Membran-Zeit-Konstante
| Eingangswiderstand
Frequenz Spontanaktivitat

Mittleres IEI
Mittlere Amplitude
Mittlere Anstiegszeit
:H: ] ] ] Mittlere FWHMA
I Il I Mittlere Anstiegssteigung
Mittlere Abstiegssteigung
Apikaler schlieBender Radius
Apikale Summe Schnittpunkte
Apikaler Mittelwert Schnittpunkte
Apikale max. Anzahl Schnittpunkte
'] ] Apikaler Radius max. Anzahl Schnittpunkte
Apikal log-log Regressionskoeffizient
] Apikale Anzahl Dendritenaste
Apikale Kontraktion
Apikale Gesamtlange
Basaler schlieBender Radius
Basale Summe Schnittpunkte
Basaler Mittelwert Schnittpunkte
Basale max. Anzahl Schnittpunkte
Basaler Radius max. Anzahl Schnittpunkte
Basaler semi-log Regressionskoeffizient
Basale Anzahl Dendritenaste
Basale Kontraktion
Basale Gesamtlange

e

>0,5 >0,3 >01 ~0 <-01 <-0,3 <-0,5

Abbildung 34 Korrelationsanalyse nach Spearman. Farbkodierung am Wert des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman orientiert. Farbgruppen wurden in
Anlehnung, an die von Jacob Cohen entwickelte Richtlinie erstellt: |r| = 0,10 = schwache
Korrelation, |r| = 0,30 = moderate Korrelation, |r| = 0,50 = starke Korrelation.
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PARAMETER DER MEMBRANEIGENSCHAFTEN

A B C D E F G H | J K L M N (o} P Q
1.00 0.19 -030 -047 0.08 027 051 -027 050 034 -045 -042 -0.14 -0.18 0.24 0.35 0.47
0.19 1.00 -0.08 0.03 -0.15 0.01 0.27 0.52 -003 024 012 -025 033 -0.03 -0.52 0.17 -0.41
-0.30 -0.08 1.00 -0.11 -0.09 -0.62 -0.15 0.14 -038 -0.29 037 040 -0.16 -0.02 -0.05 -0.05 0.20
-047 0.03 -0.11 1.00 -013 0.02 -045 030 -0.18 0.03 028 0.16 0.18 031 -0.30 -0.15 -0.67
0.08 -0.15 -0.09 -0.13 1.00 -0.11 -0.22 -0.16 0.00 -0.35 -0.07 0.32 -0.07 -0.31 -0.10 -0.39 0.33
0.27 0.01 -0.62 0.02 -0.11 1.00 0.27 -0.05 035 040 -024 -039 0.19 -0.11 0.07 045 0.04
0.51 027 -015 -045 -022 0.27 1.00 0.03 0.13 0.21 -025 -045 -0.06 -0.08 0.02 0.27 0.27
-0.27 0.52 0.14 030 -0.16 -0.05 0.03 1.00 -0.65 -032 0.78 0.29 036 -0.06 -0.66 0.02 -0.48
0.50 -0.03 -0.38 -0.18 0.00 035 0.13 -0.65 1.00 0.72 -0.87 -0.68 -0.21 012 029 0.22 0.26
034 024 -029 003 -035 040 021 -032 0.72 1.00 -056 -0.88 0.08 0.13 0.24 0.22 -0.01
-045 0.12 037 0.28 -0.07 -0.24 -025 0.78 -0.87 -0.56 1.00 0.60 0.23 -0.08 -0.34 -0.03 -0.29
-042 -025 040 0.16 032 -039 -045 029 -0.68 -0.88 0.60 1.00 -0.09 -0.03 -0.18 -0.25 -0.07
-0.14 033 -0.16 0.18 -0.07 0.19 -0.06 0.36 -0.21 0.08 023 -0.09 1.00 -0.66 -0.32 -0.02 -0.39
-0.18 -0.03 -0.02 0.31 -0.31 -0.11 -0.08 -0.06 0.12 0.13 -0.08 -0.03 -0.66 1.00 0.18 0.06 -0.35
024 -0.52 -0.05 -0.30 -0.10 0.07 0.02 -0.66 0.29 024 -034 -0.18 -0.32 0.18 1.00 0.01 0.34
035 0.17 -0.05 -0.15 -0.39 045 0.27 0.02 022 022 -003 -025 -0.02 006 0.01 1.00 0.12
0.47 -041 020 -0.67 033 0.04 027 -048 026 -0.01 -029 -0.07 -0.39 -035 0.34 0.12 1.00
0.06 0.09 0.02 -035 -0.13 -0.09 025 028 -043 -0.29 037 024 0.00 0.03 0.13 0.02 -0.05
-0.05 -0.09 -0.03 035 0.13 0.09 -025 -028 043 0.29 -037 -024 0.00 -0.02 -0.13 -0.02 0.05
-0.08 -0.12 -0.15 0.09 0.17 0.07 -0.02 0.03 -0.18 -0.08 0.10 0.15 0.04 0.03 0.30 -0.15 -0.06
-0.52 0.18 0.14 0.15 0.06 -0.17 -041 0.28 -0.08 -0.02 0.15 0.17 0.20 0.08 -0.20 -0.34 -0.41
-0.33 024 0.12 032 -0.04 -015 -0.05 045 -026 -018 031 031 -0.11 045 -0.21 -0.13 -0.46
0.19 -0.24 -0.18 0.01 -0.06 0.21 0.21 -0.18 -0.09 -0.03 -0.01 -0.09 0.19 -0.24 0.18 0.23 0.14
023 -0.12 -0.16 0.06 -0.01 0.12 0.18 -0.08 -0.14 -0.01 0.06 -0.06 028 -036 0.11 0.09 0.13
-0.29 023 0.01 0.13 -0.09 -0.03 -010 0.34 -042 -016 044 0.14 057 -0.21 -0.07 0.02 -0.44
0.06 038 -029 023 -047 025 017 004 022 037 -014 -038 037 0.12 0.03 0.20 -0.55

N<X<Xs<cHnwIxOpT7O0OZ=ErX«"ITOmMmMOOW®?>»

AA 022 030 -046 021 -041 039 0.22 -0.07 047 045 -039 -050 020 020 -0.03 0.28 -0.44
AB 020 022 -041 021 -037 036 0.15 -017 049 046 -039 -049 016 019 010 0.33 -0.39
AC 021 0.11 -0.01 001 -034 020 028 0.05 011 032 -005 -044 0.19 -0.15 -0.18 0.21 -0.04
AD 006 0.18 -0.02 0.04 0.17 0.03 -037 0.03 0.16 0.04 003 0.16 0.02 -0.02 -0.04 0.06 -0.09
AE -005 037 -030 032 -041 028 0.07 0.08 0.17 036 -0.07 -032 049 0.06 0.07 0.18 -0.59
AF -043 -0.04 023 031 -018 -013 -037 0.18 -0.28 -0.01 038 0.13 0.12 0.09 -0.15 0.07 -0.27
AG 000 039 -029 029 -047 030 0.14 0.09 019 037 -0.11 -035 042 0.11 -0.01 0.20 -0.60
AH -007 -0.05 0.04 0.15 0.09 -0.06 -033 0.04 -011 -010 010 0.25 -0.24 0.27 0.07 -0.21 -0.18
Al -0.28 032 -013 046 -047 0.08 -023 021 0.07 026 010 -0.14 021 037 -020 0.11 -0.74
AJ -020 036 -0.08 0.34 -057 0.04 -0.04 0.14 0.11 033 005 -025 034 022 -0.13 0.17 -0.63
AK -024 035 -015 045 -048 0.18 -020 0.18 0.11 030 0.04 -0.19 034 026 -0.14 0.19 -0.73
AL -012 022 0.17 -020 032 -022 -023 042 -036 -054 046 046 0.08 -0.27 -0.52 0.00 0.03
AM 008 -022 -024 0.11 -018 029 0.13 -039 043 043 -045 -045 019 -0.06 048 0.01 0.02
AN -029 024 -019 047 -041 023 -029 019 0.03 025 013 -0.14 036 0.17 -0.10 0.14 -0.68
AO -022 -0.01 045 0.03 0.03 -036 -0.19 0.29 -032 -0.24 042 034 -025 022 -0.14 -0.06 -0.07

AP -027 034 -014 041 -044 012 -025 0.15 0.15 028 0.04 -0.15 019 036 -0.21 0.19 -0.69

Tabelle 11 Korrelationstabelle mit Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman I. Hervorgehoben sind starke
positive und negative Korrelationen nach Spearman (starke Korrelation angenommen ab |r| = 0,50). Aktive und
passive Membraneigenschaften: A Initiales IAPI B Rheobase C Frequenz Rheobase D Frequenz-Adaptations-
Index E Gain F AP-Latenz G Schwellenpotential H Amplitude | Anstiegszeit J FWHMA K Anstiegssteigung L
Abstiegssteigung M Sag-Potential N Sag-Ratio O RMP P Membran-Zeit-Konstante Q Eingangswiderstand.
Spontanaktivitidt: R Frequenz Spontanaktivitat S Mittleres IEI T Mittlere Amplitude U Mittlere Anstiegszeit V Mittlere
FWHMA W Mittlere Anstiegssteigung X Mittlere Abstiegssteigung. Dendritische Morphologie: Y Apikaler
schlieBender Radius Z Apikale Summe Schnittpunkte AA Apikaler Mittelwert Schnittpunkte AB Apikale max. Anzahl
Schnittpunkte AC Apikaler Radius max. Anzahl Schnittpunkte AD Apikal log-log Regressionskoeffizient AE Apikale
Anzahl Dendritenaste AF Apikale Kontraktion AG Apikale Gesamtlange AH Basaler schlieRender Radius Al Basale
Summe Schnittpunkte AJ Basaler Mittelwert Schnittpunkte AK Basale max. Anzahl Schnittpunkte AL Basaler Radius
max. Anzahl Schnittpunkte AM Basaler semi-log Regressionskoeffizient AN Basale Anzahl Dendritendste AO Basale
Kontraktion AP Basale Gesamtlange.
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PARAMETER DER SPONTANAKTIVITAT

R S T U \' w X
A 0.06 -0.05 -0.08 -0.52 -0.33 0.19 0.23
B 0.09 -0.09 -0.12 0.18 0.24 -0.24 -0.12
Cc 0.02 -0.03 -0.15 0.14 0.12 -0.18 -0.16
D -0.35 0.35 0.09 0.15 0.32 0.01 0.06
E -0.13 0.13 0.17 0.06 -0.04 -0.06 -0.01
F -0.09 0.09 0.07 -0.17 -0.15 0.21 0.12
G 0.25 -0.25 -0.02 -0.41 -0.05 0.21 0.18
H 0.28 -0.28 0.03 0.28 0.45 -0.18 -0.08
| -0.43 0.43 -0.18 -0.08 -0.26 -0.09 -0.14
J -0.29 0.29 -0.08 -0.02 -0.18 -0.03 -0.01
K 0.37 -0.37 0.10 0.15 0.31 -0.01 0.06
L 0.24 -0.24 0.15 0.17 0.31 -0.09 -0.06
M 0.00 0.00 0.04 0.20 -0.11 0.19 0.28
N 0.03 -0.02 0.03 0.08 0.45 -0.24 -0.36
(o} 0.13 -0.13 0.30 -0.20 -0.21 0.18 0.11
P 0.02 -0.02 -0.15 -0.34 -0.13 0.23 0.09
Q -0.05 0.05 -0.06 -0.41 -0.46 0.14 0.13
R 1.00 -1.00 0.47 -0.13 0.12 0.25 0.29
S -1.00 1.00 -0.47 0.13 -0.12 -0.25 -0.29
T 0.47 -0.47 1.00 -0.12 0.26 0.29 0.44
U -0.13 0.13 -0.12 1.00 0.46 -0.74 -0.68
\ 0.12 -0.12 0.26 0.46 1.00 -0.43 -0.44
w 0.25 -0.25 0.29 -0.74 -0.43 1.00 0.86
X 0.29 -0.29 0.44 -0.68 -0.44 0.86 1.00
Y 0.26 -0.26 0.18 0.28 0.15 0.13 0.15
Z -0.06 0.06 -0.08 0.04 0.06 0.11 0.07
AA -0.16 0.17 -0.15 -0.11 -0.05 0.10 0.05
AB -0.10 0.11 0.03 -0.18 -0.04 0.25 0.19
AC -0.14 0.14 -0.29 -0.31 -0.30 0.24 0.24
AD 0.06 -0.06 -0.05 0.36 0.00 -0.29 -0.23
AE -0.05 0.05 0.08 0.10 0.14 0.13 0.09
AF -0.08 0.08 -0.27 0.25 -0.05 -0.26 -0.20
AG -0.06 0.06 -0.06 0.10 0.11 0.09 0.04
AH 0.09 -0.08 0.09 0.18 0.38 -0.31 -0.31
Al 0.08 -0.08 -0.08 0.29 0.36 -0.12 -0.18
AJ 0.08 -0.08 -0.20 0.19 0.07 0.05 -0.01
AK 0.09 -0.09 0.06 0.23 0.30 -0.02 -0.07
AL 0.29 -0.29 -0.04 0.15 0.12 -0.10 -0.13
AM -0.36 0.36 0.14 -0.15 -0.25 0.22 0.23
AN 0.09 -0.09 0.02 0.25 0.19 -0.02 -0.05
AO 0.31 -0.31 0.10 0.18 0.40 -0.09 -0.19
AP 0.01 -0.01 -0.22 0.36 0.27 -0.18 -0.26

Tabelle 12 Korrelationstabelle mit Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman Il. Hervorgehoben sind starke
positive und negative Korrelationen (starke Korrelation angenommen ab |r| = 0,50). Aktive und passive
Membraneigenschaften: A Initiales IAPI B Rheobase C Frequenz Rheobase D Frequenz-Adaptations-Index E Gain
F AP-Latenz G Schwellenpotential H Amplitude | Anstiegszeit J FWHMA K Anstiegssteigung L Abstiegssteigung M
Sag-Potential N Sag-Ratio O RMP P Membran-Zeit-Konstante Q Eingangswiderstand. Spontanaktivitat: R
Frequenz Spontanaktivitat S Mittleres IEI T Mittlere Amplitude U Mittlere Anstiegszeit V Mittlere FWHMA W Mittlere
Anstiegssteigung X Mittlere Abstiegssteigung. Dendritische Morphologie: Y Apikaler schlieRender Radius Z Apikale
Summe Schnittpunkte AA Apikaler Mittelwert Schnittpunkte AB Apikale max. Anzahl Schnittpunkte AC Apikaler
Radius max. Anzahl Schnittpunkte AD Apikal log-log Regressionskoeffizient AE Apikale Anzahl Dendritenaste AF
Apikale Kontraktion AG Apikale Gesamtlange AH Basaler schlieRender Radius Al Basale Summe Schnittpunkte AJ
Basaler Mittelwert Schnittpunkte AK Basale max. Anzahl Schnittpunkte AL Basaler Radius max. Anzahl
Schnittpunkte AM Basaler semi-log Regressionskoeffizient AN Basale Anzahl Dendritendste AO Basale Kontraktion
AP Basale Gesamtlange.

81



PARAMETER DER MORPHOLOGIE

Y 4 AA AB AC AD AE AF AG AH Al AJ AK AL AM AN AO AP
-029 006 022 020 021 006 -005 -043 0.00 -0.07 -028 -020 -0.24 -0.12 0.08 -0.29 -0.22 -0.27

023 038 030 022 011 018 037 -004 039 -005 032 036 035 022 -022 024 -001 0.34
0.01 -029 -046 -041 -0.01 -002 -030 0.23 -029 0.04 -0.13 -0.08 -0.15 0.17 -0.24 -0.19 045 -0.14
0.13 023 021 021 0.01 0.04 032 031 029 015 046 034 045 -020 0.11 047 0.03 0.41
-0.09 -0.47 -041 -037 -034 0.17 -041 -0.18 -0.47 0.09 -047 -0.57 -048 0.32 -0.18 -0.41 0.03 -0.44
-0.03 025 039 036 020 003 028 -013 030 -006 008 004 018 -022 029 023 -036 0.12
-0.10 0.17 022 0.15 0.28 -037 0.07 -037 0.14 -033 -023 -0.04 -020 -0.23 0.13 -0.29 -0.19 -0.25
0.34 0.04 -0.07 -017 0.05 0.03 0.08 0.18 0.09 0.04 021 014 018 042 -039 019 0.29 0.15
-042 022 047 049 011 016 047 -028 019 -0.11 007 011 011 -036 043 0.03 -032 0.15
-0.16 037 045 046 032 004 036 -001 037 -010 026 033 030 -054 043 025 -024 0.28
044 -014 -039 -039 -0.05 0.03 -0.07 038 -011 0.10 0.10 0.05 0.04 046 -045 0.13 042 0.04
0.14 -038 -050 -049 -044 0.16 -032 0.13 -035 025 -0.14 -025 -0.19 046 -045 -0.14 0.34 -0.15
0.57 037 020 0.16 019 0.02 049 012 042 -024 021 034 034 008 0.19 036 -025 0.19
-0.21 012 020 0.19 -0.15 -0.02 0.06 009 0.11 027 037 022 026 -027 -006 0.17 022 0.36
-0.07 0.03 -0.03 0.10 -0.18 -0.04 0.07 -0.15 -0.01 0.07 -020 -0.13 -0.14 -0.52 048 -0.10 -0.14 -0.21
0.02 020 028 033 021 006 018 0.07 020 -021 011 017 019 0.00 0.01 0.14 -0.06 0.19
-0.44 -0.55 -0.44 -039 -0.04 -0.09 -0.59 -0.27 -0.60 -0.18 -0.74 -0.63 -0.73 0.03 0.02 -0.68 -0.07 -0.69
0.26 -0.06 -0.16 -0.10 -0.14 0.06 -0.05 -0.08 -0.06 0.09 0.08 0.08 0.09 029 -0.36 0.09 0.31 0.01
-0.26 006 0.17 011 0.14 -0.06 005 0.08 0.06 -0.08 -0.08 -0.08 -0.09 -029 0.36 -0.09 -0.31 -0.01
0.18 -0.08 -0.15 0.03 -0.29 -0.05 0.08 -0.27 -0.06 0.09 -0.08 -020 0.06 -0.04 0.14 0.02 0.10 -0.22
0.28 0.04 -011 -018 -031 036 0.10 025 0.10 0.18 029 019 023 0.15 -0.15 025 0.18 0.36
0.15 0.06 -0.05 -0.04 -030 0.00 0.14 -005 0.11 038 036 0.07 030 012 -025 019 040 0.27
0.13 011 010 025 024 -029 013 -026 0.09 -031 -0.12 0.05 -0.02 -0.10 0.22 -0.02 -0.09 -0.18
0.15 0.07 0.05 0.19 024 -023 0.09 -020 0.04 -031 -0.18 -0.01 -0.07 -0.13 023 -0.05 -0.19 -0.26
100 050 005 005 001 -017 055 020 052 -021 038 049 039 012 0.03 040 -0.04 0.33
0.50 1.00 0.85 0.78 0.34 -0.12 0.93 -0.07 099 -028 059 0.78 0.63 -035 046 052 -025 0.56

N<X<Xs<cHnwIxOpT7O0OZ=ErX«"ITOmMmMOOW®?>»

AA 005 085 1.00 090 041 -0.03 075 -020 0.83 -0.26 047 0.62 0.54 -036 047 041 -0.33 048
AB 005 078 090 1.00 033 0.06 073 -0.21 0.78 -0.19 048 0.57 0.57 -037 050 046 -0.13 048
AC 001 034 041 033 1.00 -038 0.13 011 027 -0.04 025 025 024 -0.01 007 022 -0.13 0.22
AD -0.17 -0.12 -0.03 0.06 -0.38 1.00 -0.01 0.13 -0.07 021 0.07 0.03 0.08 021 -033 018 0.34 0.20
AE 055 093 075 073 0.13 -0.01 1.00 -0.10 095 -029 055 0.74 0.65 -0.34 0.51 0.53 -0.26 0.50
AF 020 -0.07 -020 -0.21 0.11 0.13 -0.10 1.00 -0.07 025 033 021 022 005 -026 043 020 0.36
AG 052 099 0.83 0.78 027 -0.07 095 -007 1.00 -026 061 0.78 0.66 -0.36 046 0.55 -0.22 0.58
AH -021 -028 -0.26 -0.19 -0.04 0.21 -029 025 -0.26 1.00 031 -023 025 024 -039 036 033 0.24
Al 038 059 047 048 025 0.07 055 033 0.61 031 1.00 0.81 095 0.08 -0.07 091 0.13 0.96
AJ 049 078 062 057 025 003 074 021 0.78 -023 0.81 1.00 0.78 -0.13 0.15 0.69 -0.05 0.83
AK 039 063 054 057 024 008 065 022 066 025 095 0.78 1.00 003 0.08 0.93 0.01 0.90
AL 0.12 -035 -0.36 -0.37 -0.01 0.21 -0.34 0.05 -0.36 024 0.08 -0.13 0.03 1.00 -0.72 0.06 0.36 0.08
AM 003 046 047 050 0.07 -0.33 051 -026 046 -0.39 -0.07 0.15 0.08 -0.72 1.00 0.03 -0.57 -0.09
AN 040 052 041 046 022 0.18 053 043 055 036 091 069 093 006 003 1.00 0.04 0.87
AO -0.04 -025 -033 -0.13 -0.13 0.34 -026 020 -0.22 033 0.13 -0.05 0.01 036 -0.57 0.04 1.00 0.08

AP 033 056 048 048 022 020 050 036 058 024 096 083 090 008 -009 0.87 0.08 1.00

Tabelle 13 Korrelationstabelle mit Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman Ill. Hervorgehoben sind
starke positive und negative Korrelationen (starke Korrelation angenommen ab |r] = 0,50). Aktive und passive
Membraneigenschaften: A Initiales IAPI B Rheobase C Frequenz Rheobase D Frequenz-Adaptations-Index E Gain
F AP-Latenz G Schwellenpotential H Amplitude | Anstiegszeit J FWHMA K Anstiegssteigung L Abstiegssteigung M
Sag-Potential N Sag-Ratio O RMP P Membran-Zeit-Konstante Q Eingangswiderstand. Spontanaktivitit: R
Frequenz Spontanaktivitat S Mittleres IEI T Mittlere Amplitude U Mittlere Anstiegszeit V Mittlere FWHMA W Mittlere
Anstiegssteigung X Mittlere Abstiegssteigung. Dendritische Morphologie: Y Apikaler schlielender Radius Z Apikale
Summe Schnittpunkte AA Apikaler Mittelwert Schnittpunkte AB Apikale max. Anzahl Schnittpunkte AC Apikaler
Radius max. Anzahl Schnittpunkte AD Apikal log-log Regressionskoeffizient AE Apikale Anzahl Dendritenaste AF
Apikale Kontraktion AG Apikale Gesamtlange AH Basaler schlielender Radius Al Basale Summe Schnittpunkte AJ
Basaler Mittelwert Schnittpunkte AK Basale max. Anzahl Schnittpunkte AL Basaler Radius max. Anzahl
Schnittpunkte AM Basaler semi-log Regressionskoeffizient AN Basale Anzahl Dendritenaste AO Basale Kontraktion
AP Basale Gesamtlange.
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4.5.2 Clusteranalysen, Hauptkomponentenanalysen

Um die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten - jenseits der Hypothesentestung - in ihrer
Gesamtheit weiter statistisch zu explorieren, kamen Methoden zum nicht-hierarchischen
Clustering sowie zur Dimensionsreduktion zum Einsatz.

Zur Dimensionsreduktion wurden Hauptkomponentenanalysen in R (R Core Team 2020) fir
drei unterschiedliche Datensatze angefertigt und die ersten drei Hauptkomponenten (engl.
principal components, PC) graphisch dargestellt. Um die Verteilung der subikularen
Pyramidenzellen im Hinblick auf ihnre Parameter im multidimensionalen Raum zu betrachten und
Cluster zu identifizieren, wurden ferner k-Means-Cluster-Analysen in R (R Core Team 2020) an
diesen Datensatzen durchgefuhrt. Analog zum Vorgehen von Austin Graves et al. (2012)
wurden aufierdem zusatzlich Cluster- und Hauptkomponentenanalyse erstellt, bei welchen nur
die Parameter eingeschlossen wurden, die sich zwischen BURST und REG signifikant im
Mann-Whitney-Test unterschieden.®® Die optimale Anzahl an Clustern (k) fir die k-Means-
Cluster-Analysen wurde durch eine Silhouetten-Analyse ermittelt und betrug fir alle Datensatze
zwei (k=2). Auf der Grundlage einer multidimensionalen Matrix wurden Zellen so einem der
beiden Cluster zugeordnet. Die Zuordnung basierte dabei auf dem euklidischen Abstand aller
Parameter vom Zentrum jedes der beiden Cluster. Um zu visualisieren, ob die identifizierten
Muster in Zusammenhang mit der elektrophysiologischen Klassifikation subikularer
Pyramidenzellen in BURST und REG stehen, wurde der Zelltyp immer als zuséatzliche
qualitative Variable miterfasst.

Zunachst wurden eine Hauptkomponentenanalyse und eine k-Means-Cluster-Analyse auf
Grundlage eines Datensatzes von 75 subikuldaren Pyramidenzellen (BURST n=54, REG n=21)
angefertigt, deren aktive und passive Membraneigenschaften unter Kontrollbedingungen
(ACSF, Kalium-Gluconat-Lésung) gemessen worden waren (Abbildung 35). In die Analysen
eingeschlossen wurden zunachst alle 15 Parameter der Membraneigenschaften. Die
Hauptkomponentenanalyse ergab, dass sich 55,6% der Varianz kumulativ durch die ersten drei
Hauptkomponenten erklaren lassen (engl. explained variance). Die Clusteranalyse ergab keine
klare Auftrennung in zwei Cluster und eine eindeutige Zuordnung des elektrophysiologisch
ermittelten Zelltyps zu einem der beiden Cluster gelang nicht. Eine leichte Tendenz von BURST
dem Cluster 2 zugeordnet zu werden und REG dem Cluster 1 zugeordnet zu werden konnte
festgestellt werden und bildete die Grundlage fur die Ermittlung der Trefferquote einer

erfolgreichen Zuordnung, die 0,71 betrug (Zufallstrefferquote 0,56).
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Abbildung 35

Hauptkomponenten- und Clusteranalyse I.
Ergebnisse der Hauptkomponenten und k-
Means-Cluster-Analyse basierend auf 15
Parametern der aktiven und passiven
Membraneigenschaften von 75 burstenden
und regular feuernden subikularen
Pyramidenzellen (BURST, REG).

A Dreidimensionale Visualisierung der
Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse
mit  Veranschaulichung des erklarten
Varianzanteils (PC1=28,3%, PC2=14,9%,
PC3=12,4%; insgesamt 55,6%).

B Zweidimensionale Visualisierung der k-
Means-Clusteranalyse mit Vierfeldertafel zur
Verdeutlichung der quantitativen Zuordnung
von BURST und REG 2zu den beiden
Clustern (k=2). PC = Hauptkomponente.
BURST: n=54, REG: n=21.

Weitere Analysen wurden durchgefihrt, in welchen, wie von Austin Graves et al. (2012)%

vorgeschlagen, nur die 9 zwischen BURST und REG signifikant unterschiedlichen Parameter in
die
Schwellenpotential, Anstiegszeit, FWHMA, Anstiegssteigung, Abstiegssteigung, Membran-Zeit-

Analysen eingeschlossen wurden: Frequenz-Adaptations-Index, Gain, Latenz,

Konstante. Im Rahmen der Hauptkomponentenanalyse zeigte sich, dass durch die ersten drei
Hauptkomponenten kumulativ 76,4% der Varianz erklart werden kann. In der Cluster-Analyse

zeigte sich eine bessere Zuordnung der Zelltypen zu einem der beiden Cluster (Trefferquote

0,76, Zufallstrefferquote 0,57), wobei weiterhin keine klare Auftrennung gelang (Abbildung 36).

Abbildung 36
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B Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse
k-Means Clusteranalyse

mit  Veranschaulichung des erklarten
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n=54, REG: n=21.
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Um einen besseren Eindruck tber die Verteilung der beiden Typen subikularer Pyramidenzellen
im multidimensionalen Raum durch VergroRerung des Stichprobenumfangs zu gewinnen,
wurde der Gesamtdatensatz aller subikuldren Pyramidenzellen, fir welche Daten zu den 15
Parametern der Membraneigenschaften erhoben wurden, untersucht. Hierzu wurden 303
subikularen Pyramidenzellen (BURST n=236, REG n=67) ungeachtet der wahrend der
Messung verwendeten extra- und intrazellularen Lésungen eingeschlossen. Sowohl die k-
Means-Cluster-Analyse als auch die Hauptkomponentenanalyse zeigten dhnliche Befunde wie

bereits fur den ersten Datensatz beschrieben (Abbildung 37).

Abbildung 37

Hauptkomponentenanalyse 40 Hauptkomponenten- und Clusteranalyse
lll. Ergebnisse der Hauptkomponenten und k-
Means-Cluster-Analyse basierend auf 15
Parametern der aktiven und passiven
1. Membraneigenschaften von 303 burstenden
: . Lol | und  regular  feuernden  subikularen

L Pyramidenzellen (BURST, REG).
"7 oimensonen " A Dreidimensionale Visualisierung der
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k-Means Clusteranalyse mit  Veranschaulichung des  erklarten
) Varianzanteils (PC1=27,2%, PC2=14,9%,
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V. ket P ppe - PC3=11,1%; insgesamt 53,2%).
o Rec crretor2 po p= B Zweidimensionale Visualisierung der k-
Clustor Means-Clusteranalyse mit Vierfeldertafel zur
. Trefferquote: 0,71 Verdeutlichung der quantitativen Zuordnung
®: umleferuote: 057 von BURST und REG zu den beiden Clustern
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n=236, REG: n=67.
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In Analogie zu Austin Graves et al. (2012)%® wurden auch hier weitere Analysen durchgefihrt,
bei welchen lediglich die 9 zwischen BURST und REG signifikant unterschiedlichen Parameter
einbezogen wurden: Frequenz-Adaptations-Index, Latenz, Schwellenpotential, Aktionspotential-
Amplitude, Anstiegszeit, FWHMA, Anstiegssteigung, Abstiegssteigung, Membran-Zeit-
Konstante, Eingangswiderstand, Sag-Ratio. Dies fuhrte zu einer leichten Erhéhung der durch
die ersten drei Hauptkomponenten kumulativ erklarten Varianz, wobei sich die Trennschéafte
zwischen den beiden Clustern und die Zuordnung der Zelltypen zu einem der beiden Cluster

weitestgehend unverandert zeigte (Abbildung 38).
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Abbildung 38

Hauptkomponenten- und Clusteranalyse
IV. Ergebnisse der Hauptkomponenten und
k-Means-Cluster-Analyse basierend auf den
9 sich zwischen BURST und REG signifikant
unterscheidenden Parametern der aktiven
und passiven Membraneigenschaften von
303 burstenden und regular feuernden
subikularen Pyramidenzellen (BURST, REG).
A Dreidimensionale Visualisierung der
Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse
mit  Veranschaulichung des erklarten
Varianzanteils (PC1=35,2%, PC2=13,8%,
PC3=12,1%; insgesamt 61,1%).

B Zweidimensionale Visualisierung der k-
Means-Clusteranalyse mit Vierfeldertafel zur
Verdeutlichung der quantitativen Zuordnung
von BURST und REG zu den beiden Clustern
(k=2). PC = Hauptkomponente. BURST:
n=236, REG: n=67.

Weiterhin wurde versucht herauszufinden, ob durch den Einschluss von Parametern der

Spontanaktivitat sowie Einbeziehung morphologischer Daten eine bessere Dimensionreduktion

und eine groRere Trennscharfe des Clusterings erreicht werden kann. Hierfir wurde ein

Datensatz bestehend aus 31 subikuldren Pyramidenzellen (BURST n=23, REG n=8), fur welche

neben den 15 Parametern der Membraneigenschaften zusatzlich Daten flr 7 Parameter der

Spontanaktivitdt und 18 morphologische Parameter vorlagen, untersucht. Unter Einschluss

dieser

Daten

lieferte die Hauptkomponentenanalyse eine durch die ersten

drei

Hauptkomponenten erklarte Varianz von 50,4%. Mittels der k-Means-Clusteranalyse gelang

keine Auftrennung

in zwei distinkte Cluster, welche mit einer Trefferquote von 0,65

(Zufallstrefferquote 0,57) auch ohne eindeutige Beziige zum Zelltyp waren (Abbildung 39).
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Abbildung 39

Hauptkomponenten- und Clusteranalyse
V. Ergebnisse der Hauptkomponenten und k-
Means-Cluster-Analyse basierend auf 15
Parametern der Membraneigenschaften, 7
Parametern der Spontanaktivitdt sowie 18
Parametern der Dendritenmorphologie von
31 burstenden und regulér feuernden
subikularen Pyramidenzellen (BURST, REG).
A Dreidimensionale Visualisierung der
Ergebnisse der Hauptkomponenten-analyse
mit  Veranschaulichung des erklarten
Varianzanteils (PC1=22,6%, PC2=17,7%,
PC3=10,1%; insgesamt 50,4%).

B Zweidimensionale Visualisierung der k-
Means-Clusteranalyse mit Vierfeldertafel zur
Verdeutlichung der quantitativen Zuordnung
von BURST und REG zu den beiden Clustern
(k=2). PC = Hauptkomponente. BURST:
n=23, REG: n=8.



Auch fir diesen Datensatz wurden, basierend auf dem Vorgehen von Austin Graves et al.
(2012)%, weitere Analysen durchgefiihrt. Aufgrund signifikanter Unterschiede zwischen BURST
und REG wurden 7 Parameter der aktiven und passiven Membraneigenschaften (Frequenz-
Adaptations-Index, Schwellenpotential, Anstiegszeit, Anstiegssteigung, Abstiegssteigung,
Membran-Zeit-Konstante, Eingangswiderstand), 2 Parameter der Spontanaktivitat (mittlere
Anstiegszeit sEPSC, mittlere FWHMA sEPSC) sowie 5 Parameter der morphologischen
Eigenschaften (basale Schnittpunktsumme, basale maximale Anzahl an Schnittpunkten,
Anzahl basaler Dendritenaste, basale Kontraktion, apikale Kontraktion) berticksichtigt. Hier
zeigte sich schliefdlich eine durch die ersten drei Hauptkomponenten kumulativ erklarte Varianz
von 67,8% sowie eine Trefferquote 0,81 (Zufallstrefferquote 0,52) flr die Zuordnung der
Zelltypen zu den beiden Clustern (Abbildung 40).

Abbildung 40

Hauptkomponenten- und Clusteranalyse
VI. Ergebnisse der Hauptkomponenten und
k-Means-Cluster-Analyse basierend auf den
sich zwischen BURST und REG signifikant
unterscheidenden 7  Parametern  der
Membraneigenschaften, 2 Parametern der
Spontanaktivitdit sowie 5 Parametern der
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4.6 Synaptische Kurzzeitplastizitat an der CA1-Subikulum-Synapse

Synaptische Kurzzeitplastizitat bezeichnet eine einige Millisekunden bis Minuten anhaltende,
aktivititsabhangige Veranderung der synaptischen Ubertragungsstarke zwischen zwei
Neuronen.'™  Vorangegangene Untersuchungen legen nahe, dass burstendes
Entladungsverhalten fiir die Informationsverarbeitung, also fiir die neuronale Signaliibertragung
und die Induktion und Aufrechterhaltung von Plastizitét relevant sein konnte.**?'* Ob es
Unterschiede in der Auspragung von synaptischer Kurzzeitplastizitdt und ihren zugrunde
liegenden Mechanismen zwischen den beiden Typen subikuldrer Pyramidenzelltypen gibt, ist

noch nicht ausreichend erforscht und Gegenstand des folgenden Kapitels.

4.6.1 Kurzzeitplastizitat bei burstenden und regular feuernden Zellen

Um der Frage nachzugehen, ob sich zwischen BURST und REG Unterschiede in der
Auspragung der PTP an der CA1-Subikulum-Synapse finden lassen, wurden Veranderungen
der EPSC-Amplituden von Doppelpulse nach tetanischer Stimulation bei insgesamt 75
subikularen Pyramidenzellen (BURST: n=55, REG: n=20) untersucht. Die HFS erfolgte dabei in
Form von 50 oder 100 Pulsen, die mit einer Frequenz von 50 Hz appliziert wurden (50x50 Hz,
100x50 Hz).

Es zeigten sich keine offensichtlichen qualitativen Unterschiede der durch Stimulation afferenter
Eingange aus der CA1-Region evozierten EPSC von BURST und REG. Nach HFS kam es bei
allen untersuchten Zellen zu einer Uber Minuten andauernden Erhdhung der synaptischen
Ubertragungsstarke im Sinne einer PTP. Die PTP zeigte bei beiden Zelltypen und beiden Arten
der HFS eine ahnliche Auspragung (BURST 50x50 Hz: 194 £ 5% n=41, REG 50x50 Hz: 203 +
8% n=16; BURST 100x50 Hz: 200 + 11% n=14, REG 100x50 Hz: 204 + 15% n=4). Eine
zweifaktorielle ANOVA wurde durchgeflihrt, um die Haupteffekte von Zelltyp (BURST, REG)
und HFS-Protokoll (50x50 Hz, 100x50 Hz) sowie die Interaktionseffekte zwischen beiden
Faktoren zu vergleichen. Keiner der Effekte zeigte in der statistischen Testung Signifikanz. Der
Haupteffekt des Zelltyps erreichte eine F-Ratio von F(1, 71)=0,34, p=0,5597 (BURST: 195 %
5%, REG: 203 + 7%). Der Haupteffekt des HFS-Protokolls erzielte eine F-Ratio von F(1,
71)=0,11, p=0,7464 (50x50 Hz: 196 + 5%, 100x50 Hz: 201 * 9%). Weiterhin konnte kein
signifikanter Interaktionseffekt zwischen den Faktoren Zelltyp und HFS-Protokoll festgestellt
werden (F(1, 71)=0,05, p=0,8292). Die Induktion der PTP wurde erwartungsgemal von einem
mehrere Minuten andauernden Abfall der Doppelpulsratio begleitet, was als Hinweis auf einen

prasynaptischen Ursprung der PTP betrachtet werden kann.
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In der Uberwiegenden Anzahl der Falle zeigte sich bei einem Doppelpulsintervall von 50 ms
eine PPF. Die mittlere Doppelpulsratio vor der HFS (Doppelpulsratio der fiinfminitigen
Basislinie) betrug bei BURST 1,29 + 0,03 und bei REG 1,19 + 0,07 und unterschied sich nicht
signifikant zwischen den beiden Zelltypen (p=0,0879, Mann-Whitney-Test).

Bekannt ist, dass bei geringer Amplitude des ersten EPSC das darauffolgende EPSC in
Ubereinstimmung mit der ,Restcalcium-Hypothese“ (siehe Kapitel 1.4.3 Kurzzeitplastizitét)
umso gréRer ist.'**'?” Zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Doppelpulsratio und
der GroRe der ersten EPSC-Amplitude wurde beide GréRen grafisch gegeneinander
aufgetragen. Zelltypunabhangig zeigte sich hier erwartungsgemafl ein negativ exponentieller
Zusammenhang.

Abschlieend ist festzuhalten, dass sich die beiden Typen subikuldrer Pyramidenzellen im
Hinblick auf das Ausmal® der PPF sowie der durch zwei verschiedene HFS-Protokolle
induzierten PTP nicht unterschieden.

Abbildung 41 zeigt den gemittelten normalisierten Verlauf der ersten EPSC-Amplitude sowie
den Verlauf der Doppelpulsratio vor und nach der HFS mit 50x50 Hz sowie die Ergebnisse der

Auswertung der PTP und der Doppelpulsratio.
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Abbildung 41 PTP bei BURST und REG. Posttetanische Potenzierung (PTP) an
der CA1-Subikulum-Synapse von burstenden und regular feuernden Zellen
(BURST, REG). A Schematische Darstellung der Versuchsanordnung. B
Reprasentative Beispiele fir die EPSC-Amplituden der Doppelpulse vor
(durchgezogene Linie) und nach (gestrichelte Linie) Hochfrequenzstimulation
(HFS) mit 50x50Hz C Gemittelter normalisierter Verlauf der ersten EPSC-
Amplitude vor und nach HFS mit 50x50 Hz. D Gemittelter normalisierter Verlauf
der Doppelpulsratio vor und nach HFS mit 50x50 Hz. Der Boxplot zeigt die
mittlere Doppelpulsratio der finfminitigen Basislinie (BURST: n=55, REG: n=20;
p=0,0879). E Ergebnisse der PTP-Messungen (BURST 50x50 Hz: n=41, REG
50x50 Hz: n=16, BURST 100x50 Hz: n=14, REG 100x50 Hz: n=4; Haupteffekt
Zelltyp p=0,5597, Haupteffekt HFS-Protokoll p=0,7464, Interaktionseffekt
p=0,8292). F Darstellung des negativ exponentiellen Zusammenhangs zwischen
der Doppelpulsratio und der ersten EPSC-Amplitude (Amplitude EPSCy).
50x50 Hz = 50 Pulse, Frequenz 50 Hz, 100x50 Hz = 100 Pulse, Frequenz 50 Hz.

4.6.2 Bedeutung postsynaptisch lokalisierter NMDA-Rezeptoren

Um die Frage nach der Rolle postsynaptischer NMDA-R flir die Auspragung der PTP an der
CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG zu adressieren, erfolgte eine pharmakologische
Blockade postsynaptischer NMDA-R. Die spezifische Blockade postsynaptischer Rezeptoren

wurde durch intrazellulare Applikation des nicht-kompetitiven NMDA-R-Antagonisten MK801 in
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die postsynaptische Zelle durch Diffusion der intrazellularen Messlésung aus der Messpipette
gewahrleistet. MK801 unterbindet den loneneinstrom durch den NMDA-R-Kanal, wobei die
Bindungsstelle von MK801 innerhalb des Kanals liegt. Die Bindung von MK801 ist ferner
spannungsabhangig, was bedeutet, dass die Kanalpore fiir die Bindung von MK801 gedffnet

sein muss.?'®

Blockade postsynaptischer NMDA-Rezeptoren durch intrazellulares caged MK801

Zunachst wurde ein Protokoll entwickelt, bei welchem durch Applikation einer photoreaktiven
Form von MK801 (caged MK801) in die intrazellulare Lésung eine kontrollierte Aktivierung der
MK801-Wirkung durch UV-Licht-Pulse mdglich sein sollte. Nach Erfassung der PTP durch eine
erste HFS ohne NMDA-R-Blockade (MK801 inaktiv) sollte das caged MK801 durch einen UV-
Licht-Puls aktiviert und die PTP unter Blockade postsynaptischer NMDA-R durch eine zweite
HFS aufgezeichnet werden (Abbildung 42). Das Ziel war es, Veranderungen der PTP-
Auspragung durch Blockade postsynaptischer NMDA-R innerhalb einer Zellmessung

detektieren und quantifizieren zu kénnen.

Abbildung 42 Versuchsanordnung caged

\ MK801. Schematische Darstellung der
%’ Versuchsanordnung.  Ziel war eine

) ) kontrollierte Aktivierung von MK801 durch

oAl suB Verwendung einer photoreaktiven MK801-

Form (caged MK801), um das Ausmal} der

uv durch Hochfrequenzstimulation (HFS)

g induzierten posttetanischen Potenzierung

inaktiv aktiv caged MK801 ohne postsynaptische = NMDA-Rezeptor-
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. .. unter postsynaptischer NMDA-Rezeptor-
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T T durch UV-Licht-Pulse) zu erfassen.
HFS #1 HFS #2

Um zuvor die Wirksamkeit von intrazellularem caged MK801 zu testen, wurden NMDA-EPSC
vor und nach Aktivierung von caged MK801 untersucht. AMPA- und GABA-Rezeptoren wurden
hierfir pharmakologisch inhibiert. Kontrollmessungen mit intrazellularen Lésungen ohne caged
MK801 (Kalium-Gluconat-Ldsung, Casium-Gluconat-Lésung) wurden angefertigt, um eventuell
auftretende Effekte der UV-Licht-Applikation zu erfassen.

Hier zeigte sich zelltypunabhangig ein Abfall der NMDA-EPSC-Amplitude nicht wie erwartet
lediglich bei den Messungen mit caged MK801, sondern auch im Rahmen der
Kontrollmessungen. Ferner kam es zu einem nicht erwarteten Abfall des
Eingangswiderstandes. Die gemittelten Verldufe der NMDA-EPSC-Amplitude, des

Eingangswiderstandes sowie des Haltestroms unter Anwendung der drei verschiedenen
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intrazellularen Messlésungen sind in Abbildung 43 dargestellt. Diesem Effekt konnte weder
durch eine Verklrzung der UV-Licht-Dauer noch eine Verminderung der UV-Licht-Starke oder
Zugabe von Ascorbinsaure in die intrazelluldren Messlésungen entgegengewirkt werden
(Ergebnisse nicht dargestellt). Ascorbinsdure verhalt sich in wassrigen Ldsungen als
Reduktionsmittel, weshalb angenommen wurde, dass Ascorbinsdure den schadigenden
Einflissen von UV-Licht entgegenwirken konnte.'®*'%® Zusammenfassend lieR sich eine
die

Eingangswiderstandes widerspiegelte, durch keine der durchgeflihrten Modifizierungen des

Schadigung der subikularen Pyramidenzellen, sich in einem Abfall des

Messprotokolls relevant vermindern. Es wurde davon ausgegangen, dass der flr dieses
Messprotokoll verwendete UV-Licht-Puls die untersuchten Zellen derart stark schadigte, dass

von den Untersuchungen keine verlasslichen Ergebnisse zu erwarten waren. Von der

Weiterfuhrung dieser Experimente wurde daher abgesehen.
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Abbildung 43 Auswirkungen der Applikation von UV-Licht. Diagramme zeigen den Verlauf
der NMDA-EPSC-Amplitude, des Eingangswiderstandes und des Haltestroms vor und nach
Applikation von UV-Licht (Pfeil) unter Anwendung drei verschiedener intrazellularer
Messlosungen:  Kalium-Gluconat-Lésung mit caged MK801 (linker  Abschnitt;
Membranpotential -45 mV, Bins von 40s aus zwei Datenpunkten), Kalium-Gluconat-Lésung
(mittlerer Abschnitt; Membranpotential -45 mV, Bins von 40s aus zwei Datenpunkten),
Casium-Gluconat-Losung (rechter Abschnitt; Membranpotential +40 mV). Der Abfall der
NMDA-EPSC-Amplitude ging unabhangig von der verwendeten Losung mit einem Abfall des
Eingangswiderstandes einher, was ein Hinweis flir eine UV-Licht-bedingte Zellschadigung sein
kann.
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Blockade postsynaptischer NMDA-Rezeptoren durch intrazelluldres MK801

Um weiterhin die Frage nach der Bedeutung postsynaptischer NMDA-R flir die Auspragung der
PTP an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG zu adressieren, wurden
Untersuchungen mit der nicht-photoreaktiven Form von MK801 durchgefiihrt. Die spezifische
Blockade postsynaptischer NMDA-R wurde auch hier durch die intrazellulare Applikation von
MK801 Uber die Diffusion der intrazelluldaren Messlésung in die postsynaptische Zelle
gewahrleistet. Kontrolluntersuchungen wurden mit einer intrazelluldren Kalium-Gluconat-Lésung
ohne MK801 durchgefihrt, um einen interexperimentellen Vergleich zu ermdglichen.

Zunachst wurde getestet, ob sich intrazelluldres MK801 im Hinblick auf eine Blockade
postsynaptischer NMDA-R wirksam zeigt. Hierfir wurde nach PTP-Induktion durch 50x50 Hz
HFS der synthetische partielle NMDA-R-Agonist NMDA in einer Konzentration von 20 uM tber
einen Zeitraum von 5 Minuten der extrazellularen Messldsung zugefihrt. Es wurde davon
ausgegangen, dass sich eine suffiziente Blockade postsynaptischer NMDA-R durch
intrazellulares MK801 in einem geringeren NMDA-induzierten Haltestromabfall widerspiegeln
wirde.

Die Applikation von NMDA flhrte zelltypunabhangig zu einem zugigen Abfall der EPSC-
Amplitude, einer NMDA-induzierten chemischen LTD sowie einem reversiblen Abfall von
Haltestrom und Eingangswiderstand durch Offnung von NMDA-R. Die Doppelpulsratio zeigte
einen mit dem NMDA-induzierten Abfall der EPSC-Amplitude synchronen Anstieg. Der
Quantifizierung des Effekts der NMDA-Applikation auf die EPSC-Amplitude, den Haltestrom und
den Eingangswiderstand wurde das Minimum im Zeitfenster vom Beginn der NMDA-Applikation
bis 10 Minuten nach deren Beendigung zugrunde gelegt. Um den Einfluss von ,Ausreil3ern” zu
minimieren wurden hierflr jeweils sechs Datenpunkte zu Bins von 60 s zusammengefasst. Um
eine NMDA-induzierte chemische LTD zu erfassen, wurde die mittlere EPSC-Amplitude ab 10
Minuten nach Beendigung der NMDA-Applikation verwendet. Abbildung 44 zeigt den
gemittelten normalisierten Verlauf der ersten EPSC-Amplitude, der Doppelpulsratio und des
Eingangswiderstandes sowie die mittlere absolute Veranderung des Haltestroms und die im
Folgenden beschriebenen Ergebnisse.

Unter MK801 fiel der maximale absolute Haltestromabfall mit -64,35 + 17,46 pA signifikant
geringer aus als unter Kontrollbedingungen, unter welchen es zu einem maximalen absoluten
Haltestromabfall von -157,43 + 34,67 pA kam, (MK801: n=7; Kontrolle: n=5; p=0,0257*, t-Test
fur unabhangige Stichproben). Dieser beschriebene signifikante Unterschied im Ausmal des
Haltestromabfalls lasst auf eine suffiziente Blockade postsynaptischer NMDA-R durch MK801
schlie3en.

Im Folgenden werden die als Nebenbefunde erhobenen Ergebnisse aufgeflhrt: Unter
Kontrollbedingungen betrug die minimale EPSC-Amplitude nach NMDA-Applikation 11 £ 1%
der EPSC-Amplitude der Basislinie und war signifikant niedriger als unter MK801 mit 41 + 10%
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der EPSC-Amplitude der Basislinie (MK801: n=7, Kontrolle: n=5; p=0,0209*%, Welch-Test). Der
Abfall der EPSC-Amplitude am jeweiligen Punkt seiner starksten Auspragung ging unter
Kontrollbedingungen sowie unter MK801 gleichermalen mit einer Erhéhung der
Doppelpulsratio gegenlber der mittleren Doppelpulsratio der Basislinie einher (MK801: 140 +
12% n=7, Kontrolle: 133 + 12% n=5; p=0,7046, t-Test fur unabhangige Stichproben). Ferner fiel
der maximale Abfall des Eingangswiderstandes gegenliber dem mittleren Eingangswiderstand
der Basislinie unter Kontrollbedingungen signifikant starker aus als unter MK801 (MK801: 78 +
6% n=7; Kontrolle: 55 + 7% n=5; p=0,0323%, t-Test flr unabhangige Stichproben). Die mittlere
EPSC-Amplitude ab 10 Minuten nach dem Auswaschen von NMDA quantifizierte die
auftretende NMDA-induzierte chemische LTD. Sie unterschied sich zwischen Messungen mit
MK801 und unter Kontrollbedingungen signifikant: Unter MK801 zeigte sich eine LTD mit einem
mittleren Abfall auf 80% * 6% der EPSC-Amplitude der Basislinie, wohingegen diese
Depression unter Kontrollbedingungen mit einem mittleren Abfall auf 35 + 7% der Basislinien-
Amplitude signifikant starker ausgepragt war (MK801: n=7; Kontrolle: n=5; p<0,001***, t-Test fur
unabhangige Stichproben). In diesem Zeitfenster bestand unter Kontrollbedingungen eine
leichte Erhéhung der mittleren Doppelpulsratio gegeniber der mittleren Doppelpulsratio der
Basislinie, wobei der Unterschied gegeniber MK801 nicht signifikant war (MK801: 103 £ 6%
n=7, Kontrolle: 123 * 9% n=5; p=0,0794, t-Test fur wunabhangige Stichproben).
Zusammenfassend konnte auf Grundlage dieser Untersuchungen von einer suffizienten

Blockade postsynaptischer NMDA-R durch intrazellulares MK801 ausgegangen werden.
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Abbildung 44 Untersuchungen zur Wirksamkeit von intrazellulirem MK801. Diagramme auf der linken Seite
zeigen den Verlauf der EPSC-Amplitude (A4), der Doppelpulsratio (B4), des Haltestroms (C4) und des
Eingangswiderstandes (D1) vor, wahrend und nach der finfminatigen Applikation von NMDA. Bins von 60 s aus 6
Datenpunkten. Az Die minimale EPSC-Amplitude nach NMDA-Applikation fiel unter Kontrollbedingungen geringer
aus als unter MK801 (p=0,0209*). B2 zeigt die zugehérige Veranderung der Doppelpulsratio (p=0,7046). As Die
NMDA-induzierte LTD war gemessen an der mittleren EPSC-Amplitude ab 10 Minuten nach Beendigung der NMDA-
Applikation unter Kontrollbedingungen starker ausgepragt als unter MK801 (p<0,001***) Bs zeigt die zugehdrige
Veranderung der Doppelpulsratio (p=0,0794). C, Der absoluter Haltestromabfall zeigte sich unter MK801 geringer als
unter Kontrollbedingungen (p=0,0257*). D, Der Abfall des Eingangswiderstandes war unter Kontrollbedingungen
starker als unter MK801 (p=0,0323*).
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Um zu untersuchen, ob postsynaptisch lokalisiete NMDA-R Einfluss auf die Auspragung der
PTP an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG nehmen, wurden Messungen der
PTP in An- und Abwesenheit von MK801 in der intrazellularen Messlésung bei insgesamt 74
subikularen Pyramidenzellen (BURST: n=53, REG: n=21) verglichen, von welchen 17 Zellen
(BURST n=12, REG: n=5) unter MK801 gemessen wurden. In Abbildung 45 sind der Verlauf
der ersten EPSC-Amplitude vor und nach der HFS mit 50x50 Hz sowie die Ergebnisse der PTP-
Messungen in MK801 mit den zugehoérigen Messungen unter Kontrollbedingungen bei BURST
und REG dargestellt.

Die PTP zeigte bei beiden Zelltypen sowie unter MK801 und unter Kontrollbedingungen eine
ahnliche Auspragung (BURST MK801: 189 + 7% n=12, BURST Kontrolle: 194 + 6% n=41, REG
MK801: 186 + 21% n=5, REG Kontrolle: 203 + 8% n=16). Eine zweifaktorielle ANOVA wurde
durchgefihrt, um die Haupteffekte von Zelltyp (BURST, REG) und Anwendung von MK801
(MK801, Kontrolle) sowie die Interaktionseffekte zwischen beiden Faktoren zu vergleichen.
Keiner der Effekte zeigte sich in der statistischen Testung signifikant. Der Haupteffekt des
Zelltyps erreichte eine F-Ratio von F(1, 70)=0,10, p=0,7478 (BURST: 193 + 5%, REG: 190 +
8%). Der Haupteffekt der Anwendung von MK801 erzielte eine F-Ratio von F(1, 70)=0,30,
p=0,2997 (MK801: 188 + 8%, Kontrolle: 196 * 5%). Weiterhin konnte kein signifikanter
Interaktionseffekt zwischen den Faktoren Zelltyp und Anwendung von MK801 festgestellt
werden (F(1, 70)=0,31, p=0,5810).

Ferner wurde die mittlere Doppelpulsratio vor der HFS (Doppelpulsratio der flnfmindtigen
Basislinie) von insgesamt 92 Zellen verglichen. Sie betrug bei BURST unter MK801 1,23 + 0,05
und unter Kontrollbedingungen 1,29 + 0,03, sowie bei REG und unter MK801 1,11 + 0,09 und
unter Kontrollbedingungen 1,19 £ 0,07 (BURST MK801: n=12, BURST Kontrolle: n=55, REG
MK801: n=5, REG Kontrolle: n=20). Auch hier wurde eine zweifaktorielle ANOVA verwendet,
um die Haupteffekte von Zelltyp (BURST, REG) und Anwendung von MK801 (MK801,
Kontrolle) auf die Doppelpulsratio sowie die Interaktionseffekte zwischen beiden Faktoren zu
vergleichen. Hierbei konnten keine signifikanten Effekte detektiert werden: Haupteffekt Zelltyp
F(1, 88)=2,48, p=0,1188 (BURST: 1,28 + 0,03, REG: 1,17 £ 0,06); Haupteffekt Anwendung von
MK801 F(1, 88)=1,18, p=0,2807 (MK801: 1,19 % 0,05, Kontrolle: 1,26 + 0,03); Interaktionseffekt
F(1, 88)=0,02, p=0,8824.

Zusammenfassend lieR sich zeigen, dass die Blockade postsynaptischer NMDA-R durch
intrazellulares MK801 keinen Einfluss auf die Auspragung der hier untersuchten Phanomene

der Kurzzeitplastizitat an der CA1-Subikulum Synapse von BURST und REG zu haben scheint.
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Abbildung 45 PTP unter NMDA-R-Blockade durch intrazellulares MK801. A Schematische
Darstellung der Versuchsanordnung. CA1 = Areal 1 des Cornu ammonis, SUB = Subikulum. B
Verlauf der ersten EPSC-Amplitude bei burstenden und regular feuernden Zellen (BURST By,
REG Bz) vor und nach Induktion einer posttetanischen Potenzierung (PTP) durch eine
Hochfrequenzstimulation (HFS) von 50 Pulsen in einer Frequenz von 50 Hz (50x50 Hz). C
Ergebnisse der durch HFS induzierten PTP unter intrazalluldrem MK801 sowie unter
Kontrollbedingungen bei BURST und REG (Haupteffekt Zelltyp p=0,7478, Haupteffekt
Anwendung von MK801 p=0,2997, Interaktionseffekt: p=0,5810). NMDA-R = NMDA-Rezeptor.

4.6.3 Bedeutung pra- und postsynaptischer NMDA-Rezeptoren

Um neben postsynaptisch lokalisierten NMDA-R auch die Rolle prasynaptisch lokalisierter
NMDA-R flur die Auspragung der PTP an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG
mit zu erfassen, kam der NMDA-R-Blocker AP5 zum Einsatz. AP5 ist ein NMDA-R-Antagonist
der GluN2-Untereinheiten, welcher kompetitiv an die Glutamat-Bindungsstelle der NMDA-R-
GluN2-Untereinheit A-D des NMDA-R bindet.?!” Die Auspragung der PTP wurde unter dem
Einfluss von AP5 in der extrazellularen Lésung (gleichzeitige pra- und postsynaptische NMDA-
R-Blockade) sowie unter Kontrollbedingungen gemessen.

Zunachst wurde ein Protokoll gewahlt, bei welchem APS5 vor Beginn der Messung in einer
Konzentration von 50 uM der extrazellularen Messlésung zugesetzt wurde. Diese Messldsung
wurde nach Erfassung einer 5-minltigen Basislinie und der PTP durch eine erste HFS mit
50x50 Hz (PTP in AP5) durch eine AP5-freie extrazellulare Messlésung ausgetauscht und die
PTP durch eine zweite HFS mit 50x50 Hz (PTP ohne AP5) nach Erfassung einer 2,5-minltigen
Basislinie erneut aufgezeichnet. Das Ziel war es, Veranderungen der PTP-Auspragung durch

NMDA-R-Blockade innerhalb einer Zellmessung detektieren und quantifizieren zu kénnen.
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Erstaunlicherweise zeigte die unter AP5 durch HFS induzierte PTP bei beiden Zelltypen eine
starkere Auspragung als die nachfolgende PTP durch eine weitere HFS, welche nach
Auswaschen von AP5 aus der extrazellularen Losung induziert worden war. Bei BURST war die
PTP nach Auswaschen von AP5 um 34 + 4% (HFS #1: 190 + 8%, HFS #2: 156 + 7%;
p<0,001***, t-Test fur abhangige Stichproben; n=7) und bei REG um 48 + 13% (HFS #1: 209 +
14%, HFS #2: 161 + 17%; p=0,0695, t-Test flr abhangige Stichproben; n=3) geringer
ausgepragt als die PTP in Anwesenheit von AP5. Dieser Effekt trat jedoch auch in den
Kontrollexperimenten auf, wobei die zweite PTP bei BURST im Mittel um 27 £+ 7% % (HFS #1:
202 + 7%, HFS #2: 175 + 6%; p=0,0016**, t-Test fur abhangige Stichproben; n=17) und bei
REG um 11 £ 11% (HFS #1: 202 + 11%, HFS #2: 198 + 17%; p=0,3153, t-Test fur abhangige
Stichproben; n=8) geringer war als die durch die erste HFS induzierte PTP. Dieser Effekt einer
geringer ausgepragten PTP im Rahmen der zweiten HFS zeigte sich demnach bei BURST,
nicht aber bei REG, in der statistischen Testung signifikant. In Abbildung 46 sind der gemittelte
normalisierte Verlauf der ersten EPSC-Amplitude vor und nach den PTP-Induktionen bei
BURST und REG sowie die Ergebnisse der AP5- und Kontrollmessungen im Hinblick auf die
PTP dargestellt.

Der Befund kénnte sich dadurch erklaren lassen, dass es bei der whole-cell-Konfiguration mit
zunehmender Zeit zu einer Dialyse der intrazellularen Flussigkeit und ihrer Bestandteile
kommen kann. Dieses Risiko stellt einen Nachteil der verwendeten Methode bei der
Untersuchung von Plastizitdtsmechanismen im Rahmen zeitlich langer Messungen dar. Ferner
kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hier um ein Phanomen der
Metaplastizitdt handelt. Wie eingangs geschildert beschreibt der Begriff der Metaplastizitat,
dass vorausgegangene Aktivitdtszustande einer Nervenzelle Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit
einer zukilnftigen Plastizitatsinduktion nehmen koénnen.""”'# In diesem Fall kénnte die
vorausgegangene erste HFS die Auspragung von Kurzzeitplastizitat bei der zweiten HFS
negativ beeinflusst und so eine Reduktion der PTP bewirkt haben. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass sich das verwendete Protokoll zur Untersuchung der eigentlichen
Fragestellung als nicht geeignet erwies, weshalb im Weiteren ein interexperimenteller Vergleich

der PTP-Auspragung in An- und Abwesenheit von AP5 angestrebt wurde.
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Abbildung 46 PTP unter NMDA-R-Blockade durch AP5 I. A Schematische Darstellung der
Versuchsanordnung. B Reprasentative Beispiele fiir die erste EPSC-Amplitude vor und nach
den Induktionen von posttetanischer Potenzierung (PTP) durch Hochfrequenzstimulation (HFS)
in An- und Abwesenheit von AP5. C Verlauf der ersten EPSC-Amplitude vor und nach den
Induktionen von PTP durch HFS mit 50 Pulsen in einer Frequenz von 50 Hz (50x50 Hz) bei
burstenden subikuldren Pyramidenzellen (BURST) sowie Ergebnisse der zugehdrigen
gepaarten Analyse der durch die erste (HFS #1) und zweite HFS (HFS #2) induzierten PTP
(HFS #1 in AP5 versus HFS #2: p<0,001***; HFS #1 versus HFS #2: p=0,0016**). D Verlauf der
ersten EPSC-Amplitude vor und nach den Induktionen von PTP durch HFS mit 50x50 Hz bei
regular feuernden subikuldren Pyramidenzellen (REG) sowie Ergebnisse der zugehdrigen
gepaarten Analyse der durch die erste und zweite HFS induzierten PTP (HFS #1 in AP5 versus
HFS #2: p=0,0695; HFS #1 versus HFS #2: p=0,3153). NMDA-R = NMDA-Rezeptor.
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Um der Frage nach der Bedeutung einer NMDA-R-Blockade fur die Auspragung der PTP an der
CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG weiter nachzugehen, kamen zwei extrazellulare
Messlésungen zum Einsatz, in welchen jeweils eine einmalige PTP-Induktion erfolgte: (1) ACSF
mit APS in einer Konzentration von 50 yM und (2) ACSF ohne einen NMDA-R-Blocker
(Kontrollbedingungen). Ferner wurde untersucht, ob die Verwendung einer hoheren
Konzentration von AP5 (100 uM) und einer HFS von 100x50 Hz das Ergebnis der
Untersuchung beeinflusst. Abbildung 47 zeigt den gemittelten normalisierten Verlauf der ersten
EPSC-Amplitude vor und nach einer HFS von 50x50 Hz bei BURST und REG sowie die
Ergebnisse der PTP-Messungen in AP5 (50 uM oder 100 uM) durch HFS (50x50 Hz oder
100x50 Hz) mit den zugehdrigen Messungen unter Kontrollbedingungen.

Bei Blockade pra- und postsynaptisch lokalisierter NMDA-R durch APS5 in einer Konzentration
von 50 uM zeigte sich keine signifikante Verminderung der PTP durch HFS mit 50x50 Hz.
BURST wiesen unter AP5 eine PTP von 209 + 14% und unter Kontrollbedingungen eine PTP
von 203 = 8% der EPSC-Amplitude der Basislinie auf. REG zeigten unter APS eine PTP von
198 + 11% und unter Kontrollbedingungen eine PTP von 194 + 6% der EPSC-Amplitude der
Basislinie. Eine zweifaktorielle ANOVA wurde durchgefiihrt, um die Haupteffekte von Zelltyp
(BURST, REG) und 50 uM APS5 (APS5, Kontrolle) sowie die Interaktionseffekte zwischen beiden
Faktoren zu vergleichen. Keiner der Effekte zeigte sich in der statistischen Testung signifikant.
Der Haupteffekt des Zelltyps erreichte eine F-Ratio von F(1, 66)=0,67, p=0,4169. Der
Haupteffekt der Anwendung von AP5 in einer Konzentration von 50 uM erzielte eine F-Ratio
von F(1, 66)=0,15, p=0,7044. Weiterhin konnte kein signifikanter Interaktionseffekt zwischen
den Faktoren Zelltyp und Anwendung von APS5 festgestellt werden (F(1, 66)=0,01, p=0,9336).
Auch eine Erhéhung der Konzentration von AP5 auf 100 yM und eine Verdopplung der
Pulsanzahl der HFS auf 100 Pulse fuhrten nicht zu einer Veranderung dieser Befunde (BURST
100 uM AP5: 219 + 28% n=7; BURST Kontrolle: 200 + 11% n=14, REG 100 uM APS5 186 + 14%
n=2, REG Kontrolle: 204 + 15%, n=4). Auch hier wurde eine zweifaktorielle ANOVA verwendet,
um die Haupteffekte von Zelltyp (BURST, REG) und Anwendung von APS5 in einer
Konzentration von 100 uM (AP5, Kontrolle) auf die PTP sowie die Interaktionseffekte zwischen
beiden Faktoren zu vergleichen. Hierbei konnten keine signifikanten Effekte detektiert werden:
Haupteffekt Zelltyp F(1, 23)=0,37, p=0,5479; Haupteffekt AP5 in einer Konzentration von 100
MM F(1, 23)=0,0004, p=0,9842; Interaktionseffekt F(1, 23)=0,60, p=0,4412.

Die mittlere Doppelpulsratio vor der HFS (Doppelpulsratio der flinfminttigen Basislinie) betrug
bei BURST unter 50 yM AP5 1,28 + 0,04, unter 100 yM AP5 1,24 + 0,10 und unter
Kontrollbedingungen 1,29 + 0,03 (BURST 50 uM AP5: n=10, BURST 100 uM AP5: n=7, BURST
Kontrolle: n=55). Bei REG zeigte sich eine mittlere Doppelpulsratio vor der HFS von 1,14 + 0,04
unter 50 uM AP5, von 1,04 + 0,01 unter 100 yM AP5 sowie von 1,19 % 0,07 unter
Kontrollbedingungen (REG 50 yM AP5: n=3, REG 100 uM AP5: n=2, REG Kontrolle: n=20).
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Eine zweifaktorielle ANOVA wurde durchgeflihrt, um die Haupteffekte von Zelltyp (BURST,
REG) und der Anwendung von AP5 (50 puM AP5, 100 uM AP5, Kontrolle) sowie die
Interaktionseffekte zwischen beiden Faktoren auf die Doppelpulsratio zu vergleichen. Keiner der
Effekte zeigte sich in der statistischen Testung signifikant. Der Haupteffekt des Zelltyps
erreichte eine F-Ratio von F(1, 91)=3,18, p=0,0777. Der Haupteffekt der Anwendung von AP5
in einer Konzentration von 50 yM oder 100 puM erzielte eine F-Ratio von F(2, 91)=0,59,
p=0,5541. Weiterhin konnte kein signifikanter Interaktionseffekt zwischen den Faktoren Zelltyp
und Anwendung von AP5 festgestellt werden (F(2, 91)=0,15, p=0,8624).

Die PTP und PPF zeigten demnach bei beiden Zelltypen und beiden Messprotokollen eine

ahnliche Auspragung, welche durch den NMDA-R-Blocker AP5 nicht beeinflusst wurde.
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Abbildung 47 PTP unter NMDA-R-Blockade durch APS5 Il. A Schematische Darstellung der Versuchsanordnung B
Gemittelter normalisierter Verlauf der ersten EPSC-Amplitude in 50 uM AP5 und unter Kontrollbedingungen vor und
nach der Hochfrequenzstimulation (HFS) mit 50x50 Hz bei burstenden und regulér feuernden Zellen (BURST B;y,
REG B;). C Ergebnisse der Untersuchungen in 50 yM AP5 mit einer 50x50 Hz HFS zur Induktion von posttetanischer
Potenzierung (PTP) bei BURST und REG (C4; Haupteffekt Zelltyp p=0,4169, Haupteffekt Anwendung von AP5
p=0,7044, Interaktionseffekt: p=0,9336) sowie der Untersuchungen in 100 uM AP5 mit einer 100x50 Hz HFS zur
Induktion von PTP bei BURST und REG (C2; BURST 100 uM AP5: n=7, BURST Kontrolle: n=14, REG 100 uM AP5:
n=2, REG Kontrolle: n=4; Haupteffekt Zelltyp p=0,5479, Haupteffekt Anwendung von AP5 p=0,9842,
Interaktionseffekt: p=0,4412). 50x50 Hz = 50 Pulse, Frequenz 50 Hz; 100x50 Hz = 100 Pulse, Frequenz 50 Hz;
NMDA-R = NMDA-Rezeptor.
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4.7 Untersuchungen zu NMDA-Rezeptor-Subtypen an der CA1-Subikulum-
Synapse burstender Zellen

Funktionelle NMDA-R sind Heterotetramere, die sich aus zwei GIuN1- und typischerweise zwei
GluN2-Untereinheiten zusammensetzen. Durch das Vorhandensein verschiedener GIuN2-
Untereinheiten ergeben sich unterschiedliche Rezeptor-Subtypen, die sich im Hinblick auf ihr
Vorkommen und ihre Rezeptorkinetik unterscheiden und die funktionellen Eigenschaften des
Rezeptors bestimmen."'®'"31* Um zu untersuchen, welche NMDA-R-Subtypen eine Rolle bei
der synaptischen Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse spielen, wurden Messungen
unter Verwendung von NMDA-R-Blockern mit unterschiedlicher NMDA-R-Subtyp-Selektivitat
durchgefihrt. Abbildung 48 zeigt schematisch die Angriffspunkte der drei verwendeten NMDA-
R-Blocker: AP5, Ifenprodil und DQP-1105. Weitere Informationen Uber die verwendeten NMDA-
R-Blocker und ihre spezifische biologische Wirkung kdnnen der Tabelle im Kapitel 3.7

Verwendete Lésungen und Pharmaka des Methodenteils dieser Arbeit entnommen werden.

| AP5 | | Ifenprodil | DQP-1105

Abbildung 48 NMDA-Rezeptor-Blocker. Schematische Darstellung zur
Verdeutlichung der Angriffspunkte der drei verwendeten NMDA-R-Blocker:
AP5, Ifenprodil und DQP-1105.

4.7.1 Auswirkungen einer pharmakologischen NMDA-Rezeptor-Blockade auf die
synaptische Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse

Initial sollte geklart werden, ob NMDA-R - unabhangig vom NMDA-R-Subtyp - an der basalen
synaptischen Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG beteiligt
sind. Dazu erfolgte eine afferente Stimulation der subikuldrer Pyramidenzellen mit einem
Doppelpulsprotokoll, wobei nach Erfassung einer Basislinie AP5 in einer Konzentration von
100 uM die extrazellulare Lésung eingebracht wurde. Wie schon erwahnt ist AP5 ein NMDA-R-
Antagonist, welcher kompetitiv an die Glutamat-Bindungsstelle der NMDA-R-GIuN2-
Untereinheiten A-D des NMDA-R bindet.?"’
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Es zeigten sich keine offensichtlichen qualitativen Unterschiede bei den durch Stimulation
afferenter Eingange aus der CA1-Region evozierten EPSC von BURST und REG. Bei beiden
Zelltypen fuhrte die Applikation von AP5 zu einer Reduktion der EPSC-Amplitude. Anzumerken
ist, dass die maximale Auspragung des Effektes nicht im Zeitfenster der Applikation von AP5
lag, sondern ein Plateau der Effektauspragung stets gegen Ende des Messprotokolls erreicht
wurde. Die mittlere EPSC-Amplitude des Plateaus, welchem die letzten 5 Minuten der Messung
zugrunde gelegt wurden, betrug bei BURST 77 + 3% der mittleren EPSC-Amplitude der
Basislinie, was sich als signifikant herausstellte (BL: -136,99 + 9,25 pA, AP5: -105,39 + 7,34 pA,;
p<0,001***, Ratio-t-Test fir abhangige Stichproben, n=6). Bei REG zeigte sich ebenfalls eine
Reduktion der mittleren EPSC-Amplitude auf 80 + 9% der mittleren EPSC-Amplitude der
Basislinie, wobei diese nicht signifikant war (BL: -155,60 + 3,81 pA, AP5: -123,93 + 16,22 pA,;
p=0,1554, Ratio-t-Test flr abhangige Stichproben, n=3). Bei BURST ging die Applikation von
APS5 nicht mit einer signifikanten Veranderung der Doppelpulsratio einher (BL: 1,15 £ 0,03, AP5:
1,18 = 0,04, p=0,3363, Ratio-t-Test flir abhangige Stichproben, n=6). Bei REG zeigte sich ein
leichter, signifikanter Abfall der Doppelpulsratio in der Plateauphase des AP5-Effektes (BL: 1,22
+ 0,07, AP5: 1,15 + 0,06, p=0,0250%, Ratio-t-Test fiir abhangige Stichproben, n=3). In Abbildung
49 sind der gemittelte normalisierte Verlauf der ersten EPSC-Amplitude und der Doppelpulsratio
sowie die erhobenen Messwerte zur mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie und der
Plateauphase von AP5 (100 uM) dargestellt.
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Abbildung 49 Synaptische Transmission unter NMDA-R-Blockade durch AP5. Gemittelter normalisierter Verlauf
der ersten EPSC-Amplitude (A; Bins von 40 s aus 4 Datenpunkten) und der Doppelpulsratio (B; Bins von 40 s aus 4
Datenpunkten) bei burstenden und regular feuernden subikularen Pyramidenzellen (BURST, REG) unter Zugabe von
100 uM APS5. C Gepaarte Ergebnisse der mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie (BL) und der Plateauphase bei
Applikation von 100 uM APS5 bei BURST (p<0,001***) und REG (p=0,1554). NMDA-R = NMDA-Rezeptor.

Um zu klaren, welche spezifischen NMDA-R-Subtypen fur die Verminderung der synaptischen
Transmission verantwortlich sind, wurden zwei Substanzen verwendet, die an bestimmten

NMDA-R-Subtypen antagonistisch wirken: Ifenprodil und DQP. Wegen des geringen
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Stichprobenumfangs bei REG wurde entschieden, sich im Folgenden auf die Ergebnisse der
Untersuchung von BURST zu beschranken.

NMDA-R-Subtypen, die GIuN2B-Untereinheiten enthalten, werden selektiv durch Ifenprodil
nicht-kompetitiv inhibiert.?'® Unter Ifenprodil in einer Konzentration von 3 yM kam es bei BURST
zeitverzdgert zur Applikation zu einem Abfall der EPSC-Amplitude mit einem Plateau gegen
Ende des Messprotokolls. Die mittlere EPSC-Amplitude des Plateaus, welchem die letzten 5
Minuten der Messung zugrunde gelegt wurden, betrug 83 + 4% der mittleren EPSC-Amplitude
der Basislinie. Der Unterschied zwischen der mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie und der
Plateauphase war signifikant (BL: -154,84 + 15,42 pA, Ifenprodil: -130,24 + 14,67 pA,
p=0,0037**, Ratio-t-Test flr abhangige Stichproben, n=10). Dieser Effekt ging nicht mit einer
relevanten Veranderung der Doppelpulsratio einher (BL: 1,26 + 0,07, Ifenprodil: 1,24 + 0,06;
p=0,6988, Ratio-t-Test flr abhangige Stichproben, n=10). In Abbildung 50 sind der gemittelte
normalisierte Verlauf der ersten EPSC-Amplitude und der Doppelpulsratio sowie die erhobenen
Messwerte zur mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie und der Plateauphase von Ifenprodil
(3 uM) dargestellt.
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Abbildung 50 Synaptische Transmission unter NMDA-R-Blockade durch Ifenprodil. Gemittelter normalisierter
Verlauf der ersten EPSC-Amplitude (A; Bins von 40 s aus 4 Datenpunkten) und der Doppelpulsratio (B; Bins von
40 s aus 4 Datenpunkten) bei burstenden subikularen Pyramidenzellen (BURST) unter Zugabe von 3 pM Ifenprodil.
C Gepaarte Ergebnisse der mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie (BL) und der Plateauphase bei Applikation von
3 uM Ifenprodil (IFP) bei BURST (p=0,0037**). NMDA-R = NMDA-Rezeptor.

DQP-1105 ist ein selektiver NMDA-R-Antagonist, welcher zu einer nicht-kompetitiven Blockade
von GIuN2C- und GIuN2D-Untereinheiten enthaltenden NMDA-R fiihrt.2" Unter funfminitiger
Applikation von DQP-1105 in einer Konzentration von 20 yM kam es bei BURST nicht zu einer
Verminderung der EPSC-Amplitude (Abbildung 51). Um einen Vergleich mit den anderen
beiden Substanzen zu ermdglichen, wurde auch hier ein Plateauwert ermittelt, welchem die
letzten 5 Minuten des Messprotokolls zugrunde gelegt wurden. Dieser betrug unter DQP 97 *
3% der mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie (BL: -147,76 + 23,73 pA, DQP: -139,97 *
19,61 pA; p=0,3697, Ratio-t-Test flr abhangige Stichproben, n=3). Ferner kam es nicht zu einer
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relevanten Veranderung der Doppelpulsratio (BL: 1,15 £ 0,11, DQP: 1,09 £ 0,16; p=0,3860,

Ratio-t-Test flr abhangige Stichproben, n=3).
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Abbildung 51 Synaptische Transmission unter NMDA-R-Blockade durch DQP. Gemittelter normalisierter Verlauf
der ersten EPSC-Amplitude (A; Bins von 40 s aus 4 Datenpunkten) und der Doppelpulsratio (B; Bins von 40 s aus 4
Datenpunkten) bei burstenden subikularen Pyramidenzellen (BURST) unter Zugabe von 20 uM DQP-1105. C
Gepaarte Ergebnisse der mittleren EPSC-Amplitude der Basislinie (BL) und der Plateauphase bei Applikation von
20 yM DQP-1105 bei BURST (p=0,3697). NMDA-R = NMDA-Rezeptor.

Die Wirkung der drei pharmakologisch aktiven Substanzen zeigte in der statistischen Testung in
Bezug auf die EPSC-Amplitude in der Plateauphase keine signifikanten Unterschiede, wobei
ein Trend in Richtung eines signifikanten Effektes erkennbar war (APS5: 77 + 3% n=6, Ifenprodil:
83 + 4% n=10, DQP: 97 %= 3% n=3; p=0,0600, einfaktorielle ANOVA flr unabhangige
Stichproben; Abbildung 52).
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Abbildung 52 Vergleich APS5, Ifenprodil und DQP. Vergleich der
Werte der normalisierten mittleren EPSC-Amplituden in der
Plateauphase von 100 uM AP5 (n=6), 3 uM Ifenprodil (IFP, n=10)
und 20uM DQP-1105 (n=3) bei burstenden subikularen
Pyramidenzellen (p=0,0600).

Zusammenfassend liel sich zeigen, dass eine NMDA-R-Blockade durch AP5 in einer
Konzentration von 100 uM eine Verminderung der synaptischen Transmission an der CA1-
Subikulum-Synapse bei BURST und REG bewirkte. Weiterhin fihrte eine selektive Blockade
von GIluN2B-NMDA-R-Subtypen durch Ifenprodil ebenfalls zu einer Verminderung der
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synaptischen Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse burstender Zellen. Warum die
Effekte von Ifenprodil zeitverzdgert auftraten, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Eine
Verzbégerung beim Applikationsvorgang konnte durch Adjustierung und Uberwachung des
zufihrenden Systems (peristaltische Schlauchpumpe, Perfusionsschlauche) ausgeschlossen
werden. NMDA-R-Subtypen, die GIuN2C- oder GluN2D-Untereinheiten enthalten, schienen an
der synaptischen Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST nicht relevant
beteiligt zu sein. Insgesamt entstand der Eindruck, dass die Blockade von GIuN2B-NMDA-R-
Subtypen durch Ifenprodil die Wirkung von AP5 in grofien Anteilen erklaren kénnte. Daraus,
dass die Effekte von AP5 gegenuber Ifenprodil zlgiger einsetzten, kénnte abgeleitet werden,
dass ferner GIUN2A-NMDA-R-Subtypen enthaltende Rezeptoren eine Rolle an der CA1-
Subikulum-Synapse von BURST spielen koénnten. Die fehlende Veranderung der
Doppelpulsratio nach Applikation von AP5 und Ifenprodil kénnte als ein Hinweis auf eine
postsynaptische Lokalisation der durch diese Substanzen inhibierten NMDA-R gedeutet

werden.

4.7.2 Auswirkungen von AP5 und Ifenprodil auf NMDA-Rezeptor-Strome

Um die Wirksamkeit der durch AP5 und Ifenprodil induzierten NMDA-R-Blockade an der CA1-
Subikulum-Synapse von BURST zu quantifizieren, wurde die direkte Wirkung von beiden
Substanzen auf NMDA-EPSC erfasst. NMDA-EPSC wurden bei einem depolarisierten
Membranpotential von +40 mV und unter pharmakologischer Blockade von AMPA-R und
Kainat-R durch NBQX induziert. Die Messung unter einem depolarisierten Membranpotential
von +40 mV gewahrleistete dabei die vollstandige Dissoziation des spannungsabhangigen
Magnesiumblocks. Die Verwendung einer casiumhaltigen intrazellularen Lésung ermoglicht
eine stabile Messung bei einem derart depolarisierten Membranpotential. Ein Nachteil dieser
Lésung ist jedoch, dass das zellulare elektrophysiologische Entladungsverhalten nicht erhoben
werden kann. Aus diesem Grund wurden sogenannte Repatch-Experimente durchgefuhrt. Im
ersten Schritt wurde dafur das charakteristische Entladungsverhalten unter Verwendung einer
Kalium-haltigen Pipettenldsung ermittelt. SchlieRlich wurde die Messpipette von der
Zellmembran gelést und durch eine mit einer Casium-haltigen Pipettenlésung gefillte
Messpipette ersetzt. In einem zweiten Schritt konnten so die NMDA-EPSC derselben, zuvor
elektrophysiologisch charakterisierten subikuldaren Pyramidenzelle bei einem auf +40 mV
gehaltenen Membranpotential gemessen werden. Abbildung 53 zeigt beispielhaft zwei
reprasentative Messungen sowie den gemittelten normalisierten Verlauf der NMDA-EPSC-
Amplitude vor und wahrend der pharmakologischen NMDA-R-Blockade durch APS5 und
Ifenprodil.
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Unter APS5 in einer Konzentration 100 uM kam es zu einem zlgigen Abfall der NMDA-EPSC-
Amplitude, die nach ca. 5 Minuten ein Plateau erreichte. Dem Messwert fir das Plateau wurde
hier und im Folgenden die mittlere NMDA-EPSC-Amplitude in den letzten 5 Minuten der
Messung zugrunde gelegt. Die mittlere NMDA-EPSC-Amplitude in der Plateauphase reduzierte
sich unter AP5 im Mittel auf 24 * 6% der mittleren NMDA-EPSC-Amplitude der
Basislinienmessung (BL: 94,83 + 26,76 pA, Plateau: 17,81 + 2,59 pA; p=0,0095**, Ratio-t-Test
fur abhangige Stichproben; n=4).

Ifenprodil in einer Konzentration von 3 uM fiuhre zu ebenfalls zu einer Verminderung der
mittleren NMDA-EPSC-Amplitude, wobei sich der Abfall, verglichen mit AP5, langsamer vollzog.
Stabile Werte wurden erst nach ca. 19 Minuten erreicht, weshalb das urspringliche
Messprotokoll zur Erfassung des Plateaus um 5 Minuten verlangert wurde. Bei Ifenprodil zeigte
sich eine signifikante Verminderung der NMDA-EPSC-Amplitude in der Plateauphase auf 47 +
4% der mittleren NMDA-EPSC-Amplitude der Basislinienmessung (BL: 134,12 + 66,79 pA,
Plateau: 66,26 + 35,50 pA; p=0,0014**, Ratio-t-Test fur abhangige Stichproben; n=5).

Der Abfall der NMDA-EPSC-Amplitude in der Plateauphase war unter AP5 signifikant starker
ausgepragt als unter Ifenprodil (APS5: 24 + 6% n=4, Ifenprodil: 47 £ 4% n=5; p=0,0098**, t-Test
fur unabhangige Stichproben).

Abschliellend lasst sich feststellen, dass es sowohl unter AP5 (100 pm) als auch unter
Ifenprodil (3 ym) zu einer deutlichen Reduktion der NMDA-EPSC-Amplitude kam. Anhand der
Auspragung der Effekte von AP5 und Ifenprodil Iasst sich rickschlieRen, dass GluN2B-
Untereinheiten enthaltende NMDA-R-Subtypen die hier untersuchten Strémen in einem
relevanten Anteil - jedoch nicht ausschliel3lich - zu vermitteln scheinen. Dies bestarkt, unter
Einbeziehung der vorhergehenden Befunde, die These, dass es sich bei den, an der an der
CA1-Subikulum-Synapse von BURST vorkommenden NMDA-R um GIuN2A- und GIuN2B-
Untereinheiten enthaltende NMDA-R-Subtypen handelt.
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Abbildung 53 Repatch-Experimente unter NMDA-R-Blockade durch AP5 und Ifenprodil. A
Schematische Darstellung der Versuchsanordnung der Repatch-Experimente. B4, C1 Reprasentative Beispiele der
initialen elektrophysiologischen Charakterisierung unter Verwendung einer Kalium-Gluconat-Losung (K-Gluconat)
und der anschliefenden Erfassung von NMDA-EPSC in An- und Abwesenheit von AP5 und Ifenprodil (IFP) bei
einem Membranpotential von +40 mV unter Verwendung einer Casium-Gluconat-Lésung (Cs-Gluconat) bei
burstenden subikuldren Pyramidenzellen (BURST). B,, C, Mittlerer normalisierter Verlauf der NMDA-EPSC-
Amplitude vor und wahrend der pharmakologischen NMDA-Rezeptor-Blockade durch AP5 und Ifenprodil bei BURST.
Bins von 40 s aus zwei Datenpunkten. D Vergleich der Ergebnisse der mittleren normalisierten NMDA-EPSC-
Amplituden in der Plateauphase von 100 yM AP5 und 3 pM Ifenprodil (IFP) bei BURST (p=0,0098**). NMDA-R =
NMDA-Rezeptor.

4.8 Feldpotentialmessungen zur Untersuchung der Auswirkungen einer
pharmakologischen Blockade von NMDA-Rezeptoren an Schaffer-
Kollateral-CA1-Synapsen

Der bereits beschriebene primare Schaltkreis durch die hippokampale Formation beinhaltet

unter andrem die Projektion der als Schaffer-Kollaterale bezeichneten Axone der CAS3-

Pyramidenzellen zu Pyramidenzellen des CA1-Areals, welche wiederum mit ihren Axonen das

Subikulum erreichen.” Um einen Eindruck Uber die Auswirkungen einer pharmakologischen

Blockade von NMDA-R in der CA1-Region zu gewinnen, wurden extrazellulare Feldpotentiale in

diesem Areal abgeleitet. Feldpotentiale sind das extrazellulare Gegenstlick der an einzelnen

Nervenzellen erfassten EPSP und spiegeln die an den Postsynapsen der abgeleiteten
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Nervenzellpopulation ablaufenden Vorgange wider. Eine Stimulation der Axone der
Pyramidenzellen des CA3-Areals mit funf Pulsen mit einer Frequenz von 50 Hz fuhrte zur
Erzeugung messbarer Feldpotentiale. Die Stimulationsstarke wurde so adjustiert, dass 70% der
maximalen fEPSP-Amplitude erreicht wurden. Die Effekte einer NMDA-R-Inhibition auf die
fEPSP  der Schaffer-Kollateral-CA1-Synapsen  wurde nach  Aufzeichnung einer
zwanzigminutigen Basislinie (gekennzeichnet als ,BL“) durch Zugabe von AP5 in einer
Konzentration von 50 pM Uber einen Zeitraum von 20 Minuten ermittelt. Die Auswirkungen von
AP5 auf die mittlere fEPSP-Steigung sowie die mittlere fEPSP-FWHMA wurden dabei im
Zeitraum zwischen 5 Minuten nach AP5-Applikation bis 5 Minuten nach Beendigung der AP5-
Applikation erfasst (gekennzeichnet als ,+AP5"). Den Werten fur die mittlere fEPSP-Steigung
sowie die mittlere fEPSP-FWHMA nach Auswaschen von AP5 aus der extrazellularen Lésung
wurde der Messabschnitt ab 15 Minuten nach Beendigung der AP5-Applikation zugrunde gelegt
(gekennzeichnet als ,-AP5“). Abbildung 54 zeigt das Ergebnis einer reprasentativen Messung
sowie Darstellungen des gemittelten normalisierten Verlaufs einzelner erfasster Parameter Uber
den Messzeitraum.

Ein reversibler Abfall der mittleren fEPSP-Steigung auf 94 + 2% unter AP5 mit einem Riickgang
des Effektes nach Beendigung der Applikation auf 99 + 3% der mittleren fEPSP-Steigung der
Basislinie wurden sichtbar. Der Unterschied in der mittleren fEPSP-Steigung zwischen AP5 und
der Basislinie zeigte sich in der statistischen Testung signifikant (BL: -0,21 + 0,03 mV/ms,
+AP5: -0,20 £ 0,03 mV/ms; p=0,0395*, Ratio-t-Test flr abhangige Stichproben; n=5). Die Ratio
der fEPSP-Steigung zwischen dem ersten fEPSP und dem flinften fEPSP fiel unter AP5 und
auch nach Beendigung der Applikation im Mittel leicht von den Werten der Basislinie ab, wobei
sich der Unterschied zwischen AP5 und der Basislinie als signifikant herausstellte (BL: 0,48 +
0,07, +AP5: 0,47 * 0,07; p=0,0466*, Ratio-t-Test fiir abhangige Stichproben; n=5). Unter AP5
traten verglichen mit der Basislinie keine signifikanten Veranderungen der mittleren fEPSP-
Breite gemessen an der FWHMA (BL: 9,03 £ 1,08 ms, +AP5: 9,10 £ 1,02 ms; p=0,5400, Ratio-t-
Test fir abhangige Stichproben; n=5) oder der mittleren FWHMA-Ratio zwischen dem ersten
fEPSP und dem fiinften fEPSP (BL: 1,01 + 0,11, +AP5: 0,98 + 0,11; p=0,1113, Ratio-t-Test fir
abhangige Stichproben; n=5) auf. Die Fiber-Volley-Amplitude als Mal} fur das Erreichen der
abgeleiteten Zielregion durch die afferente Stimulation zeigte sich wahrend der gesamten
Messdauer unverandert (BL: -0,12 £ 0,03 mV, +AP5: -0,11 £ 0,03 mV, -AP5: -0,11 £ 0,03 mV).
Insgesamt konnte bei den Untersuchungen ein signifikanter negativer Effekt von AP5 auf die
Steigung der im CA1-Areal abgeleiteten Feldpotentiale gezeigt werden. Die Ratio der fEPSP-
Steigung zwischen dem ersten fEPSP und dem flnften fEPSP fiel unter AP5 signifikant von den
Werten der Basislinie ab. Letzteres kdnnte als erster Hinweis flr einen prasynaptischen
Ursprung des Effektes von AP5 auf die fEPSP-Steigung gewertet werden, wobei die

Bestandigkeit dieses Effektes in weiteren Messungen Uberpriift werden sollte.
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Abbildung 54 Feldpotentialmessungen in der CA1-Region. A Schematische Darstellung der Versuchsanordnung.
B Reprasentatives Beispiel fir die mittleren gemessenen Feldpotentiale unter 50 yM AP5 (grau) und
Kontrollbedingungen (schwarz). C, D Mittler normalisierter Verlauf der fEPSP4-Steigung (C4) und der fEPSP;-
FWHMA (D1) sowie Ergebnisse des gepaarten Vergleichs zwischen unterschiedlichen Messphasen (siehe Text) in
Bezug auf die genannten Parameter sowie die korrespondierende fEPSP//fEPSPs-Ratio. C, fEPSP¢-Steigung BL
versus +AP5: p=0,0395*. C; fEPSP/fEPSPs-Steigung-Ratio BL versus +AP5: p=0,0466*. D, fEPSP+-FWHMA BL
versus +AP5: p=0,5400. D; fEPSP+/fEPSPs-FWHMA-Ratio BL versus +AP5: p=0,1113.
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5 Diskussion

Zwei durch ihr spezifisches Entladungsverhalten charakterisierte Pyramidenzelltypen im
Subikulum der Maus wurden im Hinblick auf inre Membraneigenschaften, ihre Spontanaktivitat,
ihre dendritische Morphologie sowie die Auspragung von Kurzzeitplastizitdit an der CA1-
Subikulum-Synapse untersucht. Zusammenfassend lie} sich feststellen, dass sich BURST und
REG in einigen, die Membraneigenschaften betreffenden Parametern, jedoch nicht in den
erhobenen Parametern der dendritischen Morphologie oder der Spontanaktivitat signifikant
unterschieden. In Bezug auf die PTP als einer Form der Kurzzeitplastizitdt wurden keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gefunden. Ferner hatte die pharmakologische
Blockade von NMDA-R bei beiden Typen subikularer Pyramidenzellen keinen Einfluss auf die
Auspragung der PTP, fihrte jedoch zu einer relevanten Verminderung der synaptischen
Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse. Letzteres beruhte in den hier vorgestellten
Untersuchungen bei BURST vermutlich auf der Blockade postsynaptisch lokalisierter GIuUN2A-
und GIuN2B-Untereinheiten enthaltender NMDA-R-Subtypen. Im Folgenden sollen die
Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen Verdffentlichungen verglichen und die Limitationen der

verwendeten Methoden diskutiert werden.

5.1 Zelltypspezifisches Entladungsverhalten subikularer Pyramidenzellen

Wie in zahlreichen Verdéffentlichungen vorbeschrieben, konnten im Rahmen depolarisierender
somatischer Strominjektionen bei subikuldaren Pyramidenzellen zwei unterschiedliche
Entladungsmuster beobachtet werden: Burstende Entladungen und Einzelentladungen in Form
zeitlich voneinander separierter Aktionspotentiale.””#%% |m Rahmen dieser Arbeit gelang es fur
die hier untersuchte Zellpopulation ein objektives Kriterium zur zuverlassigen Differenzierung
zwischen BURST und REG zu ermitteln. Unter Zuhilfenahme des initialen IAPI als quantitatives
Klassifikationskriterium wurden so die insgesamt 369 untersuchten subikularen
Pyramidenzellen entweder der Gruppe der BURST (initiales IAPI <25 ms) oder der REG
(initiales IAPI 225 ms) zugeordnet. In Ubereinstimmung mit zahlreichen friiheren
Verodffentlichungen Uberwog in dieser Arbeit der Anteil der als BURST klassifizierten Zellen
(BURST: 77,5%; REG: 22,5%). In der Vergleichsliteratur zeigt sich jedoch eine grofe
Variationsbreite des Verhdltnisses von BURST (37%-100%) zu REG (0%-63%) im
Subikulum 46-48.77-84.93,98,101,102,106,177.220.221 - 7., grw3hnen sind hier eine Verodffentlichung von
Donatella Mattia et al. (1993), in welcher ausschliellich BURST detektiert wurden sowie
Untersuchungen von Liset Menendez de la Prida et al. (2003), Yujin Kim und Nelson Spruston
(2012) sowie Austin Graves et al. (2016) bei welchen der Anteil an REG gegenuber BURST
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leicht Gberwog.*®7"83% Die groRe Variabilitat kdnnte sich dadurch erklaren lassen, dass die
Untersuchungen zum Teil fokussiert auf unterschiedliche Bereiche des Subikulums
durchgefihrt wurden, wobei bekannt ist, dass die Verteilung der subikularen
Pyramidenzelltypen innerhalb des Subikulums variiert (siehe Kapitel 71.3.3 Zelltypspezifische
Verteilung).*®"88% Um Stichprobenverzerrungen durch Verteilungsgradienten zu vermeiden,
wurden die in dieser Arbeit untersuchten subikuldren Pyramidenzellen ungeachtet ihrer Lage
auf den raumlichen Achsen des Subikulums ausgewahlt. Eine andere Ursache kénnten
Klassifikationsfehler aufgrund einer ,Maskierung“ des burstenden Entladungsverhaltens bei
Depolarisation des  Membranpotentials  sein, wobei dieses Phanomen einer
depolarisationsbedingten Veranderung des Entladungsverhaltens in anderen Studien nicht
reproduziert werden konnte (siehe Kapitel 71.3.1 Burstende und reguldr feuernde
Zellen).77’78'80’82'83’89

Unabhangig von der Haufigkeit des Auftretens von oder eventuellen Einflussfaktoren auf
burstendes Entladungsverhalten, kann davon ausgegangen werden, dass diese
elektrophysiologische Eigenschaft Auswirkungen auf die Signalibertragung hat. Es wird
angenommen, dass die durch das burstende Entladungsverhalten erhéhte Wahrscheinlichkeit
der prasynaptischen Freisetzung von Neurotransmittern zu einer effizienteren
Informationsweiterleitung fiihrt.%*°® AuRerdem wird vermutet, dass multiple Aktionspotentiale
aus burstenden Entladungen in die Dendriten zurlcklaufen (engl. backpropagating
actionpotentials) und dort starker Einfluss auf synaptische Integration und synaptische
Plastizitdt nehmen kénnten als ein einzelnes Aktionspotential.”®®’

Neben der angenommenen funktionellen Relevanz des unterschiedlichen Entladungsverhaltens
von BURST und REG stellt sich die Frage, ob diese Heterogenitat das Vorhandensein
verschiedener Zelltypen oder die Existenz lediglich eines einzelnen Zelltyps mit variabler

Erregbarkeit widerspiegelt.”886:88.98.99

5.2 Membraneigenschaften

Bis heute besteht Uneinigkeit Gber mogliche Unterschiede in den elektrophysiologischen
Eigenschaften der beiden subikularen Pyramidenzelltypen. Fir diese Arbeit wurden die
Parameter der aktiven und passiven Membraneigenschaften von 75 subikularen
Pyramidenzellen (BURST: n=54, REG: n=21) unter Kontrollbedingungen ermittelt.

BURST zeigten gegenuber REG erwartungsgemald eine signifikant hdhere Aktionspotential-
Frequenz an der Rheobase. In Ubereinstimmung mit anderen Studien zeigten REG eine
signifikant starkere Frequenzadaptation als BURST, wobei der absolute Wert fur den mittleren

Frequenz-Adaptations-Index bei REG mit knapp 74% vergleichsweise hoch, also die
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Frequenzadaptation vergleichsweise gering ausfiel.””8"81021% Djeg kdnnte beispielsweise darin
begriindet liegen, dass die Experimente in dieser Arbeit unter Raumtemperatur und nicht wie in
den Untersuchungen der Vergleichsliteratur bei circa 33 °C durchgefiihrt wurden. Insgesamt
koénnte dieses Ergebnis auf Unterschiede bei den an der Aktionspotential-Erzeugung beteiligten
lonenkanal-Subtypen von REG und BURST hindeuten. Der Vergleich der Eigenschaften der
initialen Aktionspotentiale an der Rheobase ergab, dass die Aktionspotentiale bei BURST
gegenltber REG signifikant friher im Verlauf der Strominjektion auftraten, hyperpolarisiertere
Schwellenpotentiale aufwiesen und steilere maximale Anstiegssteigungen zeigten. Diese
Ergebnisse stimmen mit den 2012 von Yujin Kim und Nelson Spruston verdffentlichten
Ergebnissen Uberein.*® In einigen anderen Untersuchungen wurden jedoch derartige
Unterschiede zwischen BURST und REG nicht detektiert.’®798188.1% ggq._Potentiale und
Rebound-Depolarisationen werden durch bei Hyperpolarisation aktivierte
Kationenleitfahigkeiten (In-Stréme (iber HCN-Kanale) vermittelt.?%2 In einigen Veroffentlichung
sowie bei den hier durchgefihrten Untersuchungen zeigten beide subikularen
Pyramidenzelltypen ausgepragte Sag-Potentiale und Rebound-Depolarisationen, wobei diese
zwischen BURST und REG in ihrer Auspragung keine signifikanten Unterschiede

78,79,81

aufwiesen. In zahlreichen Vergleichsuntersuchungen anderer Autoren wurden Sag-

Potentiale jedoch ausschlieRlich oder in signifikant groRerer Auspragung bei BURST gegentber
REG gemessen. Ahnliches galt auch fir die Rebound-Depolarisationen.*®77:80.8284.98.99.106.221 |
Bezug auf die passiven Membraneigenschaften wiesen BURST gegenuber REG einen
signifikant niedrigeren Eingangswiderstand sowie eine signifikant kirzere Membran-Zeit-
Konstante auf. Die Befunde zeigten sich damit analog zu den Ergebnissen mehrerer friherer

48,77,80,82,84,88,90,98,

Veroffentlichungen. 99221 Andere Autoren konnten hingegen keine signifikanten

zelltypspezifischen Unterschiede bei den passiven Membraneigenschaften finden.*6:78.79.101

Was die Ursache fur so unterschiedliche und teils auch kontrare Befunde der verschiedenen
Arbeitsgruppen ist, bleibt unklar. Erschwert wird ein valider Vergleich von Ergebnissen, da den
Untersuchungen oft unterschiedliche Messwertdefinitionen zugrunde gelegt wurden. Ferner
wird eine Vergleichbarkeit durch Unterschiede im praexperimentellen und experimentellen
Setting eingeschrankt. Bei vielen Veroffentlichungen gibt es beispielsweise Unterschiede bei
der Praparations-, Lagerungs- und Messmethode, der Zusammensetzung der verwendeten
Lésungen oder der Temperatur, unter der die Messungen stattfanden. Neben den vielen
Vorteilen der Patch-Clamp-Technik resultiert aus dem sehr komplexen methodischen Vorgehen
auch eine hohe Stéranfalligkeit. Insbesondere werden die neuronalen Zellen in den
Hirnschnitten zwangslaufig unnattrlichen mechanischen Reizen sowie hypoxischem Stress
ausgesetzt. Bisher ist auch nicht geklart, ob und wenn ja in welchem Ausmalf Unterschiede

zwischen verschiedenen Versuchstierspezies bestehen. In den meisten Fallen wurden die hier
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zitierten Studien in vitro an Ratten durchgefihrt, wohingegen die hier dargestellten Befunde in
Hirnschnitten von mannlichen Mausen erhoben wurden.

Insgesamt zeigten sich zwar Unterschiede in den elektrophysiologischen Eigenschaften von
BURST und REG, jedoch war abgesehen von der Fahigkeit burstende Entladungen zu
erzeugen, keiner der untersuchten Parameter eigens fiir einen der beiden Typen subikularer

Pyramidenzellen charakteristisch und damit fur eine unterscheidende Kategorisierung geeignet.

5.3 Spontanaktivitat

Spontane synaptische Entladungen entstehen in Abwesenheit einer extra- oder intrazellularen
Stimulation durch spontane Freisetzung von Neurotransmittern aus synaptischen Vesikeln. Ein
grolier Vorteil der Untersuchung spontaner synaptischer Strome (gegenilber evozierten
synaptischen Strémen) ist, dass sowohl prasynaptische als auch postsynaptische
Mechanismen neuronaler Interaktionen untersucht werden kénnen. Die sEPSC-Frequenz bildet
vor allem prasynaptische Faktoren (Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung, Anzahl
synaptischer Verbindungen) ab. Die sEPSC-Amplituden hingegen reprasentieren die
Ansprechbarkeit und Dichte der postsynaptischen Rezeptoren.'?*219223 |m Hinblick auf die
mittlere Frequenz der Spontanaktivitat, die sEPSC-Amplitude sowie die weiteren erhobenen
Parameter der sEPSC-Kinetik zeigten sich bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten
Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede zwischen REG und BURST. Bei Betrachtung
der kumulativen Verteilungsfunktionen aller bei BURST und REG ausgewerteten sEPSC zeigte
sich bei BURST eine Verlagerung der Verteilung in Richtung einer langeren Anstiegszeit, einer
groReren Breite und einer geringeren maximalen An- und Abstiegssteigung der sEPSC. Ob es
sich hierbei um einen Zufallsbefund oder einen Hinweis auf Unterschiede in der
Ansprechbarkeit oder Dichte postsynaptischer Rezeptoren bei BURST und REG handelt, bedarf

weiterer Untersuchungen.

5.4 Dendritische Morphologie

Die Dendriten sind hochkomplexe neuronale Strukturen und fur die Kommunikation von
Nervenzellen essenziell. Wie nicht anders zu erwarten, besteht insbesondere hier eine enge
Beziehung zwischen Morphologie und Funktion. In der Architektur des dendritischen Systems
spiegelt sich ein Optimierungsvorgang wider, welcher zum einen den Nutzen einer mdglichst
schnellen Signalweiterleitung bei zum anderen gleichsam geringen ,Materialkosten“ fir
dendritische Vernetzung bertlicksichtigt.?'®* Ferner konnte in Modellierungsstudien gezeigt

werden, dass die elektrophysiologischen Eigenschaften einer Nervenzelle in einem hohen Grad
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von der zelluldren Morphologie beeinflusst werden kdnnen. Innerhalb dieser Modelle erhdhte
sich beispielsweise bei Zunahme der dendritischen Membranoberflache die Tendenz der
Nervenzelle, ein burstendes Entladungsverhalten zu zeigen.?'* Im Rahmen dieser Arbeit wurde
daher die dendritische Struktur von subikuldren Pyramidenzellen vom Zelltyp BURST und REG
miteinander verglichen.

Bei Betrachtung der gefarbten Zellen unter dem Mikroskop fielen keine morphologischen
Unterschiede zwischen den beiden zuvor elektrophysiologisch charakterisierten Typen
subikularer Pyramidenzellen auf. Der lange apikale Dendritenbaum zog sich durch das Stratum
moleculare und reichte oft bis zur Fissura hippocampalis, wahrend sich die multiplen basalen
Dendriten innerhalb des Stratum pyramidale ausbreiteten. Oft konnten an den dendritischen
Auslaufern Spines sichtbar gemacht werden.

In  der Sholl-Analyse von sieben Parametern (Summe Schnittpunkte, mittlere
Schnittpunktanzahl, maximale Schnittpunktanzahl, schlieRender Radius, Radius mit der
maximalen Schnittpunktanzahl, Regressionskoeffizient) konnte kein Hinweis auf einen
signifikanten Unterschied in der apikalen oder basalen dendritischen Struktur der beiden
subikularen Zelltypen gefunden werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen der im Rahmen
anderer Arbeiten durchgefihrten Sholl-Analysen an Dendriten von BURST und REG

Uberein.*6:78101  Bgj

der Analyse dreier weiterer Parameter auf Basis der
Dendritenrekonstuktionen  (Anzahl Dendritenaste, mittlere Kontraktion, Gesamtlange
Dendritenaste) lieRen sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen BURST und REG feststellen.
Auch in der Vergleichsliteratur wurde vielfach beschrieben, dass Zellsomata, Dendriten und
Axone beider Pyramidenzelltypen &hnliche morphologische Charakteristika aufweisen.*®4":""-
79.82,98101103104 |5 drej Verdffentlichungen wurde eine groRere Entfernung von Soma zu dem
ersten Hauptverzweigungspunkt des apikalen Dendriten bei BURST gegeniber REG
beschrieben.*"8% Dieser Unterschied kénnte jedoch auf die unterschiedliche Position der
Zellen im Stratum pyramidale, bezogen auf die Entfernung von der Fissura hippocampalis,
zurtickzufiihren sein.”*#"% In der Arbeit von Elana Harris et al. (2001) konnte gezeigt werden,
dass das Muster der dendritischen und axonalen Verzweigungen besser mit der Position der
Zellsomata innerhalb der subikuldren Zellschicht, als mit dem Entladungsverhalten der
subikuldren Pyramidenzelltypen (BURST, REG) korrelierte.” Aufgrund der erheblichen
Ahnlichkeit aller anderen dendritischen morphologischen Parameter in dieser und anderen
Arbeiten ist jedoch nicht davon auszugehen, dass die dendritische Morphologie das
Entladungsverhalten subikularer Pyramidenzellen entscheidend zu bestimmen scheint.

Die meisten der hier zitierten Studien zur Morphologie subikularer Pyramidenzellen wurden an
Hirnschnitten von Ratten durchgefuhrt. Wahrend viele afferente und efferente subikulare
Projektionen artUbergreifend konserviert zu sein scheinen, sind auch einige subtile

Unterschiede beschrieben worden. 3839
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An dieser Stelle sollen ferner kurz die allgemeinen Limitationen der bei der Zellfarbung und der
Rekonstruktion angewandten Methoden diskutiert werden. Zunachst besteht die Mdglichkeit,
dass der Dendritenbaum nicht vollstdndig im horizontalen Hirnschnitt liegt, so dass
Dendritenbdume angeschnitten und so nicht vollstandig erfasst werden. Ein ahnlich kritischer
Punkt ist die suffiziente Fullung der Zellen, die von der Diffusion der Pipettenldésung in alle
Zellauslaufer abhangt. Nicht zuletzt besteht insbesondere bei der manuellen
Dendritenrekonstuktion eine hohe sogenannte Interobserver-Variablitat, wobei sich die
Untersucherabhangigkeit durch die Verwendung softwarebasierter Tracing-Methoden, wie sie
hier verwendet wurden, verringern lasst. Die genannten Schwierigkeiten treten jedoch bei
BURST und REG in gleichem MalRRe auf, so dass sie bei einem ausreichenden
Stichprobenumfang keinen Einfluss auf die Detektion mdglicher Unterschiede zwischen beiden
Zelltypen haben sollten. Natdrlich besteht ferner immer die Mdoglichkeit, dass es einen
Unterschied im Phanotyp der dendritischen Architektur von BURST und REG gibt, der durch die

fur diese Arbeit zur Analyse ausgewahlten Parameter nicht erfasst wird.

5.5 Korrelationsanalyse, Clusteranalysen und Hauptkomponentenanalysen

Eine Korrelationsanalyse wurde durchgefiihrt, um die Grélke und Richtung der statistischen
Beziehung zwischen Parametern der Membraneigenschaften, der Spontanaktivitat, sowie der
dendritischen Morphologie zu erfassen. In der Korrelationsanalyse fiel ein ausgepragter
negativer Zusammenhang zwischen dem Eingangswiderstand und der Lange und Komplexitat
der apikalen und basalen Dendritenbdume auf, welcher bereits fir Pyramidenzellen im
zerebralen Kortex beschriebe.?**??° Dieser Befund kénnte sich durch die VergroRerung der
Gesamtoberflache einer Nervenzelle mit Zunahme der dendritischen Membranoberflache
erklaren lassen. Weiterhin waren das Sag-Potential und der schlieRende Radius der Sholl-
Analyse apikaler Dendriten stark positiv miteinander korreliert. Interessant ist dieser Befund, da
die Amplitude des Sag-Potentials die Aktivierung von unspezifischen Kationenkanalen, die als
HCN-Kanale (engl. hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels) bezeichnet
werden, abbildet. Stephen Williams und Greg Stuart (2000) konnten am Beispiel von Layer 5
neokortikalen Pyramidenzellen zum einen nachweisen, dass die Dichte an dendritischen HCN-
Kanalen mit der Distanz vom Soma zunimmt und zum anderen zeigen, dass durch Aktivierung
dieser Kanale eine Anpassung der EPSP-Breite erfolgt, die den Zeitverlauf somatischer EPSP
unabhangig vom Ort ihrer Erzeugung werden I&sst.??® Man kénnte also annehmen, dass sich in
der Auspragung des Sag-Potentials das Vorhandensein von HCN-Kanalen im distalen apikalen

Dendritenbaum widerspiegelt.
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Um die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten - jenseits der Hypothesentestung - in ihrer
Gesamtheit weiter statistisch zu explorieren, kamen Methoden zur Dimensionsreduktion sowie
Methoden des nicht-hierarchischen Clusterings zum Einsatz. Eine Hauptkomponentenanalyse
reduziert die Dimensionalitdt eines komplexen Datensatzes, indem Linearkombinationen der
ursprunglichen Variablen erstellt werden. In den hier durchgefiihrten
Hauptkomponentenanalysen konnte die Varianz in den Datensatzen, bei Einbeziehung aller
untersuchten Parameter, nur in Anteilen durch die ersten drei Hauptkomponenten erklart
werden, was sich in einer fehlenden Gruppenbildung in der multidimensionalen Visualisierung
widerspiegelte. Bei einer k-Means-Clusteranalyse werden, sehr vereinfacht beschrieben,
»=ahnliche® Datenpunkte durch die Optimierung der quadratischen Mittelwertabweichungen
gruppiert, wodurch eine Erkennung zugrunde liegender Muster méglich wird. Bei der Verteilung
der die Zellen reprasentierenden Datenpunkte im Rahmen der k-Means-Cluster-Analysen
konnten keine klar voneinander abgrenzbaren Cluster identifiziert werden und die Zuordnung
der beiden Zelltypen zu einem der beiden tberlappenden Cluster war nicht eindeutig.

Warum im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit in der Veroéffentlichung von Austin
Graves et al. (2012) bei der k-Means-Clusteranalyse eine klare Clustertrennung erreicht werden
konnte, welche in der Veroffentlichung zusatzlich in allen Fallen mit der elektrophysiologischen
Zelltypklassifikation (ibereinstimmte, lasst sich schwer erklaren.®® Analog zum Vorgehen von
Austin Graves et al. (2012) wurden flr diese Arbeit daher zusatzlich Analysen unter
Verwendung nur der Parameter, die sich zwischen BURST und REG signifikant unterschieden,
erstellt. Darunter kam es zwar erwartungsgemal zu einer Verbesserung des Clusterings und
der Dimensionsreduktion, wobei weiterhin keine klare Trennung zwischen BURST und REG
oder den beiden Clustern erzielt werden konnte.

Diese Tatsache kdnnte dadurch erklart werden, dass es sich bei BURST und REG weniger um
zwei distinkte Zelltypen mit grundlegend unterschiedlichen elektrophysiologischen oder
morphologischen Eigenschaften handelt, sondern beispielsweise um einen Zelltyp, der entlang
eines Kontinuums verschiedene elektrophysiologische und morphologische Eigenschaften
zeigen kann.

Ferner kdnnte dieses Ergebnis auch darin begrindet liegen, dass nicht das burstende oder
regular feuernde Entladungsverhalten das entscheidende Kriterium zur Klassifizierung
subikularer Pyramidenzellen darstellt, sondern beispielsweise die Lage einer Zelle innerhalb
des Subikulums, welches im Rahmen dieser Arbeit bezogen auf die proximal-distale Achse
zwar durch Zellfarbungen und Mikrophotographien miterfasst, jedoch nicht ausgewertet wurde.
In aktuellen Verodffentlichungen gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass sich die
Pyramidenzellpopulation des Subikulums aus multiplen Subpopulationen zusammensetzt.
Sequenzierungsmethoden haben sich hier als ein vielversprechender methodischer Ansatz zur

Untersuchung von Heterogenitat innerhalb von definierten Zellpopulationen erwiesen. Mark
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Cembrowski et al. (2019) konnten mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung zeigen, dass sich die
Population subikularer Pyramidenzellen hierdurch weiter in acht Untergruppen auftrennen lasst.
Ferner konnten sie nachweisen, dass die auf Transkriptomebene definierten Subpopulationen
mit unterschiedlichen Proteinprodukten und spezifischen efferenten Projektionen assoziiert
sind. Das legt nahe, dass sich diese subikuldren Subpopulationen in ihrer Ubergeordneten
Organisation und ihren spezifischen Funktionen unterscheiden. Inwiefern transkriptomische
Subgruppen mit dem burstenden oder regular feuernden Entladungsverhalten der subikularen
Pyramidenzellen korrespondieren bleibt unklar.

Fir die insbesondere funktionelle Relevanz der Unterteilung in BURST und REG spricht eine
aktuelle Veroffentlichung meiner Arbeitsgruppe. Mit Hilfe eines von Christian Wozny et al.
(2018) entdeckten molekulargenetischen Markers fir BURST im Subikulum (basierend auf der
zelltypspezifischen Expression von VGLUT2 in BURST, siehe auch Kapitel 71.3.6
Zelltypspezifische molekulargenetische Marker) konnten BURST selektiv markiert und
genetisch modifiziert werden. Unter Verwendung optogenetischer Methoden konnte eine
zelltypspezifische monosynaptische Verbindung von BURST zu Layer 5B, jedoch nicht zu Layer
5A Pyramidenzellen im medialen entorhinalen Kortex nachgewiesen werden. "2

Die Erganzung elektrophysiologischer Untersuchungen um transkriptomische Daten stellt einen

vielversprechenden Ansatz flr zuklnftige Experimente dar.

5.6 Synaptische Kurzzeitplastizitat an der CA1-Subikulum-Synapse

Das Vorhandensein von BURST im Subikulum legt nahe, dass burstendes Entladungsverhalten
fur die Informationsverarbeitung, also fur die neuronale Signallibertragung und die Induktion
und Aufrechterhaltung von Plastizitat relevant sein kénnte.>*?' In bisherigen Veréffentlichungen
fanden sich Hinweise darauf, dass Synapsen von BURST und REG unterschiedliche Formen
der Langzeitplastizitdt auspragen und verschiedene pharmakologische Ansprechbarkeiten
aufweisen (siehe auch Kapitel 1.4.5 Neuronale Plastizitit an der CA71-Subikulum-
Synapse)_84,88,90,101,173,179,186,188

Wie schon in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt, weisen BURST und REG unterschiedliche
Formen der LTP auf.’®"'"® REG pragen eine NMDA-R-abhangige LTP-Form aus, bei der die
postsynaptische Calciumkonzentration eine grundlegende Rolle zu spielen scheint. Bei BURST
konnte eine ebenfalls NMDA-R-abhangige LTP-Form, die jedoch mit einer Beteiligung
prasynaptischen Calciums einherging, beobachtet werden.’®" Ob die an der LTP von BURST
und REG beteiligten NMDA-R demnach auch eine pra- oder postsynaptische Lokalisation
aufweisen, ist bisher nicht abschliefiend geklart. Weiterhin erscheint auch eine retrograde

Modulation der prasynaptischen Calciumkonzentration Gber postsynaptische NMDA-R denkbar.
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Ein solches Modell wurde von Pei-Yu Shih et al. (2013) fir die gut untersuchte Schaffer-
Kollateral-CA1-Synapse entwickelt. Die Ergebnisse der Studie weisen auf eine retrograde
synaptische Signallbertragung, vermittelt durch einen Efflux von Kalium Uber postsynaptische
NMDA-R hin.®°

Da sich die Mechanismen der Langzeitplastizitdt bei den beiden Typen subikularer
Pyramidenzellen unterscheiden, stellt sich die Frage, ob diese auch Unterschiede in Bezug auf
die Kurzzeitplastizitat zeigen. Im Gegensatz zur Langzeitplastizitdt wurden bisher nur wenige
Untersuchungen zur Kurzzeitplastizitdt an der CA1-Subikulum-Synapse durchgefihrt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob sich die Auspragung von Kurzzeitplastizitat
an der CA1-Subikulum-Synapse bei den beiden subikularen Pyramidenzelltypen unterscheidet
und inwiefern pra- und postsynaptische NMDA-R involviert sind.

Die Untersuchungen von Christian Wozny et al. (2008) an 18 Zellen hatten gezeigt, dass die in
Folge hochfrequenter Stimulation (100 Pulse, 50 Hz, keine LTP-Induktion) gemessene PTP bei
BURST signifikant starker ausgepragt war als bei REG."”" Anders als erwartet, zeigten sich
aber bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen an insgesamt 75 subikularen
Pyramidenzellen keine signifikanten Unterschiede der hochfrequenzinduzierten PTP bei
BURST und REG. Die PTP betrug im Mittel bei beiden Zelltypen circa 200%, wohingegen bei
den Untersuchungen von Christian Wozny et al. (2008) die mittlere PTP bei BURST mit 308 +
27% und bei REG mit 179 + 9% angegeben wurde.' Im Unterschied zu den hier dargestellten
Untersuchungen wurde die Studie von Christian Wozny et al. (2008) an Ratten und bei deutlich
héheren Temperaturen (30-32 °C) durchgeflihrt. Ob sich die unterschiedlichen Ergebnisse auf
einen dieser beiden Faktoren zurilickfiihren lassen, ist noch nicht abschliel3end geklart.

In den Veréffentlichungen von Christian Wozny et al. (2008) und Jason Aoto et al. (2013) hatte
sich weiterhin angedeutet, dass die Zugabe des NMDA-R-Blockers AP5, neben der Blockade
von LTP, bei beiden subikuldaren Pyramidenzelltypen auch zu einer Reduktion der PTP
fuhrt."°"7® Auf dieser Grundlage wurde in dieser Arbeit auch die Frage nach einer Beteiligung
von NMDA-R bei der PTP an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG adressiert.
Die spezifische Blockade postsynaptischer NMDA-R durch intrazellulare Applikation des nicht-
kompetitiven NMDA-R-Antagonisten MK801 hatte keinen Einfluss auf die Auspragung der PTP
bei BURST und REG. Ferner zeigte sich auch im Rahmen einer gleichzeitigen pra- und
postsynaptischen NMDA-R-Blockade durch extrazellulare Applikation des kompetitiven NMDA-
R-Antagonisten APS keine relevante Reduktion der PTP bei BURST und REG. Auch die PPF
zeigten bei beiden Zelltypen eine ahnliche Auspragung, welche auch durch eine NMDA-R-
Blockade nicht beeinflusst wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass
NMDA-R - entgegen bisheriger Vermutungen - keine relevante Beteiligung bei der

Kurzzeitplastizitat an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST und REG aufweisen.
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Es muss erwahnt werden, dass die statistische Aussagekraft (engl. statistical power),
wenngleich keine Power-Analysen durchgefihrt wurden, zumindest bei einigen der hier
aufgefihrten Untersuchungen als eher gering eingestuft werden koénnte. Es kénnten also
schwach Effekte bestehen, welche erst bei einem grollen Stichprobenumfang statistische
Signifikanz zeigen und somit hier nicht detektiert wurden. In einem solchen Fall ware die
Effektstarke jedoch gering, so dass man die Relevanz einer solchen Beobachtung wiederum in

Frage stellen kénnte.

5.7 Untersuchungen zu NMDA-Rezeptor-Subtypen an der CA1-Subikulum-
Synapse burstender Zellen

Es ist bekannt, dass die basale synaptische Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse Uber
die glutamaterge Aktivierung von AMPA-R und NMDA-R vermittelt wird.”>'"> Sowohl in der
Vergleichsliteratur, als auch bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde kein Anhalt fir
einen zelltypspezifischen Unterschied der evozierten synaptischen Antworten (EPSC) bei
Stimulation afferenter Eingdnge aus der CA1-Region gefunden.®”'" In einer Verdffentlichung
wurde interessanterweise beschrieben, dass die synaptischen Eingange auf BURST, nicht aber
auf REG eine Modulation durch prasynaptisch lokalisierte metabotrope Glutamat-Rezeptoren
der Gruppe Il erfahren.'”

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass eine NMDA-R-Blockade durch AP5
eine Verminderung der synaptischen Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse bei BURST
und REG bewirkt. Um einen Eindruck Gber die Beteiligung verschiedener NMDA-R-Subtypen zu
gewinnen, wurden die Auswirkungen einer Blockade spezifischer NMDA-R-Subtypen bei
BURST untersucht. Interessant ist die spezifische Untersuchung von NMDA-R bei BURST unter
anderem deshalb, weil es Hinweise auf das Vorhandensein prasynaptischer NMDA-R an der
CA1-Subikulum-Synapse von BURST gibt, welche fir die Induktion von LTP bedeutend zu sein

scheinen. "

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, flhrt eine selektive Blockade von
GIuN2B-NMDA-R-Subtypen durch Ifenprodil zu einer Verminderung der synaptischen
Transmission an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST. NMDA-R-Subtypen, die GIuN2C-
oder GIuN2D-Untereinheiten enthalten, scheinen hier nicht relevant beteiligt zu sein: Die
Applikation von DQP-1105 hatte keinen Einfluss auf die gemessenen Strome an der CA1-
Subikulum-Synapse von BURST. Eine eindeutige Aussage Uber die Lokalisation der hier
untersuchten NMDA-R kann nicht getroffen werden. Die fehlende Veranderung der
Doppelpulsratio nach Applikation von AP5 und Ifenprodil weist jedoch auf einen
postsynaptischen Ursprung des Effektes und so auch auf eine eventuelle postsynaptische

Rezeptorlokalisation hin.
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Im Rahmen der weiteren Exploration der AP5- und Ifenprodil-Wirkung auf die NMDA-R-
vermittelte Neurotransmission an der CA1-Subikulum-Synapse von BURST konnte gezeigt
werden, dass es moglich ist, sogenannte Repatch-Experimente an diesen Zellen
durchzufuhren. Hierdurch war es moglich, nach der Ermittlung des elektrophysiologischen
Zelltyps durch postsynaptische NMDA-R vermittelte Strome bei einem depolarisierten
Membranpotential von +40 mV zu studieren. Auch hier zeigte sich, eine deutliche Reduktion der
NMDA-R-vermittelten Neurotransmission unter AP5 und Ifenprodil. Anhand der Auspragung der
Effekte von AP5 und Ifenprodil lieR sich rickschlieRen, dass GIuN2B-Untereinheiten
enthaltende NMDA-R-Subtypen die hier untersuchten Strémen in einem relevanten Anteil -
jedoch nicht ausschlieRlich - zu vermitteln scheinen. Eine Beteiligung GIuN2A-Untereinheiten
enthaltende NMDA-R-Subtypen scheint in Zusammenschau der Ergebnisse plausibel.

In zukinftigen Untersuchungen sollte die Frage nach NMDA-R-Subtypen an der CA1-
Subikulum-Synapse von REG adressiert werden. Weiterhin sind zusatzliche Messungen
anzustreben, in denen spezifisch GIuUN2A-Untereinheiten enthaltende NMDA-R-Subtypen
inhibiert werden. Dies koénnte beispielsweise durch Verwendung des selektiven NMDA-R-
Antagonisten TCN-201 (Antagonist der NMDA-R-GIuN2A-Untereinheit) erfolgen.

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen an der CA1-Subikulum-Synapse ergaben sich
keine Hinweise auf Gber postsynaptische NMDA-R retrograd vermittelte prasynaptische Effekte
auf die Kurzzeitplastizitat. Wie schon erwahnt, wird ein solcher Mechanismus von Pei-Yu Shih
et al. (2013) an der Schaffer-Kollateral-CA1-Synapse vermutet. Die Ergebnisse der zugehoérigen
Studie wiesen auf eine, Uber einen Efflux von Kalium Uber postsynaptische NMDA-R
vermittelte, retrograde synaptische Signallibertragung hin.'® Analog zu der genannten
Verodffentlichung von Pei-Yu Shih et al. (2013) fiel bei den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrten Feldmessungen an Schaffer-Kollateral-CA1-Synapsen die Ratio der fEPSP-
Steigung zwischen dem ersten fEPSP und dem flinften fEPSP unter AP5 ebenfalls signifikant
ab. Dies kénnte als Hinweis flr einen prasynaptischen Ursprung des Effektes von AP5 auf die
fEPSP-Steigung an der Schaffer-Kollateral-CA1-Synapse gewertet werden, wobei die

Bestandigkeit dieses Effektes zukinftig in weiteren Messungen Uberpruft werden sollte.

Als sehr komplexe neuronale Struktur stellt die hippokampale Formation in Bezug auf die
Untersuchung elektrophysiologischer Phanomene eine grofle Herausforderung dar. Die
vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, Charakteristika der beiden subikularen Pyramidenzelltypen
zu identifizieren und den Mechanismen der Kurzzeitplastizitat an der CA1-Subikulum-Synapse
auf den Grund zu gehen. Die Ergebnisse dieser Arbeit und die durch die beiden Typen
subikularer Pyramidenzellen reprasentierte Dichotomie innerhalb des Subikulums bildet die

Grundlage fir zahlreiche interessante weiterfuihrende Fragestellungen.
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