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Kurzreferat:

In der vorliegenden Arbeit wurden in GAD-67-GFP-Mausen durch hippocampale
Injektionen des PHAL-Tracers die Zielstrukturen von Projektionsneuronen der Region CA1
und des angrenzenden Subiculums im Nucleus amygdalae basomedialis, pars posterior,
analysiert, wobei mehrheitlich nicht-GABAerge distale Dendriten als Ziele identifiziert
wurden. Zusatzlich liel3 sich in einigen Fallen auch eine direkte Innervation amygdalarer

GABAerger Interneurone nachweisen.

Daruber hinaus konnte durch amygdalare Fluorogold-Injektionen eine GABAerge
Projektion aus CA1 in den Nucleus amygdalae basomedialis, pars posterior, dokumentiert

werden.
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COa Nucleus amygdalae corticalis anterior

CR Calretinin

CS conditioned stimulus, konditionierter Stimulus

DG dentate gyrus, Gyrus dentatus

EC entorhinal cortex, Cortex entorhinalis
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Einfuhrung und Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

Lokale amygdalare GABAerge Interneurone spielen eine wichtige Rolle im
Informationsfluss zwischen Amygdala und Hippocampus. Sie modulieren die lokale
Aktivitat der Amygdala sowohl auf Ebene der internuklearen Verbindungen uber die
interkalierten Kerne (intercalated nuclei) (Royer et al. 1999) als auch auf intranuklearer
Ebene (Woodruff und Sah 2007a). GABAerge Interneurone ibernehmen feedforward- und
feedback-Hemmung (Samson et al. 2003; Rainnie et al. 1991) und sind in die
Synchronisation rhythmischer Aktivitatsmuster in der Amygdala involviert (Woodruff und
Sah 2007a). So finden sich in der basolateralen Amygdala symmetrische Synapsen vor
allem in der perisomatischen Region von Pyramidenzellen, wobei alleine Parvalbumin-
positive GABAerge Neurone fur etwas mehr als 50% der symmetrischen Synapsen

verantwortlich sind (Muller et al. 2006).

Aktuelle Untersuchungen legen zudem nahe, dass verschiedenen Angstniveaus jeweils
definierte Populationen von Neuronen in der basalen Amygdala zugeordnet werden
konnen, die in ein Netzwerk aus Hippocampus, Amygdala und medialem prafrontalen
Kortex eingebunden sind (Herry et al. 2008). Die Antwort auf einen konditionierten
Stimulus wird mafdgeblich durch einen Schaltkreis in der zentralen Amygdala mitbestimmt,
in welchen eine definierte Subpopulation GABAerger Interneurone eingebunden ist
(Haubensak et al. 2010). In der basolateralen Amygdala werden wahrend Angst-
Konditionierung Stimulus-spezifisch distinkte disinhibitorische Kreise von Interneuronen
aktiviert (Wolff et al. 2014).

Die Funktion der Amygdala in emotionalem Verhalten (Yilmazer-Hanke et al. 2004) und
der Speicherung emotionaler Inhalte (Bergado-Acosta et al. 2008; Ehrlich et al. 2009;
Makkar et al. 2010) wird ebenfalls offensichtlich von GABAergen Interneuronen

beeinflusst.

Ein tieferes Verstandnis der afferenten Verschaltung GABAerger amygdalarer
Interneurone sowie ihrer Verbindungen mit dem hippocampalen Komplex ist daher von
grolder Bedeutung fir das Verstandnis der Vorgange wahrend der Entstehung und

Kontrolle von emotionalen Gedéachtnisinhalten.



Der Hippocampus

Die Hippocampusformation beinhaltet den entorhinalen Kortex, den Gyrus dentatus, den
Hippocampus im eigentlichen Sinne, unterteilt in die Regionen CA1 bis CA3 sowie das

Subiculum, das Prasubiculum und das Parasubiculum (Amaral und Witter 1989).

Der intrahippocampale Informationsfluss verlauft groRtenteils unidirektional: Vereinfacht
beschrieben projiziert der entorhinale Kortex in den Gyrus dentatus, dieser Uber die
Moosfasern in die Region CA3. In Form der Schaffer-Kollateralen sendet die Region CA3
Efferenzen in die Region CA1. Diese projiziert zum Subiculum, dieses wiederum in den

entorhinalen Kortex (Canteras und Swanson 1992; Amaral und Witter 1989).

Neuere Arbeiten betonen eine funktionelle Trennung des Hippocampus entlang der
septotemporalen Achse in einen ventralen und einen dorsalen Anteil. Der ventrale Anteil
wird vor allem mit Angst-bezogenem Verhalten in Zusammenhang gebracht, wahrend der
dorsale Anteil eine wichtige Rolle beim raumlichen Lernen und Gedachtnis spielt
(Bannerman et al. 2004). Ratten zeigen nach ventral, nicht aber nach dorsal lokalisierten
Hippocampuslasionen weniger Angst im Elevated-Plus-Maze-Versuchsaufbau (Kjelstrup et
al. 2002). Fur die Expression von Angstgedachtnis-Inhalten nach Spuren-Konditionierung
(trace fear conditioning) sind, ungeachtet ihrer unterschiedlichen Funktionen, jedoch beide
Anteile notwendig (Yoon und Otto 2007).

Hippocampale Efferenzen

Bisher wurde angenommen, dass glutamaterge Projektionsneurone exzitatorische Signale
zu entfernten Arealen aussenden, um dort monosynaptisch lokale Projektionsneurone
sowie GABAerge Interneurone zu innervieren (Jinno 2009). In den letzten Jahren mehren
sich jedoch Hinweise, dass spezifische Subpopulationen von GABAergen hippocampalen
Neuronen ebenfalls weitreichende Projektionen zu subkortikalen und kortikalen Gebieten
aussenden. Beschrieben wurden unter anderem Efferenzen zum Subiculum, medialen

Septum (Jinno et al. 2007) sowie zum kontralateralen Gyrus dentatus (Jinno 2009).



Die Amygdala

Einteilung und Nomenklatur

Die Amygdala ist ein im Temporallappen gelegener bilateraler Kernkomplex. Es existieren
drei verschiedene Nomenklaturen der Kerngebiete; eine Gegentiberstellung der
Nomenklaturen sowie eine genaue Aufschlusselung der einzelnen Nuclei und Subnuclei ist
in Pitkdnen (2000) zu finden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Atlas nach Franklin und

Paxinos (2007) inklusive der darin verwendeten Nomenklatur eingesetzt.
Wichtige Punkte und wiederkehrende Unklarheiten:

In allen drei Nomenklaturen kann man die tiefe und die oberflachliche Kerngruppe

sowie die verbleibenden amygdalaren Gebiete unterscheiden.

In einzelnen Veroéffentlichungen ist von der Nomenklatur nach ,Paxinos und
Watson“ die Rede, dies bezieht sich auf den zugehdrigen Atlas der Anatomie des
Rattenhirns. Die Nomenklatur ist vergleichbar der hier verwendeten (Franklin und
Paxinos 2007).

Der Nucleus basomedialis (BM), insbesondere der posteriore Anteil (BMP), wird in
einigen Darstellungen auch als Nucleus basalis accessorius (accessory basal
nucleus, AB) beschrieben, zudem wird der anteriore Anteil (BMA) in anderen
Darstellungen dem Nucleus corticalis anterior (anterior cortical nucleus, COa)

zugerechnet (Pitkanen 2000).

Nucleus basomedialis und Nucleus basolateralis werden gelegentlich als basale
Nuclei (basal nuclei) zusammengefasst. Teilweise ungenau gehandhabt wird die
Unterscheidung zwischen Nucleus basolateralis (= singularer Kern) und der

basolateralen Amygdala (= Kerngruppe: Nucleus basolateralis, Nucleus lateralis,

Nucleus basomedialis) (Pape und Pare 2010).

Zellen und Neurotransmitter der Amygdala

In der basolateralen Amygdala lassen sich ahnlich dem Aufbau des Kortexes zwei
unterschiedliche Zellpopulationen unterscheiden: Glutamaterge, pyramidenartige
Projektionsneurone und zahlenmaldig deutlich unterlegene, non-pyramidale, GABAerge
Interneurone (McDonald 1992; Pape und Pare 2010).

GABA (Gamma-Aminobuttersaure) ist der wichtigste inhibitorische Transmitter im adulten



zentralen Nervensystem; Glutamat der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter.
Glutamat wird mithilfe der GAD (glutamic acid decarboxylase, Glutamatdecarboxylase) in
GABA umgewandelt. Es existieren zwei Isoformen der Glutamatdecarboxylase, die
GADG67 und die GADGS5.

GABAerge Neurone kdnnen neurochemisch, elektrophysiologisch oder morphologisch
weiter unterschieden und in Subpopulationen eingeteilt werden. Sosulina et al. (Sosulina
et al. 2010) legten kurzlich eine Nomenklatur vor, anhand derer sie GABAerge
Interneurone der lateralen Amygdala nach elektrophysiologischen Gesichtspunkten in 5
Klassen (I — V) unterteilten. In aktuellen Arbeiten erfahren unterdessen histochemische
Untersuchungen eine immer gréf3ere Anwendung. Jinno et al. beschrieben GADG67,
Calcium-bindende Proteine wie Parvalbumin (PV), Calretinin (CR) und Calbindin D28K
(CB), Neuropeptide wie Neuropeptid Y (NPY), Somatostatin (SOM), Cholezystokinin
(CCK) und vasoaktives intestinales Protein (VIP) sowie nitric oxide synthase (NOS) als
wichtige neurochemische Marker in hippocampalen GABAergen Interneuronen (Jinno und
Kosaka 2006). Insbesondere die Calcium-bindenden Proteine finden aktuell haufig
Verwendung zur ldentifikation von Subpopulationen amgydaler GABAerger non-

Pyramidenzellen (McDonald und Mascagni 2001).

Mascagni et al. (Mascagni und McDonald 2003) haben unter histochemischen
Gesichtspunkten eine Definition von mindestens vier Untergruppen non-pyramidaler

Interneurone der basolateralen Amygdala vorgeschlagen:
1. Parvalbumin-positive Neurone (der Grolteil ist ebenfalls Calbindin-positiv)
2. Somatostatin-positive Neurone (viele sind auch Calbindin- und NPY-positiv)
3. grolRe, Cholecystokinin-positive Neurone (einige sind ebenfalls Calbindin-positiv)

4. kleine Neurone mit unterschiedlichen Kolokalisationen von Cholezystokinin, VIP

und Calretinin

Parvalbumin-positive Interneurone bilden noch weitere Subgruppen und scheinen durch
differenzierte elektrische Kopplung untereinander mehrere Netzwerke in der basolateralen
Amygdala zu bilden (Woodruff und Sah 2007b).

Subpopulationen von GABAergen Interneuronen scheinen gezielt jeweils verschiedene
Kompartimente von amygdalaren Projektionszellen zu kontaktieren, beispielsweise

Somatostatin-positive Interneurone bevorzugt distale und daher kleine Dendriten (Muller et



al. 2007a). Fur Parvalbumin-positive Interneurone konnten bei Katzen proximale Anteile

von PV-negativen Neuronen als bevorzugte Ziele identifiziert werden (Smith et al. 1998).

Kortiko-amygdalare Verbindungen
Kortikale Afferenzen zum amygdalaren Kerngebiet sind in der Vergangenheit eingehend
untersucht worden. Prafrontale Afferenzen zeigten Uberwiegend asymmetrische Synapsen

mit Pyramidenzellen des Nucleus basalis in der Ratte (Brinley-Reed et al. 1995).

Afferenzen aus CA1

Hippocampo-amygdalare Projektionen entstammen dem Subiculum und der CA1-Region
des Ammonshorns (Kishi et al. 2006; Ottersen 1982; Ishikawa und Nakamura 2006),
wobei nur das temporale Drittel des CA1-Feldes zur Amygdala projiziert (van Groen und
Wyss 1990; Pitkanen et al. 2000). Sie werden als streng ipsilateral angesehen (Kishi et al.
2006; van Groen und Wyss 1990). Die intensivsten reziproken Verbindungen mit dem

Hippocampus scheint der Nucleus basalis zu besitzen (Pitkanen et al. 2000).

Das wichtigste Ziel von Projektionsneuronen des ventralen Subiculums ist der posteriore
Anteil des ipsilateralen Nucleus basomedialis, wo sie ein dichtes Netz formen. Retrograde
tracergestutzte Untersuchungen mit Fluorogold lassen vermuten, dass auch Fasern aus
der angrenzenden, ventralen CA1-Region hieran beteiligt sind (Canteras und Swanson
1992).

Die Projektionen des Subiculums respektive der CA1-Region zur Amygdala scheinen
topographisch organisiert zu sein (Cenquizca und Swanson 2007); Kishi et al. (2006)
konnten zeigen, dass einer septo-temporalen Achse im Ursprungsgebiet Ziele auf einer
mediolateralen (= transversalen) Achse in der Amygdala zugeordnet werden konnen. Eine
Ausnahme stellten hierbei Projektionen zum Nucleus basomedialis dar, deren Urpsriinge

innerhalb des Subiculums und der CA1-Region weit verstreut lagen.

Amygdalédre Projektionen zur CA1-Region

Die Verbindungen der Amygdala inklusive des Nucleus basomedialis mit der CA1-Region
sind reziprok; wobei es insgesamt so erscheint, dass die Amygdala mehr Projektionen
zum hippocampalen Komplex sendet als sie von diesem empfangt (Pitkanen et al. 2000).
Die wichtigsten Urspringe von amygdalo-hippocampalen Projektionen zu CA1 sind der
Nucleus basalis, Nucleus basomedialis und Nucleus corticalis posterior (Pikkarainen et al.
1999; Pitkanen et al. 2000; Petrovich et al. 1996). Die Zielbereiche im Hippocampus



scheinen eher getrennt als Uberlappend zu sein, passend zu der Annahme, dass die
Amygdala in verschiedene Stadien der hippocampalen Informationsprozessierung

eingreifen kann (Pikkarainen et al. 1999).

Die Reziprozitat der amygdalo-hippocampalen Verbindungen spiegelt sich auch funktionell
wider: Die basolaterale Amygdala beeinflusst die synaptische Plastizitat im Hippocampus
(Nakao et al. 2004; Abe 2001), was mdglicherweise wichtig fur die Verstarkung emotional
belegter Gedachtnisinhalte ist und in Teilen durch Stresshormone wie Noradrenalin und
Corticosteron mediiert wird (Akirav und Richter-Levin 2002). In umgekehrter Richtung

scheint ein ahnlicher Mechanismus zu existieren (Maren und Fanselow 1995).

Der Nucleus basomedialis

Der Nucleus basomedialis Iasst sich mikroskopisch in einen magnozellularen und einen
parvozellularen Anteil unterteilen, zwischen welchen nur wenige Verbindungen bestehen
(Pitkdnen 2000). Er empfangt intra-amygdalare Afferenzen insbesondere aus dem
Nucleus lateralis (Pape und Pare 2010) und medialis sowie schwachere Afferenzen unter

anderem aus dem Nucleus corticalis anterior und posterior (Pitkanen 2000).

Intra-amygdalare Efferenzen entsendet der Nucleus basomedialis unter anderem zum
Nucleus lateralis, Nucleus medialis, dem periamygdaloiden Kortex, Nucleus centralis und
dem Nucleus corticalis posterior. Der parvozellulare Anteil scheint etwas starkere intra-

amygdalare Projektionen auszusenden als der magnozellulare Anteil (Pitkdnen 2000).

Der basomediale Nucleus erhalt zudem Afferenzen aus dem kontralateralen Nucleus
basomedialis und projiziert seinerseits zum kontralateralen Nucleus medialis (Pitkdnen
2000).

Extra-amygdalare Afferenzen erreichen den Nucleus basomedialis aus vielen
verschiedenen Strukturen, unter anderem dem Kortex, dem olfaktorischen System, dem
Thalamus, dem Hypothalamus und dem Mittelhirn. Die Projektionen aus dem
Hippocampus stammen aus dem entorhinalen Kortex (zum parvozellularen Anteil), dem
proximalen und distalen temporalen Subiculum und aus dem temporalen CA1-Gebiet
(Pitkdnen 2000; McDonald und Mascagni 1997).



Extra-amygdalare Efferenzen des Nucleus basomedialis erreichen unter anderem den
Hippocampus, den Kortex, das olfaktorische System, den Thalamus und den
Hypothalamus (Pitkdnen 2000). Die amygdalo-hippocampalen Projektionen aus dem
Nucleus basomedialis erreichen den entorhinalen Kortex, temporale Anteile von CA1

sowie das Subiculum und das Parasubiculum (Pitkédnen 2000).

Lernen und Konditionierung

Klassische Konditionierung

Es ist allgemeiner Konsens, dass der Amygdala eine zentrale Rolle in der Speicherung
und Expression von Inhalten des emotionalen Gedachtnisses zukommt. Ein breit
angewendetes Modell, um die zugrundeliegenden Mechanismen zu untersuchen, ist die
klassische (Paviov'sche) Konditionierung. Sie bietet sich als einfache, schnelle und
robuste Methode an und ist zudem an verschiedenen Spezies anwendbar. Es wird ein
zuvor neutraler Stimulus (CS), z.B. ein akustisches Signal, mit einem bisher
unkonditionierten Stimulus (UCS) verknUpft. Ist der unkonditionierte Stimulus (UCS)
aversiver Natur, z.B. ein Elektroschock, spricht man von Angst-Konditionierung (LeDoux
2000).

Zentrale Annahme des bisherigen Konzeptes ist es, dass CS und UCS auf Neurone
(principal cells) im Nucleus amygdalae lateralis konvergieren. Hier wird nach mehrmaligem
Uben die Starke der synaptischen Ubertragung des CS-Inputs dauerhaft erhoht; die
Speicherung geschieht vermutlich in Form von LTP und anderen Formen synaptischer
Plastizitat (Maren 2005). Die Weiterleitung der Information geschieht zum Nucleus
centralis, der wichtigsten Output-Station der Amygdala fur Angst-Reaktionen (Pape und
Pare 2010; Phelps und LeDoux 2005; LeDoux 2000).

Kontextuelle Konditionierung

Stellt die Umgebung des Versuchstieres oder des Patienten den CS dar, spricht man von
kontextueller Konditionierung. Hierflr sind, im Gegensatz zur Konditionierung auf einen
unimodalen Stimulus, sowohl die Amygdala als auch der Hippocampus notwendig (Phillips
und LeDoux 1992; LeDoux 2003).

Der ventrale Hippocampus ist in der Bildung von Angstgedachtnis-Inhalten (Bast et al.
2001; Rudy und Matus-Amat 2005) involviert; zur Kontext-spezifischen Expression von
Angstgedachtnis-Inhalten nach Extinktions-Training werden der ventrale (Hobin et al.

2006) und dorsale (Maren und Hobin 2007) Anteil bend6tigt. Das Abrufen gespeicherter
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kontextuell-konditionierter Gedachtnisinhalte ist unabhangig vom Alter des erlernten

Wissens ebenfalls Hippocampus-abhangig (Sutherland et al. 2008).

Die zentrale Rolle der Amygdala und des Hippocampus bei kontextueller Konditionierung

konnte in fMRI-Untersuchungen auch an Menschen bestatigt werden (Alvarez et al. 2008).

Klinische Bedeutung

Die in dieser Arbeit untersuchten anatomischen Strukturen sowie Transmittersysteme sind

von grofRer Bedeutung in der medizinischen Forschung und klinischen Praxis:

Angststérungen: Nur beispielhaft sei die posttraumatische Belastungsstérung
genannt, im Rahmen derer die basolaterale Amygdala Schauplatz struktureller
Plastizitat zu sein scheint (Cui et al. 2008).

Vermutlich ist die Amygdala beim Menschen notwendig fur das Erkennen der
Emotion Angst in menschlichen Gesichtern, wahrend die Identifizierung eines

Gesichtes auch mit Amygdala-Schaden maoglich ist (Adolphs et al. 1994).

Gedé&chtnis: Bei Alzheimer-Patienten konnte eine volumetrische Abnahme der
Amygdalae mit einer verschlechterten Gedachtnisleistung bezogen auf emotionale
Inhalte korreliert werden (Mori et al. 1999).

Die menschliche Amygdala scheint darliber hinaus den Grad der bewussten
Erinnerung an emotional gewichtige Ereignisse zu steuern. Hamann et al. (Hamann
et al. 1999) konnten mithilfe der Positronen-Emissions-Tomographie eine erhdhte
Aktivitat der Amygdala bei der Gedachtnisbildung von emotional belegten Inhalten

mit einer besseren Erinnerung dieser Inhalte korrelieren.

Epilepsie: Schaden oder Veranderungen in Form von Volumenreduktion der
Amygdalae kénnen bei Erwachsenen oder Kindern mit Temporallappenepilepsie
vorliegen. Lokale Veranderungen in inhibitorischen amygdalaren Netzwerken
werden mit verringerter Krampfschwelle und erhohter Exzitabilitat innerhalb der
Amygdala in Verbindung gebracht (Pitkanen et al. 1998; Yilmazer-Hanke et al.
2007). Bei Ratten konnte nach einem Status epilepticus ein Schaden der Amygdala,
der einen Verlust an inhibitorischen GABAergen Neuronen inkludierte, beobachtet

werden (Tuunanen et al. 1996).

Medikamente und GABA: Sowohl an der Emotion Angst als auch an depressiven
Storungen sind GABAerge Mechanismen beteiligt (Kalueff und Nutt 2007). Im



GABAergen System wirksamen Medikamenten kommt hierbei eine bedeutsame
Rolle innerhalb Therapie, insbesondere in der Akutsituation, zu. Beispielsweise
vermittelt das klinisch weit verbreitete Benzodiazepin Diazepam Uber
GABAAx-Rezeptoren die Entstehung postsynaptischer inhibitorischer Potentiale
(IPSCs) im Nucleus amygdalae basolateralis und centralis (Kang-Park et al. 2004).
Hierbei ist die Pharmakodynamik von Benzodiazepinen im hippocampo-
amygdalaren Netzwerk, beispielsweise paradoxe Steigerungen der motorischen
Aktivitat, ungeachtet ihrer breiten klinischen Anwendung, immer noch nicht

vollstandig verstanden (Heldt und Ressler 2006).

Fragestellung

Das hippocampo-amygdalare System ist, insbesondere in Hinblick auf Angstgedachtnis
und Angst-bezogenes Verhalten, von grof3ter Bedeutung. Um zur weiteren Aufklarung der
neuroanatomischen Grundlagen beizutragen, war das Ziel dieser Arbeit daher die
Untersuchung hippocampo-amygdalarer Projektionen aus CA1 und angrenzenden Teilen
des Subiculums und ihrer Beziehungen zu GABAergen Interneuronen des Nucleus
basomedialis der Amygdala. Mit Hilfe anterograder Tracer sollten die Projektionen aus der
ventralen Hippocampusregion im Zielgebiet visualisiert werden. Anschlief3end sollten
durch die Kombination von immunhistochemischen mit elektronenmikroskopischen
Verfahren einzelne Axone und ihre Zielzellen identifiziert und die Verbindungen zwischen

beiden Strukturen so auf synaptischer Ebene charakterisiert werden.



Material und Methoden

GFP-Méuse

In dieser Arbeit wurden zehn erwachsene, 3 bis 8 Monate alte, mannliche (n = 7) und
weibliche (n = 3) Mause mit einer homologen Insertion (knock-in) des Green Fluorescent
Proteins (GFP) im Genom der 67 kDa-Isoform der Glutamatdecarboxylase verwendet
(Tamamaki et al. 2003). GFP-cDNA wurde zwischen der an 5'-Position an GAD67
angrenzenden Region und dem GADG67-Startcodon eingefugt, wodurch die Zelle GFP
exprimiert. Durch das knock-in kommt es zur Ausschaltung des GAD67-Gens.
Homozygotie wirkt sich hierbei durch eine schwere Palatoschisis letal aus (Asada et al.
1997), weshalb ausschlie3lich heterozygote Tiere zur Anwendung kommen kénnen. GFP
findet sich anschlieRend sowohl in den Somata als auch in den Dendriten und Axonen
GABAerger Neurone (Tamamaki et al. 2003).

Samtliche Experimente wurden in Ubereinstimmung mit der European Communities
Council Directive (86/609/EEC) und dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefuhrt.
Samtliche Versuche wurden durch das Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt genehmigt
(Aktenzeichen: 45502-2-813 Uni MD).

Genotypisierung der Mause

Fir das Knock-in Modell GAD 67 wurden Tiere des Wildtyps C57BL/6 mit knock-in
Modellen GAD 67 gekreuzt. Die Tiere wurden in unserer Einrichtung aufgezogen und kurz
nach dem Abstillen mittels Polymerasekettenreaktion (multiplex polymerase chain

reaction, PCR) genotypisiert.

Als Ausgangsmaterial hierfur dienten etwa 5 mm der Schwanzspitze. Dieses Material
wurde in 500 pl Lysispuffer und 10 ul Proteinase K (10 mg/ml; Merck, Darmstadt) bei

55 °C Uber Nacht in einem Eppendorfréhrchen inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die
DNA nach Zentrifugieren mit Hilfe von Isopropanol (Apotheke Uniklinikum Magdeburg)

ausgefallt.

Nach PCR (Primer TR1B: 5'— GGC ACA GCT CTC CCT TCT GTT TGC - 3'; Primer TR3:
5 - GCTCTC CTT TCG CGT TCC GAC AG - 3'; Primer TRGFP 8: 5'— CTG CTT GTC
GGC CAT GAT ATA GAC G - 3') erfolgte die Sichtbarmachung der DNA in einer
horizontalen Gelkammer auf Agarosegel (Promega, Mannheim). Als Fluoreszenz-Farbstoff

kam Ethidiumbromid (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zur Anwendung. Besondere
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Vorsicht war aufgrund der Kanzerogenitat geboten (Kategorie 3B nach 67/548/EWG). 100
ml Agarosegel wurden 10 pl Ethidiumbromid zugesetzt. Die Darstellung erfolgte
anschlie3end in einer Elektrophoresekammer (Serva, Heidelberg) auf einem

Transilluminator (Biozym, Hessisch Oldendorf).

Tracer-Injektionen

Anasthesie

Die Anasthesie der Versuchstiere wurde mithilfe von repetitiven Dosen einer
intraperitoneal verabreichten Mischung aus Xylazin (Xylazin 2%, Ceva, Libourne,
Frankreich) und Ketamin (Ketavet 100 mg/ml, Pharmacia, Berlin) durchgefuhrt (Gourdon
2002). Hierzu wurden in einer sterilen 10 ml — Einmalspritze folgende Bestandteile

aufgezogen:
1 ml Ketamin (Konzentration 100 mg/ml)
0,1 ml Xylazin (Konzentration 100 mg/ml)
8,9 ml steriles Wasser fur Injektionszwecke (aqua ad injectionem)

Die Bestandteile missen durch mehrmaliges Schutteln gut vermischt werden, um die
korrekte Dosierung der Medikamente zu ermoglichen. Hiervon wurde zur Induktion der
Narkose 0,1 ml/ 10 g Mausgewicht mittels einer 27-Gauge-Kanule (Au3endurchmesser
0,40 mm) intraperitoneal verabreicht. Meist war nach ca. 30 Minuten eine erneute Gabe
der halben Initialdosis zur Aufrechterhaltung der Anasthesie notwendig. Vor dem
Einspannen der Mause in das stereotaktische Operationsgestell wurde Lidocain (Xylocain-
Gel 2%, Astra Zeneca, Wedel) zur additiven Lokalanasthesie in die Ohren eingebracht.
Ebenfalls wurde der Wundbereich postoperativ vor dem Vernahen mit Lidocain (Praparat

wie oben) betaubt.

Operationstechnik

Die Versuchstiere wurden in Bauchlage in einem stereotaktischen Operationsgestell fixiert.
Nach Rasur des Schadels wurde ein Medianschnitt vorgenommen und die Schadelkalotte
freiprapariert. Nach stereotaktischer Lagebestimmung anhand von Bregma erfolgte die
Bohrung und das Einfuhren der Hohlnadel. Anschlie3end wurde iontophoretisch (+ 5uA, 5
Sekunden on/off, 30 min Applikationsdauer) der PHAL-Tracer (n = 6, 2,5% in 0,01 M
Phosphat-Puffer (PB), pH 8,0; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) oder Miniruby-
Tracer (n = 2, 10% in 0,01 M Phosphat-Puffer (PB), pH 7,4; D-3312, Invitrogen,
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Darmstadt) in die ventrale CA1-Region des Hippocampus und die Ubergangszone
zwischen CA1 und dem Subiculum appliziert. Die hierflr verwendeten stereotaktischen
Koordinaten bezogen auf Bregma waren wie folgt: Anterior-posterior (AP) 3,6 mm; medio-

lateral (ML) 3 mm; dorso-ventral (DV) 3 mm.

Bei zwei Versuchstieren wurde Fluorogold (4%, in A. dest.; Fluorochrome, Englewood,
CO, USA) als retrograder Tracer in die Amygdala injiziert. Zur Injektion wurde in diesem
Fall eine Hamilton ® Spritze verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Injektionsnadel,
die Applikation des Tracers erfolgte durch vorsichtigen manuellen Druck auf den
Spritzenkolben Uber einen Zeitraum von mehreren Minuten. Die verwendeten
stereotaktischen Koordinaten bezogen auf Bregma lauteten: AP 1,8 mm; ML 2,8 mm; DV 4

mm.

Die Koordinaten der Amygdala sowie der Hippocampus-Region wurden mithilfe des

Atlasses von Franklin und Paxinos (2007) bestimmt.

Nach der Injektion wurde das Tier ausgespannt und die Wunde mittels 5-0-Nahtmaterial in

Einzelknopftechnik verschlossen.

Aufarbeitung der Schnitte

Perfusion und Primarfixierung

Nach einer fiir den Transport des Tracers ausreichenden Uberlebenszeit von 10-14 Tagen
(Gerfen und Sawchenko 1984; Groenewegen 1990) wurden die Tiere mittels einer
todlichen intraperitoneal verabreichten Uberdosis Hypnotikum eingeschlafert: Zur

Anwendung kam das Barbiturat Pentobarbital (,Narcoren®, Merial, Hallbergmoos).

Die Primarfixierung erfolgte direkt nach dem Toéten des Tieres durch transkardiale
Perfusion. Nach Aufspannen des Tieres auf ein Korkbrett wurde bis zum Herzen
prapariert, eine Hohlnadel in die linke Kammer eingeflihrt und der rechte Vorhof eréffnet.
Hierdurch wurde unter einem Abzug zuerst das Blut mit NaCl 0,9% Uber eine Pumpe
ausgewaschen (Laufzeit der Pumpe hierfur etwa 2 Minuten) und direkt danach ein
Gemisch aus 0,1% Glutaraldehyd, 4% Paraformaldehyd, 15% gesattigter Pikrinsaure und
0,1 M PB (pH 7,4) infundiert. Nach etwa 15 Minuten wurde die Pumpe abgestellt.
Anschliel3end wurde der Schadel eroffnet, das Gehirn herausprapariert und fur

mindestens 5 Stunden oder Uber Nacht in einem Glutaraldehyd-freien Fixans postfixiert.
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Vibratom
In einem Vibratom (Series 1000 Sectioning System, TPI, St. Louis, MO, USA) erfolgte die
Herstellung von koronalen Gewebeschnitten mit einer Dicke von 50 - 100 um. Von den mit

PHAL oder Miniruby injizierten Gehirnen wurden je drei Serien angefertigt.

Farbung fir das Elektronenmikroskop
Zur Darstellung des PHAL-Tracers wurde Bio-Anti-PHAL und zur Darstellung GABAerger
Neurone wurde Anti-GFP verwendet. Zunachst wurden die Schnitte 4 mal fur je 10

Minuten in 0,1 M PB gesplilt. AnschlieRend wurden mittles endogener Peroxidase in
1 ml Methanol und
200 pl H20; (30%) und
19 ml PB

fur 10 Minuten unter Schutteln noch vorhandene Blutbestandteile ,weggebleicht®. Zum
Beenden dieser Reaktion ist keine Blockierung notwendig. Uberschissiges H.O, wurde

grundlich ausgewaschen.
Anschlieend wurden die Schnitte in den entsprechenden Antikdrpern inkubiert:

3,6 ul Bio-Anti-PHAL (1:600; biotinylated goat anti-PHAL, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) sowie

0,72 yl anti-GFP (1:3000; ab6556, Abcam, Cambridge, UK) zusammen mit
2,14 ml 0,1 M PB in
21,6 yl NGS (normal goat serum; 1%).

Triton wurde nicht verwendet, um die Ultrastruktur nicht zu zerstoren. Die Inkubationszeit
betrug 2 Tage bei 4 °C.

AnschlieRend wurden die Schnitte 3 x in PB gespult und fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Schattler in ABC-elite (A and B complex; 1:120; 8,8 ul/ml;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) inkubiert. Die mit PHAL markierten Axone

waren homogen schwarz gefarbt.
Nach erneutem dreimaligem Spulen mit PB wurden die Schnitte in
1 ml Diaminobenzidin (10 mg/ml),

0,5 ml Kobaltchlorid 1%,
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0,4 ml Ammoniumnickelsulfat 1% und
19 ml PB zusammen mit
220 pl H20, 0,3%

fur 10 Minuten inkubiert (Adams 1981).

Nach erneutem dreimaligen Spulen in PB wurden die Schnitte fir 90 Minuten in Bio-anti-
Rabbit (biotinylated anti-rabbit IgG; 1:200, 4,4 ul/ml; Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) eingelegt.

Anschlieend wurden sie drei mal in PB gespult und erneut fur 1 Stunde in ABC-elite
inkubiert. Nach nochmaligem dreimaligem Spulen in gleicher Weise erfolgte die erneute
Inkubation in DAB. Eine Verstarkung, beispielsweise durch Kobaltchlorid oder
Ammoniumverbindungen, wurde nicht eingesetzt. Das Reaktionsprodukt zeigte nun eine
braunliche Farbung. Nach nochmaligem dreimaligem Spulen in PB waren die Schnitte

bereit fur die Einbettung.
Die Aufbereitung der Miniruby-Gehirne gelang ebenfalls mittels ABC-elite und DAB.

In der zweiten Serie wurde wie zuvor beschrieben vorgegangen, jedoch wurde zur
Sichtbarmachung des PHAL-Tracers avidin-Cy3 (1:1000; in 0,1 M PB, pH7,4; Jackson
Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA) verwendet. Diese Schnittserie
sowie die zweite Schnittserie der Miniruby-markierten Gehirne wurden aufgezogen und mit
Mowiol (Hoechst, Mannheim) Uberzogen. Die zweite Serie wurde hauptsachlich als

Vergleich fur die Kontrolle der Qualitat der GFP-Markierung verwendet.

Die dritte Serie wurde bei -20 °C in einer kryoprotektiven Losung (30% Ethylenglykol, 25%
Glycerol, in 0,05 M PB, pH 7,4) eingelagert.

Von den beiden Gehirnen mit Amygdala-Injektionen wurden 40 pym dicke Koronalschnitte

hergestellt, auf Objekttrager aufgezogen und mit Mowiol Uberzogen.

Beurteilung im Lichtmikroskop

Die so hergestellten immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden im Lichtmikroskop
hinsichtlich des Erfolges der Injektionen und der Farbungen beurteilt. Hierbei konnten
einerseits Daten Uber die Verteilung des anterograden Tracers in der Amygdala gewonnen
werden, andererseits auch die Anfarbung selbst beurteilt werden. Die weitere, sehr
aufwandige Prozessierung der Schnitte fir das Elektronenmikroskop lohnte nur, wenn eine

deutliche Anfarbung durch den PHAL-Tracer in der Amygdala vorhanden war.
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Die starkste Anfarbung zeigte durchgehend der Nucleus basomedialis der Amygdala.
Schnitte, welche diesen enthielten, wurden fur die weitere Prozessierung zur

Elektronenmikroskopie ausgewahlt.

Postfixierung
Die Schnitte wurden jeweils zweimal in PB gespllt, anschlieRend glatt ausgelegt. Es

wurde folgender Ansatz verwendet:
10 ml PB 0,1 M pH 7,4; 700 mg B-D(+)-Glucose, hiervon 500 pl in jedes Glaschen

In jedes Glaschen 8 Tropfen Osmium 1% (Osmiumtetroxid, OsO,; Science

Services, Munchen)
2 Schnitte pro Glaschen

Die Postfixierung erfolgte nun unter Ausschluss von Licht fir 60 Minuten. 5 Minuten nach
Beginn wurden die Réhrchen noch einmal geschwenkt. Anschlieend wurden die Schnitte
in 0,1 M PB (pH 7,4) 3 x 5 min auf einem Schuttler gespult und glatt gelegt. Dies hatte jetzt
zu erfolgen, da die Schnitte durch die nachfolgende Dehydrierung immer harter wurden

und bei einer spateren Glattung eventuell zerbrochen waren.

Erste Dehydrierung
Die erste Dehydrierung erfolgte in 50% und anschlief3end in 70% Ethanol fur je 5 Minuten.

Blockkontrastierung
Zur Blockkontrastierung wurde 1% Uranylacetat nach folgendem Ansatz verwendet:

100 mg Uranylacetat (Achtung: Radioaktiv!)
10 ml 70% Ethanol (unvergallt)

Diese erfolgte fir 60 Minuten ebenfalls unter Ausschluss von Licht, wobei darauf zu achten
war, dass die Schnitte horizontal lagen. 15 Minuten nach Beginn der Prozedur wurden die

Schnitte erneut geschwenkt.

Endgiiltige Dehydrierung

Die abschliefiende Dehydrierung erfolgte in einer Ethanolreihe mit aufsteigenden
Konzentrationen. Es wurde Ethanol 80% und 90% fur je 5 Minuten und anschliel3end
Ethanol 96% und 2 mal 100% fur je 10 Minuten verwendet. Letzterer wurde einen Tag

zuvor mithilfe eines Molekularsiebes hergestellt.
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Kunstharzinfiltration
Durcupan (ACM Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde aus den gelieferten
Komponenten A/M, B, C und D bei 50°C auf einem Magnetruhrer fur 2 x 15 Minuten

hergestellt. Folgendes Mischungsverhaltnis wurde verwendet:
10 g Komponente A/ M
10 g Komponente B
11 Trpf. Komponente C
7 Trpf. Komponente D

Der dabei entstehende Alkohol musste abgesaugt werden. Die Schnitte wurden am Ende

mit einem Holzspiel in ein neues Glas transferriert.

Flacheinbettung

Die Flacheinbettung erfolgte zwischen 2 jeweils 0,1 mm dicken Folien. Zwischen diesen
wurde llickenlos Durcupan verteilt und anschlie3end die Schnitte eingelegt. Direkt nach
dem Zusammenlegen der beiden Folien wurden eventuell vorhandene Luftblasen manuell
herausgedruckt. Nach 15 Minuten bei 70°C wurden nocheinmal die letzten Luftblasen
vorsichtig herausgedrickt. Das Durcupan wurde anschlief3end im Ofen bei 70°C fur 2 bis 3

Tage auspolymerisiert.

Ausstanzen der Schnitte

Die interessanten Regionen, insbesondere der basomediale Nucleus der Amygdala,
wurden mithilfe eines Stereomikroskops identifiziert und mittels eines Skalpells
ausgeschnitten. Diese Sektionen wurden mit Sekundenkleber auf Beemkapseln

aufgeklebt.

Ultramikrotom

Die Schnitte wurden zu einer Pyramiden-Form getrimmt. Es erfolgte die Herstellung von
Semidunnschnitten mit einer Dicke von etwa 1 ym, die auf Objekttrager aufgelegt wurden.
Die anschlie3end hergestellten Ultradlinnschnitte mit einer Dicke von 50 — 70 nm (silber-
graue Farbe) wurden auf mit Formvar bezogene, single-slot Kupfer-Grids aufgelegt. Hierzu

wurde ein Ultracut S (Reichard-Jung, Wien, Osterreich) verwendet.
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Nachkontrastierung
Die Nachkontrastierung erfolgte in 2 % Uranylacetat und 0,01 % Bleicitrat in 50% Alkohol
direkt auf den Grids. Anschlie3end konnten die Schnitte im Transmissions-

Elektronenmikroskop betrachtet werden.

Auswertung der Schnitte im Lichtmikroskop

Es wurde ein Zeiss Axioplan 2 Mikroskop verwendet, welches mit Fluoreszenz-Optiken
ausgerustet war. Die digitale Bilderfassung erfolgte mittels einer angebauten Kamera
(Spot Rt slider, Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA). Helligkeit und Kontrast
wurden mittels GIMP (GNU Image Manipulation Program) adjustiert. Mittels Open Office

wurden Zahlen und Erklarungen in die Bilder eingeflgt.

Elektronenmikroskopie

Das Elektronenmikroskop

Es wurde ein LEO 906 E Transmissions-Elektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen)
benutzt. Zur digitalen Bilderfassung war es mit einer BioScan Camera (Gatan Inc., USA)
ausgerustet. Die Aufnahme sowie die initiale Sichtung der Bilder inklusive Anpassung
hinsichtlich Helligkeit und Kontrast erfolgte mittels der zugehoérigen Software (Digital
Micrograph, Gatan, Inc., Pleasanton, CA, USA). Mittels Microsoft Office wurden Zahlen

und Erklarungen in die Bilder eingeflugt.

Auswertung der Schnitte im Elektronenmikroskop

Zur Identifizierung der markierten Strukturen erfolgte zuerst ein meanderartiges Scannen
des eingeschleusten Schnittes bei 12000-facher Vergrof3erung. Regionen von Interesse
wurden bei deutlich héheren VergroRerungen, bis zu 64000-fach, betrachtet. Nach
bestmaoglicher Scharfstellung wurde eine Kamera (siehe oben) in das
Elektronenmikroskop eingeschleust und die markierte Struktur inklusive ihrer Umgebung

bei verschiedenen Vergroflerungen abfotografiert.

Zur elektronenmikroskopischen Identifikation von Dendriten, Axonen und Synapsen
wurden die gangigen Standardkriterien herangezogen; beispielsweise typisch angeordnete
Mikrotubuli in Dendriten oder Ansammlungen von Vesikeln und postsynaptische

Veranderungen in Synapsen (Peters et al. 1991).
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EDV

Die mithilfe der Software Digital Micrograph (wie oben) aufgenommenen Bilder wurden
anschlie3end mittels der Software Imaged (Freeware, National Institute of Health)
analysiert. Informationen Uber VergroRerung etc. waren in den Metadaten des dm3-
Formates gespeichert und konnten durch das ebenfalls frei erhaltliche dm3-Plugin fur
ImageJ ausgelesen werden. Durchmesser einzelner Profile sowie Flachenmessungen
wurden hier vorgenommen. Anschlieend wurden die Bilder in jpeg-Dateien umgewandelt
und mit GIMP (GNU Image Manipulation Program) endgultig nachbearbeitet. Verandert
wurden hierbei Helligkeit, Kontrast, Sattigung sowie die Scharfe. Andere Veranderungen

an den Bildern wurden nicht vorgenommen.
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Ergebnisse

Lichtmikroskopische Ergebnisse

Die Injektionen von PHAL oder Miniruby erfolgten stereotaktisch gesteuert in die ventrale
CA1-Region des Hippocampus nahe der Ubergangszone zum Subiculum (Abbildung 1;
Abbildung 4 b). Der anterograde Transport des Tracers flhrte zu Markierungen, welche
hauptsachlich im anterioren und posterioren Nucleus basomedialis (BMA und BMP)
(Abbildung 2 a - d), im Nucleus medialis (ME) sowie in der amygdalo-hippocampalen

Ubergangszone (AHIP) zu finden waren.

In den Nuclei basolaterales anteriores et posteriores (BLA, BLP) fanden sich Anfarbungen
von wechselnder Intensitat. Abhangig von der anterior-posterioren Lage der
Injektionsstelle fanden sich Anfarbungen im medialen Anteil des Nucleus centralis. Der am
dichtesten angefarbte axonale Plexus wurde durchgehend im posterioren Teil des Nucleus
basomedialis (BMP) (Abbildung 2; Abbildung 4 c) gefunden; passend zu den Ergebnissen
bei Ratten (Kishi et al. 2006; Canteras und Swanson 1992; Cenquizca und Swanson
2007). Van Groen beschrieb insbesondere Projektionen aus dem temporalen Anteil von

CA1 in den ipsilateralen Nucleus basolateralis (van Groen und Wyss 1990).

Abbildung 1 Ubersicht tiber die Injektionsstellen. Die Zahlen unter den Schnittbildern entsprechen der
Distanz zu Bregma in mm. Die Raute bezeichnet den jeweiligen Fall. Der Kernbereich jeder Injektion ist in
dunklem grau, der Randbereich in hellem grau dargestellt.

CA1 = Region CA1 des Hippocampus, CA3 = Region CA3 des Hippocampus, DG = Gyrus dentatus, STr =
Ubergangszone zwischen CA1 und Subiculum, VS = ventrales Subiculum. Bilder aus Franklin und Paxinos
(2007). (Mdller et al. 2012)
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Abbildung 2 Zeichnung frontaler Schnitte der Amygdala (#45) in rostrocaudaler Anordnung (a-d). Die
Zahlen in den rechten, oberen Ecken geben jeweils die AP-Position bezogen auf Bregma an. Anterograd
markierte Fasern wurden in nahezu jedem Kern der Amygdala gefunden. Die dichteste Anfarbung wurde im
BMP beobachtet. AHIP = amygdalo-hippocampale Ubergangszone, BLA = Nucleus amygdalae basolateralis
pars anterior, BLP = Nucleus amygdalae basolaterlis pars posterior, BMA = Nucleus amygdalae
basomedialis pars anterior, BMP = Nucleus amygdalae basomedialis pars posterior, CE = Nucleus
amygdalae centralis, LA = Nucleus amygdalae laterlis, ME = Nucleus amygalae medialis (Miller et al. 2012)

Unter Fluoreszenz-Beleuchtung zeigten sich dinne anterograd markierte Fasern im BMP
mit multiplen Verdickungen (Abbildung 3 a, b, d, e, g). Obwohl die Fasern meist im
Neuropil angesiedelt waren, zeigte sich gelegentlich eine direkte Nachbarschaft zu
GABAergen Neuronen oder primaren Dendriten (Abbildung 3 c, f, d, g). Farbung des
Tracers und der GFP-positiven Neurone mittels dualer Peroxidase-Behandlung fuhrten zu
dunnen schwarzen Fasern mit kleinen Verdickungen, welche teilweise Kontakt mit

braunen Somata und primaren Dendriten herstellten (Abbildung 3 h, i).
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Abbildung 3 Anterograd mit Miniruby markierte Axone (rot) und GAD67-GFP-positive Neurone in der
basomedialen Amygdala (a-g). Die weilRen Quadrate markieren nochmals vergrof3erte Ausschnitte (b-d und
e-g). (b) und (e) zeigen anterograd markierte Axone mit kleinen Boutons und (¢) und (f) zeigen GAD67-
GFP-positive Neurone, wie in (a) markiert. Die Ubereinandergelagerten Bilder (a), (d) und (g) lassen einen
Kontakt der terminalen Boutons mit GAD67-GFP-positiven Neuronen vermuten. (h-i) zeigen
lichtmikroskopische Aufnahmen afferenter Axone und GAD67-GFP-positiver Neurone nach
Peroxidasebehandlung. GAD67-GFP-positive Neurone (braun) werden von hippocampalen Afferenzen
(schwarz) kontaktiert. Einige Kontakte sind mit Pfeilen markiert. Ma3stab = 50 uym (a) / 20 ym (h-i) / 10 ym
(b-g) (Mdller et al. 2012)

Wahrend PHAL ausschliel3lich anterograd transportiert wurde, wurden durch Miniruby
auch einige Neurone im Injektionsgebiet angefarbt. Durch ihre rétliche Farbung in den fur
die Fluoreszenzmikroskopie prozessierten Schnitten respektive ihre schwarze Farbung in
den fur die elektronenmikroskopische Auswertung prozessierten Schnitten konnten diese
Zellen von den GABAergen Zellen, welche braun angefarbt waren, eindeutig

unterschieden werden. Die Qualitat der GFP-Immunochemie wurde fortwahrend durch den
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direkten Vergleich mit unbehandelten Schnitten desselben Areals mittels
Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert. Der durchgefuhrte Vergleich des Fluoreszenzbildes
(grine GAD67 Neurone, rote Cy3-PHAL-Axone und Tetramethylrhodamin in Miniruby-
markierten Axonen) mit den zugehoarigen, fur die Elektronenmikroskopie prozessierten
Schnitten, zeigte praktisch identische Anfarbungen. Dies zeigte die hohe Spezifitat des

verwendeten Antikorpers flr GFP.

Abbildung 4 Beispiel einer typischen Injektionsstelle (b) im ventralen Anteil von CA1 / Subiculum unter
Verwendung von Miniruby (Fall #45). Der Kernbereich der Injektion ist von einer Diffusionszone umgeben.
Die Injektion ist begrenzt auf das Stratum pyramidale. (c) Anterograde Markierungen im BMP und dem
medialen BLP. Beachte die relativ scharfe Abgrenzung des BMP (gestrichelte Linie).

BLP = Nucleus amygdalae basolateralis pars posterior, BMP = Nucleus amygdalae basomedialis pars
posterior, CA1 = Region CA1 des Hippocampus, DG = Gyrus dentatus, EC = Cortex entorhinalis. MaR3stab =
500 um (a) / 200 um (b) (Mdller et al. 2012)

Elektronenmikroskopische Ergebnisse

Da die dichteste Anfarbung im Nucleus basomedialis, pars posterior (BMP) gefunden
wurde (Abbildung 4 c) (Abbildung 2), wurde diese Region flr die

elektronenmikroskopische Analyse ausgewahilt.
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Abbildung 5 (a) PHAL-positive Synapse mit PSD. Der Pfeil deutet auf den synaptischen Spalt mit
postsynaptischer Verdichtung. Vesikel erscheinen als kleine weiRe Punkte. Die postsynaptische Struktur ist
in diesem Fall ein unmarkierter Spine. In unmittelbarer Nahe liegt ein GFP-positives Profil; ein synaptischer
Kontakt zwischen den markierten Strukturen ist hier jedoch nicht ersichtlich. (b) Miniruby-markierte
Prasynapse, welche eine asymmetrische Synapse (Pfeil) mit einem unmarkierten Profil ausbildet. Die
synaptischen Vesikel erscheinen als helle Punkte, auch das Mitochondrium erscheint heller als die um sie
herum zu findende Markierung. (c) Ein PHAL-positiver prasynaptische Bouton bildet eine symmetrische
Synapse mit einem einem unmarkierten Profil aus (Pfeil). (d) Eine GFP-positive Prasynapse bildet eine
symmetrische Synapse (Pfeil) auf ein unmarkiertes Profil aus. Verglichen mit den anderen markierten
Profilen ist dieses von beachtlicher Grofie.

Mr = Miniruby, GG = GAD67-GFP, Ph = Phaseolus vulgaris leucoagglutinin, PSD = postsynaptische
Verdichtung, Mafstab = 0,5 yum (Miller et al. 2012)

Fur die Elektronenmikroskopie wurden die Schnitte mit Antikdrpern inkubiert. Diese
konnten anschlieRend mittels DAB (GFP-exprimierende Neurone) und Schwermetall-
unterstitztem DAB (anterograd markierte Axone) dargestellt werden. Die anterograd
markierten Fasern (homogenes, tief schwarzes Reaktionsprodukt) lagen zwischen lokalen
GABAergen Neuronen (inhomogen verteiltes Reaktionsprodukt mit flockigem Aussehen)
und stellten gelegentlich Kontakt zu diesen her (Abbildung 3 h, i). Die Mehrheit der
Synapsen wurde jedoch im Neuropil zwischen den GABAergen Somata gefunden.
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PHAL

Sowohl PHAL- als auch GFP-positive Strukturen konnten anhand ihres typischen
Farbungsmusters im Elektronenmikroskop identifiziert werden. PHAL-positive Terminalien
waren homogen tiefschwarz gefarbt. Dies schloss samtliche Zellorganellen ein, lediglich
die synaptischen Vesikel und gréliere Organellen wie beispielsweise Mitochondrien
blieben ausgespart. Hieraus ergab sich das typische elektronenmikroskopische Bild
(Abbildung 5 a). Lag die postsynaptische Verdichtung (PSD, postsynaptic density) in der
angeschnittenen Ebene, stellte sich diese als sichtbare Verdunklung, jedoch weniger
homogen als die PHAL-Markierung, dar. Zwischen der Prasynapse und der PSD war der
synaptische Spalt sichtbar. Die Darstellung der PSD war von der angeschnittenen Ebene
abhangig. So erklart sich, dass vermutlich mehr PHAL-positive Synapsen eine PSD

besallen als sichtbar waren.

Bei ungefarbten Vesikeln und dicker, prominenter postsynaptischer Verdichtung spricht
man von einer asymmetrischen Synapse, welche mit exzitatorischer Aktivitat verbunden
wird (Abbildung 5 a). Bei ungefarbten Vesikeln, jedoch kleinerer, fast nicht sichtbarer
postsynaptischer Verdichtung von einer symmetrischen Synapse, welcher eine

inhibitorische Funktion zugeschrieben wird (Abbildung 5 c) (Peters et al. 1991).

GFP

GFP-positive Strukturen, angefarbt mit nicht-Schwermetall-intensiviertem DAB, stellten
sich flockig-schwarz dar (Wouterlood und Jorritsma-Byham 1993), mit einer
charakteristischen Verteilung der Verdunkelungen (Abbildung 14 a, b). Diese konnte
zuverlassig von der Schwermetall-verstarkten DAB-Anfarbung der anterograd markierten

Neurone unterschieden werden.

PHAL- und Miniruby-markierte Synapsen
Dreiundachtzig (n = 83) Strukturen wurden wie oben beschrieben als PHAL-positive
Synapsen identifiziert. Neunzehn (n = 19) Strukturen wurden als Miniruby-positive

Synapsen identifiziert.

(Abbildung 5 a) zeigt eine anterograd markierte PHAL-positive Terminalie, (Abbildung 5 b)
zeigt eine Miniruby-positive Prasynapse. Aufgrund der vergleichbaren Eigenschaften den
anterograden Transport betreffend (Reiner 2006) wurden beide Farbungen
zusammengefasst; es ergaben sich fur die weiteren Auswertungen nunmehr

Einhundertundzwei (n = 102) anterograd markierte hippocampo-amygdalare Synapsen.
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Diese anterograd markierten Synapsen waren von relativ geringer Grof3e (Abbildung 6).
Diese betrug im Durchschnitt 0,214 ym? (maximal 1,110 pm?, minimal 0,019 um?;
Standardabweichung 0,022 ym?). Nur etwas weniger als 40% aller anterograd markierten

Synapsen hatten eine Grof3e von mindestens 0,2 ym?2.
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Abbildung 6 GréRenverteilung der anterograd mit PHAL oder Miniruby markierten Synapsen. Mehr als die
Halfte aller markierten Profile waren kleiner als 0,2 ym?2.

19 unmarkierte Profile, welche von einer anterograd markierten Synapse kontaktiert
wurden und eine zugehorige postsynaptische Verdichtung zeigten, konnten in der
angeschnittenen Ebene ausgemessen werden. Diese postsynaptischen Strukturen waren
ebenfalls von geringer GroRRe. Sie betrug im Durchschnitt 0,199 ym? (maximal 0,662 pm?;
minimal 0,077 ym?; Standardabweichung 0,010 ym?) (Abbildung 7).

Die uberwiegende Mehrheit der identifizierbaren Postsynapsen waren unmarkierte
Strukturen (Abbildung 5 a).
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Abbildung 7 GroRenverteilung der postsynaptischen Profile, welche von anterograd markierten Terminalien
kontaktiert wurden.
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Ebenfalls von meist geringer Gré3e waren anbeiliegende Dendriten, welche zwar
raumlichen Kontakt zur markierten Prasynapse besalen, jedoch keine in der
angeschnittenen Ebene sichtbaren synaptischen Verbindungen mit ihr eingingen
(Abbildung 8). Es wurden 465 Profile ausgemessen. Die durchschnittliche Groe betrug
0,171 ym? (maximal 1,739 pm?, minimal 0,009 pm?, Standardabweichung 0,025 um?).
Hierbei ist zu bemerken, dass nicht alle angrenzenden Profile ausgemessen werden
konnten, da hierfir in der angeschnittenen Ebene sichtbare Begrenzungen notwendig

waren.
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Abbildung 8 GrdRenverteilung der an PHAL- oder Miniruby-positive Profile angrenzenden Strukturen ohne
sichtbaren synaptischen Kontakt zu ihnen.

Hieraus ergibt sich die Vermutung, dass hippocampale Afferenzen mehrheitlich kleinere,
distal gelegene Dendriten kontaktieren.

Die durchschnittliche Anzahl an um markierte Terminalien herum liegenden, unmarkierten,
ausmessbaren Profilen ohne synaptischen Kontakt betrug 4,56 (maximal 21, minimal O,
Standardabweichung 4,77) (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Verteilung der Anzahl an unmarkierten, in der angeschnittenen Ebene ausmessbaren
Dendriten, welche direkt an der anterograd markierten Prasynapse anlagen.

Auffallig war die relativ groRe Anzahl an unmarkierten Synapsen, welche zwar raumlichen
Kontakt zu einer anterograd markierten Prasynapse besalen, jedoch keinen synaptischen
Kontakt mit ihr eingingen (Abbildung 11 a; Abbildung 10). Die durchschnittliche Anzahl der
an eine markierte Terminalie angrenzenden, unmarkierten Synapsen, welche keinen
synaptischen Kontakt mit ihr eingingen, betrug 0,392 (maximal 3, minimal O,
Standardabweichung 0,200).
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Abbildung 10 Synapsen, die direkten rdumlichen Kontakt zu anterograd markierten Strukturen hatten,
jedoch keinen synaptischen Kontakt mit ihnen eingingen.
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Abbildung 11 (a) Anterograd markierte Terminalie mit anbei liegender unmarkierter Synapse. Ein
synaptischer Kontakt zwischen den zwei Strukturen ist nicht auszumachen. (b) Ein GFP-markiertes Profil
mit mehreren afferenten, asymmetrischen Synapsen (Pfeile). Sdmtliche afferenten Strukturen sind
unmarkiert.

GG = GAD67-GFP, Ph = Phaseolus vulgaris leucoagglutinin, Sy = unmarkierte Prasynapse, Mal3stab = 1
pMm

Die uberwiegende Mehrheit der gefundenen hippocampalen Terminalien waren

asymmetrische Synapsen.

Es konnte Uberraschenderweise jedoch zudem eine symmetrische Synapse (Abbildung 5
c) identifiziert werden. Dieser unerwartete Befund lie3 auf eine inhibitorische, mutmallich
GABAerge hippocampoamygdalare Projektion schlie3en.

GFP-markierte Strukturen
Insgesamt konnten elektronenmikroskopisch 299 GFP-positive Profile gefunden und als
dendritische Strukturen, Axone oder Prasynapsen identifiziert werden.

Einige GFP-positive Strukturen waren Spines, eine definitive Unterscheidung war jedoch

durch die DAB-Ausfallungen nicht moglich.

Ein Ausmessen der Grolie war bei 129 der 299 Profile mdglich (entspricht 43,14%). Nicht
moglich war dies bei Profilen, welche entweder nicht vollstandig abfotografiert werden
konnten oder deren Grenzen nicht sicher identifiziert werden konnten; entweder aufgrund
von Gewebszerstérung oder nicht moglicher Fokussierung. Die durchschnittliche Groflie
der ausgemessenen GFP-positiven Strukturen betrug 0,78 ym? (maximal 17,16 um?,
minimal 0,03 ym?, Standardabweichung 1,41 um?) (Abbildung 12).
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Abbildung 12 GréRenverteilung der GFP-markierten Profile.

GFP-positive Profile waren somit im Durchschnitt deutlich groRRer als die unmarkierten, von
hippocampalen Afferenzen kontaktierten Profile, deren durchschnittliche GroRe 0,199 um?

betrug (siehe oben).

Umgebende Strukturen der GFP-positiven Profile ohne synaptischen Kontakt
Unmittelbar an die GFP-positiven Profile angrenzende Dendriten, welche jedoch keinen
synaptischen Kontakt mit diesen eingingen, wurden in ,gro3e“ und ,kleine“ Dendriten
eingeteilt. Dies ist jeweils in Bezug auf die Grof3e der an sie angrenzenden GFP-positiven

Struktur zu verstehen.

Die durchschnittliche Anzahl der angrenzenden grof3en Dendriten betrug 1,077 (minimal O,

maximal 5, Standardabweichung 0,467).

Die durchschnittliche Anzahl der angrenzenden kleinen Dendriten betrug 2,514 (minimal O,

maximal 14, Standardabweichung 1,732).

Afferenzen auf GFP-positive Profile

An 102, ensprechend 34,11% der markierten Profile, fand sich mindestens eine
unmarkierte afferente Synapse, in einigen Fallen waren auch mehrere afferente Synapsen
an einem GFP-Profil sichtbar (Abbildung 11 b). Zu bedenken ist, dass nicht alle
angetroffenen GFP-positiven Strukturen fotografiert werden konnten, daher ist diese

Prozentzahl als Annaherung zu verstehen.

Afferente Synapsen wurden nur gezahlt, wenn sie alle elektronenmikroskopischen
Charakteristika einer Synapse zeigten, insbesondere einen synaptischen Spalt, Vesikel

sowie eine postsynaptische Verdichtung (PSD) (Peters et al. 1991). Jedoch waren, in
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Analogie zu den GFP-positiven Profilen, nicht alle Afferenzen ausmessbar; zumeist, da
nicht alle Grenzen abfotografiert werden konnten. Ein Ausmessen war bei 103 der

insgesamt 139 identifizierten unmarkierten Afferenzen moglich. Dies entspricht 74,10%.

Die durchschnittliche Grof3e der ausgemessenen unmarkierten Terminalien betrug 0,300
MmM? (maximal 1,556 ym?; minimal 0,042 um?; Standardabweichung 0,032 pm?) (Abbildung
13).
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Abbildung 13 GréRenverteilung der prasynaptischen Profile afferenter Synapsen auf GFP-markierte
Strukturen (Muller et al. 2012).

Dies ist etwas grofRer als die durchschnittliche Grélke der PHAL-markierten Synapsen
(0,214 ym?; siehe oben).

Bis auf drei Synapsen waren alle afferenten Strukturen unmarkiert; hiervon waren zwei

prasynaptische Profile PHAL-positiv (Abbildung 14 ¢, d) und eines GFP-positiv (Abbildung
14 b).

30



Abbildung 14 (a) Eine GFP-markierte dendritische Struktur im BMP wird von einer unmarkierten
Schaftsynapse und einer Spine Synapse kontaktiert. In beiden Fallen sind asymmetrische Synapsen mit
postsynaptischer Verdichtung sichtbar (Pfeile). (b) Zwei GFP-positive Profile etablieren einen
symmetrischen synaptischen Kontakt (Pfeil) miteinander. (c) Eine asymmetrische Synapse (Pfeil) zwischen
einer PHAL-positiven Prasynapse und einer GFP-markierten postsynaptischen Struktur. (d) Eine Phal-
positive prasynaptische Strukur bildet eine asymmetrische Synapse mit einem GFP-markiertem Profil.
Auffallig sind die zwei sich gegenliberliegenden asymmetrischen Synapsen (Pfeile).

Ph = Phaseolus vulgaris leucoagglutinin, BMP = Nucleus amygdalae basomedialis pars posterior, GG =
GAD67-GFP, Maf3stab = 0,5 um (Mdiller et al. 2012)

Markierte prasynaptische Profile an symmetrischen Synapsen

Trotz des sehr haufigen Auftretens von GFP-positiven Dendriten fand sich nur eine sehr
geringe Anzahl an GFP-positiven Prasynapsen. Diese Terminalien enthielten Vesikel, eine
explizite postsynaptische Verdichtung (PSD) fehlte jedoch. Abbildung 5 d zeigt eine grol3e
GFP-positive Prasynapse, welche ein nicht markiertes Profil kontaktiert. Die durch GFP-
positive Terminalien kontaktierten Strukturen waren zumeist unmarkierte Dendriten.
Gelegentlich wurden jedoch auch GFP-positive Profile kontaktiert (Abbildung 14 b).

Abbildung 5 c zeigt ebenfalls eine symmetrische Synapse, welche jedoch anterograd

markiert ist. Dieser Befund war unerwartet, jedoch von grofRer Wichtigkeit: Aufgrund der
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symmetrischen Synapse ist eine GABAerge Synapse zu vermuten, jedoch wird das
granulare Muster der DAB-Anfarbung vermutlich von der deutlich dichteren Schwermetall-

verstarkten DAB-Anfarbung Uberdeckt.

Ubersicht der verschiedenen synaptischen Kontakttypen
In der Gesamtschau der Befunde liel3en sich vier verschiedene Arten synaptischer

Kontakte unterscheiden:

1. Anterograd markierte, asymmetrische Terminalien an unmarkierten Profilen
(Abbildung 5 a, b). Diese waren am haufigsten anzutreffen. Da samtliche
GABAergen Zellen durch GFP markiert waren, muss man von einer direkten

hippocampalen Innervation amygdalarer Projektionsneurone ausgehen.

2. Anterograd markierte Prasynapsen, welche asymmetrische Synapsen mit GFP-
positiven Profilen ausbilden (Abbildung 14 d). Das Auffinden solcher Strukturen
belegt eine direkte glutamaterge hippocampo-amygdalare Projektion auf lokale

amygdalare GABAerge Interneurone.

3. Unerwarteterweise konnte eine anterograd markierte, also aus dem Hippocampus
stammende Projektion erfasst werden, welche im untersuchten Zielgebiet eine
symmetrische Synapse ausbildete (Abbildung 5 ¢). Zusammen mit den deshalb
anschlielend durchgeflhrten Fluoreszenz-unterstitzten mikroskopischen
Aufnahmen belegt dies eine hippocampo-amygdalare GABAerge Projektion. Eine

derartige Verbindung konnte in dieser Arbeit erstmals dokumentiert werden.

4. Symmetrische Synapsen zwischen zwei GFP-positiven Profilen (Abbildung 14 b).

Retrograde Markierung von hippocampalen Neuronen

Das Auffinden einer anterograd markierten symmetrischen Synapse gab Anlass fir die
Vermutung, dass GABAerge Projektionen vom ventralen Hippocampus zur Amygdala
existieren. Zur Klarung erfolgten zwei (n = 2) grol3e Injektionen von Fluorogold in die
Amygdala. Diese Injektionen fuhrten zu retrograder Markierung von Neuronen in
paralaminaren thalamischen Kernen, im perirhinalen Kortex sowie im Hippocampus.
Innerhalb des Hippocampus fanden sich markierte Neurone im Stratum oriens und dem
Stratum pyramidale der ventralen CA1-Region sowie im Subiculum. (Abbildung 15 a) zeigt
die Fluorogold- und GFP-markierten Zellen in der ventralen CA1-Region. Retrograd

markierte Neurone fanden sich hier im Stratum pyramidale sowie in geringerer Anzahl im
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Stratum oriens der CA1-Region. GFP-markierte Neurone dagegen waren gleichmafig in
allen Schichten verteilt. Durch Beleuchtung mit verschiedenen Spektren von Fluoreszenz-
induzierendem Licht und anschlieBendem Ubereinanderlegen der Bilder konnten
Doppelmarkierungen sichtbar gemacht werden (Abbildung 15 b - d). In jedem der
untersuchten Schnitte konnten Fluorogold-markierte und zugleich GFP-positive Neurone
nachgewiesen werden, womit erstmals die Existenz einer GABAergen hippocampo-

amygdalaren Projektion nachgewiesen war.

Or| Py |Rad .° LMol
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= ™
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Abbildung 15 (a) Verteilung von GAD67-GFP-positiven Neuronen (griin) und retrograd markierten
amygdalo-hippocampalen Projektionsneuronen (blau) im Ubergang des ventralen CA1 zum Subiculum nach
Fluorogold-Injektion in die Amygdala. Die Zahl in der linken unteren Ecke gibt die Distanz zu Bregma an.
GADG67-GFP-positive Neurone waren gleichmaRig in allen Schichten verteilt, wahrend Fluorogold-markierte
Zellen hauptsachlich im Stratum oriens und basalen Anteilen des Stratum pyramidale lokalisiert waren.
Eingekreifldte Neurone im Stratum oriens und im basalen Anteil des Stratum pyramidale waren
doppelmarkiert. VergréRRerte Fotografien eines Fluorogold-markierten, GAD67-GFP-positiven Neurons im
Stratum oriens: (b) Fluorogold-Markierung, (¢) GAD67-GFP-Markierung, (d) ist aus (b) und (c)
zusammengesetzt. Die Pfeile markieren das doppelt markierte Neuron.Or = Stratum oriens, Py = Stratum
pyramidale, Rad = Stratum radiatum, Lmol = Stratum lacunosum-moleculareMal3stab = 10 ym (Miller et al.
2012)
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GFP-positive Somata

In den elektronenmikroskopisch untersuchten Schnitten fanden sich zahlreiche GFP-
positive Somata. An einigen fanden sich afferente Synapsen, die hochste beobachtete
Anzahl afferenter Synapsen an einem einzigen Soma betrug 5. Samtliche gefunden

Afferenzen waren unmarkiert.
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Diskussion

Einordnung in den aktuellen Forschungsstand

In dieser Arbeit wurden die direkten hippocampo-amygdalaren Projektionen und ihre
Zielneurone untersucht. Genutzt wurden hierzu anterograde Tracingmethoden in GAD67-
GFP Mausen. Mehrere bisherige Untersuchungen an Ratten hatten Projektionen aus dem
ventralen Hippocampus und Subiculum nachgewiesen, welche fast die gesamte Amygdala
betrafen, jedoch insbesondere den Nucleus basomedialis posterior (Canteras und
Swanson 1992; Cenquizca und Swanson 2007; Kishi et al. 2006; Ottersen 1982) sowie
den Nucleus basolateralis (van Groen und Wyss 1990). In Ubereinstimmung hiermit
wurden in dieser Arbeit die starksten Markierungen im Nucleus amygdalae basomedialis,
pars posterior dokumentiert. Darlber hinaus konnten neue Informationen Uber die

Projektionen und ihre Zielzellen gewonnen werden:

- Hippocampo-amygdalare Axone kontaktierten sowohl unmarkierte Neurone als

auch als GABAerg identifizierte Neurone im BMP.

- Es fand sich eine anterograd markierte symmetrische Synapse, was auf eine
GABAerge Projektion aus dem Hippocampus in die Amygdala schliel3en lasst.
Dieser Befund wurde mit Hilfe von retrograder Markierung der hippocampo-

amygdalaren Projektionen bestatigt.

Diese Ergebnisse zeichnen ein erstes Bild eines neuen morphologischen Korrelats der
vorbeschriebenen Rolle von GABAergen Neuronen, welche die amygdalo-hippocampalen
Interaktionen wahrend der Speicherung emotionaler Gedachtnisinhalte und der
Ausfuhrung emotionalen Verhaltens mediieren (Bast et al. 2001; Mello et al. 1992b).

Methodenkritik

Der PHAL-Tracer

Phaseolus vulgaris bezeichnet im Deutschen die Gartenbohne. Phaseolus vulgaris
leucoagglutinin stammt urspriinglich aus den Samen roter Kidneybohnen. Das
Molekulargewicht betragt 126 kDa; es besteht aus 4 Untereinheiten. Der PHAL-Tracer ist
ein in der aktuellen Forschung haufig verwendeter Tracer. lontophoretisch appliziert fuhrt
er zu relativ kleinen, prazisen Injektionsstellen von durchschnittlich 50 — 200 ym

Durchmesser, welche zudem aufgrund der vollstandigen Markierung der Neurone sicher
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identifiziert werden kénnen (Gerfen und Sawchenko 1984). Es wird ein fast
ausschlieRlicher anterograder Transport beschrieben; nur sehr selten wird ein retrograder
Transport beobachtet (Gerfen und Sawchenko 1984; Groenewegen 1990), welcher zudem
nicht in allen Neuronentypen stattzufinden scheint (Chen und Aston-Jones 1998).
Groenewegen et al. (Groenewegen 1990) beschrieben zwei Arten von retrograden
Markierungen: Granulare Anfarbungen sowie komplette Ausflllung von Profilen. Letztere,
die prinzipiell mit den hier beschriebenen anterograden Markierungen hatten verwechselt
werden kdonnen, kamen einerseits seltener vor und wurden andererseits nur in relativ
kleinen Entfernungen zur Injektionsstelle beobachtet. PHAL scheint zudem nicht
wesentlich von vorbeiziehenden Fasern aufgenommen und transportiert zu werden. Es
wird die gesamte Zelle markiert, inklusive der Dendriten, Axone, Axon-Kollateralen und
Terminalien. Bei einer Uberlebenszeit bis 17 Tage wurde keine erkennbare Degradation
des transportierten PHAL-Tracers beschrieben (Gerfen und Sawchenko 1984;
Groenewegen 1990; Lanciego 2006).

Der hier verwendete Tracer stammt aus den Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA.

Er wurde bei 6 Tieren in folgender Verdinnung verwendet: 2,5% in 0,01 M PB, pH 8,0.

Miniruby

Dextrane sind biologisch inerte hydrophile Polysaccharide, welche eine niedrige Toxizitat
und geringe Immunogenitat aufweisen. Zudem sind sie gegen die meisten endogenen
Glykosidasen resistent (Reiner 2006). Dextranamin (eigentlich: Dextran-Lysin), konjugiert
mit Biotin, wird als BDA (biotinylated dextran amine) bezeichnet. Miniruby bezeichnet eine
Mischung aus BDA10kDa und RDA10kDa (Tetramethylrhodamin-konjugiertes DA).
Derartige Mischungen mit fluoreszierenden Konjugaten ermoglichen die
fluoreszenzmikroskopische Beurteilung der Injektionsstelle sowie der Transportqualitat,
bevor zeitaufwandigere Schritte zur Vorbereitung der Transmissions-Lichtmikroskopie

respektive Elektronenmikroskopie unternommen werden (Reiner 2006).

Mithilfe von Dextranaminen lassen sich kleine und klar definierte Injektionsstellen
produzieren. Morphologische Details werden meist sehr gut erhalten, insbesondere ist
eine detailreiche Anfarbung von Terminalien durch 10kDa-Dextran-Amine maoglich. Der
Tracer toleriert eine Fixation mit Glutaraldehyd. Obwohl Dextranamine antero- und
retrograd transportiert werden, Uberwiegt bei den 10kDa-Dextranaminen deutlich der
anterograde Transport, insbesondere nach iontophoretischer Applikation (Lanciego 2006;
Reiner 2006).
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Miniruby kam an zwei Tieren zum Einsatz (Katalognummer: D-3312, Invitrogen / jetzt: Life
Technologies, Darmstadt; 10% in 0,01 M PB, pH 7,4).

In dieser Studie wurde entweder PHAL oder Miniruby in den ventralen Hippocampus im
Bereich der Region CA1 und des Subiculums von GAD67-GFP-Mausen injiziert.

Der PHAL-Tracer wurde gewahlt, da er fast ausschlieBlich anterograd transportiert wird
und praktisch nur diejenigen Neurone markiert, deren Somata oder Dendriten im zentralen

Bereich der Injektionsstelle liegen (Gerfen und Sawchenko 1984; Groenewegen 1990).

Miniruby wurde ausgewahlt, da sich hiermit kleine Injektionsstellen sowie eine detaillierte
Anfarbung des Zielgewebes, vor allem in Schnitten die fur die Elektronenmikroskopie

vorbereitet wurden, erreichen lieRen (Reiner 2006).

Retrograder Tracer
Bei zwei Tieren (n = 2) wurde Fluorogold (4%, Fluorochrome, Englewood, CO, USA),

verdunnt in destilliertem Wasser, verwendet.

Fluoro-Gold wird exklusiv retrograd transportiert. Es bietet die gréfite Spanne an moéglicher
Uberlebenzeit; von wenigen Tagen bis hin zu einem Jahr. Zudem wird Fluoro-Gold
praktisch nicht durch intakte oder beschadigte, durch das Injektionsgebiet ziehende
Fasern aufgenommen. Fluoro-Gold selbst ist nicht elektronendicht, bedarf also der

Verstarkung zur Sichtbarmachung im Elektronenmikroskop (Lanciego 2006).

Falsch-positive Markierungen
Nach Miniruby-Injektionen zeigten sich einige wenige retrograd markierte Neurone im BLA
sowie der amygdalo-hippocampalen Ubergangszone der Amygdala, jedoch nie im Nucleus

basomedialis.

Es existieren Berichte Uber falsch-positive anterograde Markierungen durch den Miniruby-
Tracer durch sogenannten axonalen ,collateral-collateral transport®. In diesem Fall wird der
Tracer nicht nur durch die innerhalb der Injektionsstelle liegenden Dendriten
aufgenommen, sondern ebenfalls durch in der Injektionsstelle liegende Axonterminalien. In
der Folge kann der Tracer durch retro- und anschlieRenden anterograden axonalen
Transport in andere Kollateralen transportiert werden (Chen und Aston-Jones 1998). Fur
amygdalare Projektionsneurone, deren Axone aus dem Ursprungskern herausziehen,
wurden lokale Axon-Kollateralen beschrieben (McDonald 1982; Valverde 1962). Es fanden

sich jedoch keine Axon-Kollateralen in der naheren Umgebung der retrograd durch
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Miniruby markierten Neurone, weshalb wir die Wahrscheinlichkeit fur eine falsch-positive
Markierung von Axonen im basomedialen Nucleus in dieser Arbeit flr vernachlassigbar
gering halten. Zudem wurde die Mehrzahl der Tiere mit PHAL injiziert und aus dieser
Kohorte die Uberwiegende Anzahl synaptischer Profile identifiziert. Wir gehen daher davon
aus, dass samtliche hier beschriebenen Terminalien tatsachlich hippocampalen Ursprungs

waren.

GroRe der PHAL-positiven Profile

Andere Studien, die ebenfalls den PHAL-Tracer verwendeten, kamen zu ahnlichen
Grolken bei der Ausmessung der markierten Profile. Brinley-Reed et al. (Brinley-Reed et
al. 1995) haben prafrontale Projektionen zum magnozellularen Anteil des Nucleus basalis
der Amygdala untersucht. Die dabei gemessenen PHAL-positiven Terminalien hatten
einen Durchmesser von durchschnittlich 0,5 — 1,5 uym; eine kreisrunde Form
angenommen, entspricht dies einer Flache von 0,20 — 1,77 um?2. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Flachen waren in derselben Grélkenordnung; entsprechend dem

GroRenunterschied zwischen Ratten und Mausen jedoch tendenziell kleiner.

Eindringtiefe der Antikérper und Dicke der PSD

Eine moglicherweise nicht ausreichende Eindringtiefe der Antikdrper, mit deren Hilfe die
PHAL- und GFP-positiven Profile identifiziert wurden, konnte theoretisch zu falsch-
negativen Markierungen fuhren. Aus diesem Grunde wurden vornehmlich die oberen
Schnitte aus einem Block fur die Elektronenmikroskopie verwendet. Auf die qualitative

Aussage der Arbeit hatte diese Problematik keinen Einfluss.

Nach verzogerter Fixation kommt es zu Veranderungen der Ultrastruktur, insbesondere die
Synapsen betreffend (Tao-Cheng et al. 2007). Eine mdgliche Verdickung der PSD's hatte

keinen Einfluss auf das Ergebnis der vorliegenden Arbeit gehabt.

Diskrepanzen der verdéffentlichten und der hier dargestellten Daten

Die aus dieser Untersuchung veréffentlichten Daten (Muller et al. 2012) stimmen nicht
vollstandig mit den hier prasentierten Daten Uberein. Dies kam durch eine erneute
Untersuchung der angefertigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen sowie Auswertung
zusatzlicher Praparate der verwendeten Versuchstiere zustande. An den qualitativen

Ergebnissen der Studie anderte sich hierdurch nichts.
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Beziehung hippocampaler Afferenzen zu GABAergen Strukturen

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung des BMP fanden sich zahlreiche
anterograd markierte Axone sowie amygdalare GFP-positive Neurone und ihre Fortsatze.
Die hippocampalen Fasern durchmischten sich mit den GFP-positiven Profilen; sowohl
einzelne Profile als auch direkte Kontakte zwischen GFP- und anterograd markierten
Profilen konnten aber durch die unterschiedliche Anfarbung sowohl im Licht- als auch im
Elektronenmikroskop gut identifiziert werden. In diesen Fallen zeigte sich
elektronenmikroskopisch in den meisten Fallen eine ausgespragte postsynaptische
Verdichtung (PSD), welche typisch fur Synapsen mit exzitatorischer Funktion ist. Die
meisten postsynaptischen Strukturen der anterograd markierten Synapsen waren jedoch
kleine, mutmallich distale, GFP-negative Dendriten. Diese waren vermutlich amygdalare
Projektionsneurone oder Klasse-I-Zellen (McDonald 1982). GABAerge Neurone wurden
dagegen deutlich seltener kontaktiert. Dies ist vergleichbar mit den bisherigen
Beschreibungen kortikaler Afferenzen bei Ratten (Brinley-Reed et al. 1995) sowie Katzen
und Affen (Smith et al. 2000).

Afferenzen auf amygdalédre GABAerge Interneurone

In dieser Untersuchung fanden sich zahlreiche, zumeist asymmetrische, unmarkierte
Synapsen an GABAergen Interneuronen. Zusatzlich konnten auch anterograd markierte
Synapsen nachgewiesen werden. In der Vergangenheit konnte eine grol3e Anzahl an
verschiedenen Inputs auf GABAerge Interneurone der Amygdala nachgewiesen werden,
die sich sowohl nach ihrer anatomischen Herkunft als auch nach ihren neurochemischen

Eigenschaften unterscheiden:

Kongruent mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurden hippocampo-amygdalare
Projektionen, mutmallich im Sinne einer Feedforward-Inhibition, mithilfe

elektrophysiologischer Methoden vorbeschrieben (Mello et al. 1992a).

Li et al. (Li et al. 2002) haben bei Ratten symmetrische GABAerge, asymmetrische
noradrenerge und bisher nicht identifizierte, symmetrische und asymmetrische
Afferenzen auf GABAerge Neurone im Nucleus basolateralis dokumentiert. Neuere
Untersuchungen zeigten zudem, dass lediglich eine Subpopulation von GABAergen
Neuronen Uber alpha-1-Adrenozeptoren direkt durch Noradrenalin exzitiert wird,
wahrend andere GABAerge Neurone praktisch keine Reaktion hierauf zeigen
(Kaneko et al. 2008).
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Vermutlich aus dem ventralen Tegmentum und der Substantia nigra (Fallon und
Ciofi 1992) erhalten Parvalbumin-positive GABAerge Interneurone der
basolateralen Amygdala inhibitorischen dopaminergen Input (Pinard et al. 2008).
Dopamin supprimiert dartber hinaus bei Mausen die feedforward-Inhibition durch

lokale Interneurone in der lateralen Amygdala (Bissiére et al. 2003).

Muller et al. (Muller et al. 2007b) konnten in der basolateralen Amygdala eine
serotoninerge Innervation von PV- und VIP-positiven Interneuronen nachweisen,

welche zumeist inhibitorischer Natur war.

Parvalbumin-positive Interneurone im Nucleus basolateralis erhalten einen zumeist

inhibitorischen cholinergen Input (Muller et al. 2011).

Der Nucleus endopiriformis moduliert Gber das Neuropeptid-S-System die Aktivitat
in der basolateralen Amygdala, woran GABAerge Mechanismen beteiligt sind (Meis
et al. 2008).

Projektionsneurone der basolateralen Amygdala von Katzen aktivieren Uber Axon-
Kollateralen Parvalbumin-positive Interneurone, kongruent mit dem Prinzip einer
Feedback-Inhibition (Smith et al. 2000); ahnliches konnte bei Ratten beobachtet
werden (McDonald et al. 2005).

Thalamische und kortikale Afferenzen: Es existieren kortikale Afferenzen auf
Parvalbumin-positive Interneurone (Smith et al. 2000); exzitatorische thalamische
Afferenzen konnten auf GABAerge Interneurone im Nucleus lateralis nachgewiesen
werden (Woodson et al. 2000). Diese waren zum Grofteil asymmetrisch und
kdnnten so Teil einer feedforward-Inhibition sein. Zudem sind thalamische
Afferenzen in der Lage, den amygdalo-hippocampalen Output zu modulieren (Linke
et al. 2004). Elektrophysiologische Untersuchungen lieferten des Weiteren
Hinweise auf auf GABAerge Interneurone konvergierende thalamische und kortikale
Afferenzen (Szinyei et al. 2000), wobei thalamische Afferenzen funktionell
GABAerger Kontrolle unterliegen (Shin et al. 2006).

GABAerge Synapsen an GABAergen Strukturen

Einige GABAerge Profile bildeten symmetrische Synapsen untereinander aus. Ahnliche

Beobachtungen wurden bei Ratten beschrieben: VIP- und Calbindin-positive GABAerge

Interneurone sind an den Netzwerken um amygdalare Projektionsneurone beteiligt, wobei
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jeder dieser beiden Subpopulationen vermutlich eine spezifische Rolle innerhalb der
inhibitorischen Netzwerke zukommt (Muller et al. 2003). Muller et al. fanden ein Netzwerk
aus Parvalbumin-positiven Interneuronen im basolateralen Nucleus, welche durch
chemische Synapsen, dendritische Gap Junctions und axonale Gap Junctions verbunden
waren. 20% der Synapsen auf Parvalbumin-positive Neurone zeigten prasynaptisch
ebenfalls Parvalbumin-positive Axon-Terminalien und waren symmetrischer Natur (Muller
et al. 2005).

Bei Mausen konnten Parvalbumin-positive Interneurone der basolateralen Amygdala
weiter subklassifiziert werden und Hinweise auf die Existenz von vier Subtyp-spezifischen
Netzwerken gesammelt werden (Woodruff und Sah 2007b). Auch bei Katzen sind
verschiedene Typen von Parvalbumin-positiven Interneuronen beschrieben worden,

welche hemmenden Einfluss auf amygdalare Neurone ausuben (Smith et al. 1998).

GABAerge hippocampo-amygdalédre Projektionen

Eine unerwartete Entdeckung waren symmetrische Synapsen, welche mit PHAL oder
Miniruby markiert waren. Dies deutete auf eine GABAerge Projektion aus dem
Hippocampus in den BMP hin. Verifiziert wurde diese Vermutung durch Injektionen von
Fluorogold, eines retrograden Tracers, in die Amygdala bei zwei Mausen. Die Existenz von
weitreichenden GABAergen Projektionen aus dem Hippocampus wurde bereits in
frhreren Untersuchungen beobachtet; insbesondere wurden Projektionen von
spezifischen Subpopulationen hippocampaler GABAerger Neurone zum medialen Septum,
Subiculum (Jinno et al. 2007) und kontralateralem Gyrus dentatus beschrieben (Jinno
2009).

Kongruent mit unseren Befunden mehren sich in den letzten Jahren Hinweise, dass
derartige weitreichende GABAerge Projektionen deutlich haufiger vorkommen als bisher
angenommen. Sie sind zumeist bidirektional angelegt, so beispielsweise zwischen dem
Hippocampus und dem Septum oder zwischen dem Hippocampus und dem entorhinalen
Kortex (Caputi et al. 2013). Im Zielgebiet bewirken sie vermutlich Gber die Exzitation von
lokalen GABAergen Interneuronen eine Disinhibition lokaler Projektionsneurone; zudem
scheinen sie an der Synchronisation rhythmischer Aktivitat zwischen entfernten Arealen
beteiligt zu sein (Caputi et al. 2013; Jinno et al. 2007). Ahnliche Mechanismen sind
hochrelevant flr hippocampo-amygdalare Interaktionen, beispielsweise wahrend der

Bildung von Angstgedachtnis-Inhalten: Seidenbecher et al (Seidenbecher et al. 2003)
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beschrieben synchronisierte Aktivitat im Theta-Frequenz-Bereich im hippocampo-

amygdalaren Netzwerk als mogliches neuronales Korrelat konditionierter Angst.

Aktuelle Untersuchungen in unserem Labor identifizieren zur Zeit die Subpopulationen

hippocampaler GABAerger Neurone, denen diese Projektionsneurone angehoren.

Nachbarschaft zu exzitatorischen Synapsen

In Erganzung zu der Beschreibung der synaptischen Verbindungen markierter Strukturen
in der Amygdala wurden in dieser Arbeit die an markierte Synapsen angrenzenden
Strukturen analysiert und, soweit mdglich, quantifiziert. Aktuelle Studien begriinden
derartige Untersuchungen; Merchan-Pérez et al. (Merchan-Pérez et al. 2009)
beobachteten die Nachbarschaft von inhibitorischen Axonterminalien an Pyramidenzellen
und exzitatorischen Synapsen, welche benachbarte Dendriten kontaktierten und

vermuteten eine Aktivierung der inhibitorischen Synapsen durch einen Glutamat-Spillover.

Subpopulationen GABAerger Interneurone in der Amygdala

Es existieren umfangreiche Untersuchungen uber die morphologische,
elektrophysiologische und neurochemische Heterogenitat der GABAergen amygdalaren
Interneurone (McDonald 1982; Sosulina et al. 2010; Muller et al. 2007a). Man vermutet,
dass Subpopulationen dieser Zellen spezifische Funktionen sowohl bei der Kontrolle der
amygdalaren Projektionsneurone als auch bei der Integration des afferenten
Informationsflusses zur Amygdala Ubernehmen. Szynyei et al. (2000) beschrieben eine
spezielle Subpopulation von GABAergen Neuronen, welche vermutlich konvergierenden
Input sowohl aus dem Thalamus als auch aus dem Kortex erhalten, und in dieser Position
der Integration von Informationen aus diesen Gebieten wahrend der Entstehung von

Angst-motiviertem Verhalten dienen konnten.

Gruppen VIP- oder Calbindin-positiver GABAerger Interneurone in der basolateralen
Amygdala bilden Subpopulationen, welche spezifische Funktionen innerhalb der
inhibitorischen Netzwerke der Amygdala zu Ubernehmen scheinen. Aus morphologischer
Sicht sind diese Neurone an den korbartigen Netzwerken um amygdalare
Projektionsneurone beteiligt (Muller et al. 2003) und etablieren synaptische Kontakte
untereinander, kongruent mit den in dieser Arbeit beobachteten Synapsen zwischen GFP-
positiven Strukturen. Netzwerke GABAerger Interneurone scheinen an der Kontrolle

rhythmischer Aktivitatsmuster beteiligt zu sein (Muller et al. 2005), denen eine Funktion bei
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der Konditionierung und Extinktion von Angstgedachtnis-Inhalten zugeschrieben wird
(Pape und Pare 2010). Der noradrenerge Input auf die Amygdala wird ebenfalls Uber eine
Subpopulation GABAerger Interneurone, mutmallich Somatostatin- und Cholezystokinin-
positive, vermittelt (Kaneko et al. 2008), wodurch vermutlich Stressantworten mediiert

werden.

Neuere Arbeiten haben noch direkter die funktionelle Relevanz spezieller GABAerger
Subpopulationen hervorgehoben. Neurokinin1-Rezeptor-exprimierende-Zellen, eine
vergleichsweise kleine Subpopulation GABAerger Interneuronen im Nucleus basolateralis,
offenbarten beispielsweise einen erstaunlich gro3en Einfluss auf die Expression Angst-
bezogenen Verhaltens (Truitt et al. 2009). Eine Anhand der Expression von Protein-
Kinase-C definierte Subpopulation GABAerger Interneurone im lateralen Anteil des
Nucleus amygdalae centralis inhibieren Projektionsneurone im medialen Anteil des Kerns
und kontrollieren so vermutlich die Antwort auf einen konditionierten Stimulus (Haubensak
et al. 2010).

Gedachtnisbildung und funktionsspezifische Netzwerke

Mittels Manipulation eines Transkriptionsfaktors und Darstellung einer aktivitatsabhangig
transkribierten RNA argumentierten Han et al., dass die wahrend der Bildung von
Angstgedachtnis auf zellularer Ebene stattfindende Selektion von an der Enkodierung
teilnehmenden, amygdalaren Neuronen ein kompetitiver Prozess sei (Han et al. 2007).
Bezogen auf die potentiell kompetitive Verarbeitung verschiedener sensorischer Aspekte
von Informationen wirde dieses Konzept die Integration dieser Informationen in
Abhangigkeit von ihrer relativen Wichtigkeit und Relevanz wahrend des Erlernens

erlauben.

In den letzten Jahren gewinnt die Uberzeugung an Bedeutung, dass verschiedenen
neuronalen Schaltkreisen und Subpopulationen von Neuronen in der Amygdala
verschiedene Aspekte der Bildung von Angstgedachtnis-Inhalten zugeordnet werden
konnen. Beispielsweise konnten zwei Arten von Neuronen im dorsalen Subnucleus des
Nucleus lateralis mit der Bildung von Angstgedachtnis sowie der Langzeitspeicherung der
Inhalte in Zusammenhang gebracht werden, wobei sich zudem Hinweise auf eine weitere
Unterscheidung dieser Neurone in transient plastische und langfristig plastische fanden
(Repa et al. 2001). Herry et al. (2008) zeigten, dass zwei verschiedene Populationen von

Neuronen des Nucleus basalis wahrend des Erlernens respektive der Extinktion neuer
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Angstgedachtnisinhalte vermehrt aktiv sind. Beide Populationen weisen eine distinkt

differierende Konnektivitat mit dem Hippocampus und dem medialen prafrontalen Kortex
auf.

In diesem Sinne konnte die direkte Innvervation amygdalarer GABAerger Interneurone
durch Neurone des ventralen Hippocampus der Kontrolle amygdalarer Netzwerke dienen,
die fur die Integration kontextueller Informationen wahrend des Erlernens und der

Extinktion von Angstgedachtnis-Inhalten relevant sind.
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Zusammenfassung

Amygdala und Hippocampus sind zentrale Strukturen bei der Generierung, Speicherung
und Expression von Angstgedachtnis-Inhalten auf kontextuelle Stimuli (Phillips und
LeDoux 1992; LeDoux 2000). Die Beziehungen beider Strukturen sind intensiv und
reziprok (Pitkanen et al. 2000). Amygdalare GABAerge Interneurone nehmen in diesem
Zusammenhang eine Vielzahl an Aufgaben war, insbesondere unterliegt die Aktivitat

amygdalarer Projektionsneurone ihrer Kontrolle (Woodruff und Sah 2007a).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei GAD-67-GFP-Mausen mithilfe von PHAL- und
Miniruby-Injektionen in CA1 und das angrenzende Subiculum die Zielstrukturen im
Nucleus amygdalae basomedialis, pars posterior auf elektronenmikroskopischem Niveau
untersucht. Hierbei konnte eine direkte Innervation lokaler GABAerger Interneurone durch
hippocampale Projektionsneurone nachgewiesen werden. Als Zielstrukturen konnten
insbesondere distale Dendriten mit einer durchschnittlichen Gréfde von 0,199 um?
(maximal 0,662 uym?, minimal 0,077 uym?; Standardabweichung 0,010 ym?) ausgemacht
werden, wobei diese mehrheitlich nicht markiert waren. Auffallig waren die haufig
angrenzenden unmarkierten Synapsen, welche keinen synaptischen Kontakt mit der
markierten Struktur eingingen (durchschnittlich 0,392 (maximal 3, minimal 0,
Standardabweichung 0,200)). Es wurden zusatzlich 299 GFP-positiven Strukturen
identifiziert und ausgemessen, wobei sich an 34% mindestens eine unmarkierte afferente

Synapse fand.

Unerwarteterweise konnte eine anterograd markierte, symmetrische Synapse
dokumentiert werden. Daher erfolgten bei zwei Tieren zusatzlich Fluorogold-Injektionen in
die Amygdala. Durch Fluoreszenz-unterstutzte Lichtmikroskopie konnten anschliefend
Doppelmarkierungen im Hippocampus und somit CA1 als Ursprungsregion der
Projektionen bestatigt werden. Dieser Uberraschende Befund reit sich ein in aktuelle
Arbeiten, die weitreichenden GABAergen Projektionen eine deutlich gréRere funktionelle

Bedeutung zusprechen als bisher angenommen (Caputi et al. 2013).

Die erhobenen Daten belegen, dass GABAerge Neurone einen kleinen, jedoch wichtigen
Beitrag zum direkten Input aus dem ventralen Hippocampus zum BMP leisten; und zwar
sowohl als in der Amygdala lokalisierte Zielneurone als auch, wenn auch zu einem

geringeren Anteil, hippocampale Projektionsneurone.
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